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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "ANTI-
CORPOS ANTI-PAR2 E USOS DOS MESMOS".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO RELACIONADO
(0001} Este pedido reivindica o beneficio de prioridade a partir do
Pedido Provisorio dos E.U.A. No. 62/472 462, depositado a 16 de mar-
¢co, 2017 e a partir do Pedido Provisério dos E.U.A. No. 62/637,766,

depositado a 2 de margo, 2018, Os pedidos anteriores sdo incorpora-

dos aqui por referéncia na sua {otalidade.
LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002] O presente pedido contem uma Listagem de Sequéncias

que foi submetida eletronicamente em formato ASCH e que ¢ deste
modo incorporada por referéncia na sua tolalidade. A referida copia
ASCH, criada em 8 de marco, 2018, é chamada 1848081-0002-093-
WO1_SL.ixt e tem 351,668 bytes em tamanho.

ANTECEDENTES DA DESCRICAD

[0003] A dor cronica € uma condicdo que pode afetar qualquer

pessoa e impde uma carga em pacientes, sistemas de cuidados de
saude e economias. Aproximadamente 100 milhdes de pessocas nos
Estados Unidos sofrem de dor crdnica e o custo de cuidados de saude
incrementais anuais totais devido a dor, incluindo custos médicos e 0s
custos econdmices de tempo perdido e salarios, é estimado como
sendo entre 3560 e $635 hilides de ddlares (Institute of Medicine of
The National Academies, 2011). Todavia, em um gquestionéario de so-
fredores de dor crénica, mais de metade sentiu que tinha pouco a ne-
nhum controle sobre a sua dor (2006 Voices of Chronic Pain Survey,
American Pain Foundation). A dor pode ser causada por uma varieda-
de de condicdes e doencas, de cancer, a diabetes, a artrite, e pode ser
classificada em categorias: dor nociceptiva, neuropatica e do tipo mis-
to. A dor nociceptiva € definida por estimulacado de fibras nervosas

(p.ex., por estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos) enquanto a dor
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neuropatica € dor causada por diversas causas tais como danos ner-
vosos, doencas e, importantemente, inflamacgao. A inflamacéo, o pro-
cesso pelo qual 0s organismos recrutam celulas imunitarias e liberam
fatores imunitarios para o local de uma lesdo ou infecao, pode ser as-
sim tanto um processo util de reparacéo de danos como uma causa de
dor.

10004] Muitos tratamentos para a dor inibem a inflamacgao. Duas
classes comuns de terapéuticos para a dor anti-inflamatérios séo far-
macos anti-inflamatoérios estercides e farmacos anti-inflamatérios nao
esteroides (NSAIDs). Os farmacos anti-inflamatérios estercides supri-
mem tipicamente as prostaglandinas e leucotrienos, os produtos de
inflamacao. Tais farmacos sdo configveis e potentes, mas transportam
o risco de graves efeitos secundarios, incluindo, por exemplo, densi-
dade Ossea reduzida, flutuacbes de peso, supresséo do sistema imuni-
tario e irregularidades no crescimento/puberdade (Irving, P. M. ef al.
{2007y Aliment Pharmacol Ther. 26 (3). 313-329; Goodman ef al. J Am
Acad Orthop Surg. Ag 2007; 15 (8): 450-80). Os NSAIDs inibem a ci-
clo-oxigenase-1 efou 2 (COX-1 efou COX-2), que catalisam elas pro-
prias a reacéo de acido aragquiddnico em prostaglandinas. A dor créni-
ca & a inflamacao podem requerer tratamento prolongado, e a inibicdo
prolongada de enzimas COX pode levar a problemas do trato gastroin-
testinal, tais como sangramento e dlceras gastricos. Dados os riscos
associados a tais tratamentos para a dor anti-inflamacdo existe uma
necessidade de abordagens alternativas para tratamento da dor.
0005] Os Receptores Acoplados a Proteina-G (GPCRs) séo uma
familia de proteinas membranares gue partilham um motivo estrutural
comum de sete dominios transmembranares conectando um dominio
extracelular N-terminal & um dominio intracelular C-terminal (Granier ef
al., Nat Chem Biol. Ag 2012; 8 (8): 670-673). Os GPCRs sentem sinais

extracelulares tais como fotons, horménios, quimiocinas, efc. e ativam
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proteinas G intracelulares. Existem muitas familias de GPCRs, tais
como as familias Frizzled, Rodopsina, Secretina, Adesao e receplores
ativados por protease (PAR) (Zhang ef al. Nature. 20 dez 2012, 492
{7429). 387-392; Zhang ef al. Mol Celfs. Out 201538 (10): 836-42).
Embora as varias familias de GPCR partilhem caracteristicas estrutu-
rais globais exibem diferentes funcdes, se ligam a diferentes ligandos
e s&o ativadas por diferentes mecanismos. A ativacaoc da familia PAR
de GPCRs foi associada & inflamacio e nocicepgdo (Gieseler ef al.
Cell Commun Signal. 2013, 11: 86).

10006} Foram identificados quatro receptores PAR: PAR1, PARZ,
PAR3 e PAR4 (Macfarlane et al. Pharmacol Rev. Jun 2001; 583 (2):
245-82; Gieseler ef al. Cefl Commun Signal. 2013; 11: 868). Foi mostra-
do que a ativacdo de PARZ amplifica a inflamacao e nocicepcao, tor-
nando a sua inibicdo um alvo atrativo para terapias contra a dor anti-
inflamatérias. Os PARs, ao contrario de outros GPCRs, s30 ativados
por clivagem proteolitica de seus dominios exiracelulares, o que revela
uma sequéncia N-terminal que atua como um ligante ativante ligado.
PARZ, em particular, € clivado e ativado por tripsina e triptase.

100071 A expressdo de PAR2 foi detectada em tecidos vasculari-
zados, vias aéreas, osteoblastos, tecido cardiovascular, queratindcifos,
glandulas exocrinas, leucocitos, mastocitos, epitélio intestinal, rim,
neurbnios, pancreas e uma variedade de tipos de musculo liso (Ma-
cfarlane supra). PARZ foi também implicado em uma variedade de do-
encas ou condicfes associadas a inflamacao neurogénica, nocicepgaoc
e transmissaoc de dor. PARZ pode ser ativado por varias serina protea-
ses derivadas de hospedeiro e patdgenos (p.ex., tripsina, triptase de
mastécitos, calicreinas de tecidos ou membros da cascata de coaguia-
céo TF-FVilla e FVa-FXa).

10008} Foi mostrado que os anticorpos monoclonais s&o uteis em

uma variedade de aplicactes terapéuticas e muitos terapéuticos de
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anticorpos estao comrentemente no mercade (Maggon, Curr Med
Chem. 2007; 14 (18): 1978-87; Brekke e Sandlie, Nat Rev Drug Discov
2. 52-62, 2003). O tipo mais comum de anticorpo em circulacso na cor-
rente sanguinea € imunoglobulina G (IgG). A utilidade de um anticorpo
g para propositos terapéuticos depende de varios fatores, incluindo
a especificidade do anticorpo pelo seu alvo, a forga da sua ligagéo ao
alvo, bem como quao eficientemente ¢ anticorpo pode ser produzido e
quéo rapidamente o anticorpo € eliminado a partir do soro (@ meia-vida
no soro do anticorpo). As meias-vidas no soro de anticorpos séo fre-
guentemente reguladas por FcRn {receptor Fc neonatal), qgue se liga
ac dominio Fc de imunoglobulina G (IgG). In vivo se pensa que as
lg(Gs sdo absorvidas ndo especificamente por pinocitose de fase fluida
(Pyzik ef al., J Immunol. 15 maio 2015; 194 (10). 4595-603). Uma vez
no endossomo, a lgG se liga a FeRn, que separa a IgG em endosso-
mos de reciclagem e de volta para a superficie celular, para longe de
fisossomos e para longe da degradacio. Embora a taxa de reciclagem
de ig(G tenha sido estimada como sendo 44% da taxa catabdlica fraci-
onal, os terapéuticos de anticorpos podem ser ainda esgotados em
uma questdo de dias pds-administracdo (Kim, Jonghan, ef al. Clin.
fmmunof. 122.2 (2007). 146-155).

[0009] A dor associada a inflamacéo é frequentemente uma condi-
¢do crénica. E desejavel a minimizacéo da dosagem e da frequéncia
de administraco de uma molécula terapéutica. Assim existe uma ne-
cessidade de novos terapéuticos para a dor anti-inflamacao. Anticor-
pos monoclonais padrdo s&o candidatos atrativos, mas em alguns ca-
s0s podem ser limitados pelas suas meias-vidas no soro. Como tal po-
dem ser desejados tratamentos alternativos.

BREVE SUMARIO DA DESCRICAD

10010} A presente descricdo proporciona anticorpos que se ligam a

PARZ. Os anticorpos da descricao sdo uteis, infer alia, para inibicdo da
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sinalizacao mediada por PARZ e para tratamento de doencgas e disfun-
¢ches causadas pela ou relacionadas com a atividade efou sinalizacéo
de PARZ.

(0011} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona anticor-
nos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno gue se ligam a PARZ2
com uma maior afinidade a pH 7.4 do que a pH 6,0, Em algumas mo-
dalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno se liga a
PARZ com pelo menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 ve-
zes maior afinidade a pH 7,4 do que a pH 6,0. Em algumas modalida-
des, a descricio proporciona um anticorpo ou seu fragmento de liga-
¢cao ao antigeno compreendendo um dominio variavel de cadeia pesa-
da (VH) e um dominic variavel de cadeia leve (VL), em que a VH com-
preende: iy uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
D NO: 3, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicdes, delecbes ou inser-
¢hes de amincacidos estdo opcionalmente presenies na sequéncia de
SEQ 1D NO: 3; i) uma VH-CDR2 fendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, delecbes
ou insercbes de amincacidos estao opcionalmente presentes na se-
quéncia de SEQ ID NO: 4; e iii) uma VH-CDRS tendo a sequéncia de
amincacidos de SEQ ID NO: 5, mas em que 1, 2, 3, 4 ou & substitui-
¢ches, delecbes ou insergdes de amincacidos estdo opcionalmente
presentes na sequéncia de SEQ 1D NO: 5; e em que a VL compreen-
de: iy uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8; mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicBes, delecbHes ou inser-
ches de aminoacidos estdo opcionalmente presentes na sequéncia de
SEQ ID NO: 8; iy uma VL-CDR2 tendo a sequéncia de amincacidos de
SEQ ID NO: 9, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, delectes ou
insercdes de aminoacidos estao opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ ID NO: 9; e iii) uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ 1D NO: 10; mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituiches,
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delecbes ou insercbes de aminoacidos estdo opcionalmente presenties
na sequéncia de SEQ ID NO: 10; em que as substituicbes, delecdes
ou insercdes de aminoéacidos reduzem a afinidade de ligacéo do anti-
corpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigenc por PAR2 humano em
ndo mais do que 1000, 800, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50 ou 10
vezes em comparacdo com um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno tendo uma VH com uma sequéncia de aminocacidos de SEQ
ID NO: 2 e VL com uma seguéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7
quando testadoe a um pH de 7 4 em um ensaio de ligacdo a PARZ2. Em
algumas modalidades, as substituicbes, delecbes ou insercbes de
aminocacidos compreendem uma substituicdo homdloga. Em algumas
modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenoc tem
nadomaisdoque 1, 2,3, 4,5, 6 7, 8 9 ou 10 substituictes, insercdes
ou delecdes de aminoacidos nas CDRs de VH em comparacdo com as
sequéncias de aminoacidos de CDR na sequéncia de SEQ 1D NO: 2.
Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligac&o ao an-
tigenotemndomaisdoque 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8, 8 ou 10 substituicbes,
insercbes ou deleches de aminoacidos nas CDRs de VL em compara-
¢80 com as sequéncias de aminoacidos de CDR na sequéncia de SEQ
D NO: 7. Em algumas modalidades, as 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,8, 9 ou 10
substituictes, insercbes ou delecbes de amincéacidos séo 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 substituictes por uma histidina.

(0012} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um an-
ticorpo ou seu fragmento de ligacdo ac antigenc compreendendo um
dominio variavel de cadeia pesada (VH) & um dominio variavel de ca-
deia leve (VL), em que a VH compreende: i) uma VH-CDR1 tendo a
sequéncia de amincacidos de SEQ 1D NO: 3; i) uma VH-CDR2 tendo
a sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 4, mas em gue uma histi-
dina esta opcionalmente presente em qualquer uma ou mais das posi-

coes de aminoacidos correspondendo as posicbes 1-17 (p.ex., posi-
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¢bes 4, 5 e 7-17) de SEQ ID NO: 4; e iii)y uma VH-CDR3 tendo a se-
quéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, mas em que uma histidina
esté opcionalmente presente em qualguer uma ou mais das posicdes
de aminoacidos correspondendo as posicoes 1-8 de SEQ 1D NO: 5 e
em que a V0L compreende: ) uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ 1D NQO: 8; i) uma VL-CDRZ2 tendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ 1D NO: 9; e iii) uma VL-CDRS tendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ 1D NO: 10; mas em gue uma histidina esta
opcionalmente presente em qualquer uma ou mais das posicbes de
aminoacidos correspondendo as posictes 1-14 de SEQ D NO: 10. Em
algumas modalidades, a VH compreende: i} uma VH-CDR1 tendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 3, i) uma VH-CDRZ2 tendo
a sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 4, i) uma VH-CDRS ten-
do a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 5 e a VL compreende:
iy uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de amincacidos de SEQ D NO: 8,
i} uma VL-CDRZ tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 9,
iy uma VL-CDRS tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO:
10. Em algumas modalidades, a descricgo proporciona um anticorpo
ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno compreendendo um dominio
variavel de cadeia pesada (VH) e um dominio varidvel de cadeia leve
(VL), em que a VH compreende: i} uma VH-CDR1 fendo a sequéncia
de aminoéacidos de SEQ 1D NO: 13, i)y uma VH-CDR2 tendo a sequén-
cia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14, i) uma VH-CDR3 tendo a se-
quéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 15, e em gue a VL compre-
ende: iy uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 18, il) uma VL-CDRZ tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
1D NO: 19, iii) uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 20. Em algumas modalidades, uma histidina esta presen-
te nas posiches de aminoacidos correspondendo as posicdes 5, 8, 12,

16 e 17 de SEQ ID NO: 4; e em que uma histidina esta presente nas
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posiches de aminoacidos correspondendo as posicdes 2 e 3 de SEQ
ID NO: 5. Em algumas modalidades, uma histidina esta presente na
nOSICa0 de aminoacido correspondendo a posicdo 5 de SEQ ID NO: 4.
Em algumas modalidades, uma histidina esta presente na posicdo de
aminoacido correspondendo a posicdo 7 de SEQ 1D NO: 4. Em algu-
mas modalidades, uma histidina esta presente na posicdo de aminoa-
cido correspondendo a posicao 8 de SEQ ID NO: 4. Em algumas mo-
dalidades, uma histidina esta presente na posicdo de aminoacido cor-
respondendo a posicdo 12 de SEQ ID NO: 4. Em algumas modalida-
des, uma histidina esta presente na posicao de aminoacido correspon-
dendo & posicdo 15 de SEQ ID NO: 4. Em slgumas modalidades, uma
histidina esta presenie na posicdo de aminoacido correspondendo a
posicac 16 de SEQ 1D NO: 4. Em algumas modalidades, uma histidina
esta presente na posicdo de aminoacido correspondendo a posicéo 17
de SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma histidina esta pre-
sente nas posicdes de aminoacidos correspondendo as posicbes 5 e 8
de SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma histidina esta pre-
sente nas posicdes de aminoacidos correspondendo as posicbes 5, 8,
12 e 16 de SEQ 1D NO: 4. Em algumas modalidades, uma histidina
esta presenie nas posicbes de aminoacidos correspondendo as posi-
¢hes 5, 8, 12, 16 e 17 de SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades,
uma histidina esta presente na posicdo de aminoacido corresponden-
do a posicao 2 de SEQ 1D NO: 5. Em algumas modalidades, uma his-
tidina esta presente na posicac de aminoacido correspondendo a posi-
¢&o 3 de SEQ ID NO: 5. Em algumas modalidades, uma histidina esta
presente nas posicbes de aminoacidos correspondendo as posigdes 2
e 3 de SEQ ID NO: 5. Em algumas modalidades, uma histidina esta
presente na posicdo de aminoacido correspondendo a posicdo 1 de
SEQ 1D NO: 10. Em algumas modalidades, uma histidina esta presen-

te na posicdo de aminoacido correspondendo a posicae 5 de SEQ ID

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 345/535



97152

NO: 10. Em algumas modalidades, uma histidina esta presente na po-
sicao de aminoacido correspondendo a posicdo 6 de SEQ ID NO: 10.
Em algumas modalidades, uma histidina esta presente na posicdo de
aminoacido correspondendo a posicao 14 de SEQ 1D NO: 10. Em al-
gumas modalidades, a VH-CDRZ2 compreende uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada do grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 4, 14,
24, 34, 44, 54, 64, 74, 84, 84, 104, 114, 124, 134, 144, 154, 164, 174,
184, 194, 204, 214, 224, 234, 244, 254, 264, 274, 284, 294, 304, 314,
324, 334, 344, 354, 364, 374, 384, 384, 404, 414, 424, 434, 444, 454,
464, 474, 484, 494, 504, 514, 524, 534, 544, 554, 564, 574, 584, 594,
604, 614, 624, 634, 644, 654, 664, 674, 684, 694, 704, 714, 724, 734,
744, 754 7864, 774, 784 794 e 811-818. Em algumas modalidades, a
VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminocacidos selecionada
do grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75,
85, 95, 105, 115, 125, 135, 145, 155, 165, 175, 185, 195, 205, 215,
225, 235, 245, 255, 265, 275, 285, 295, 305, 315, 325, 335, 345, 355,
365, 375, 385, 395, 405, 415, 425, 435, 445, 455, 465, 475, 485, 495,
505, 515, 525, 535, 545, 555, 565, 575, 585, 585, 605, 615, 625, 635,
845, 655, 665, 675, 685, 695, 705, 715, 725, 735, 745, 755, 765, 775,
785, 795, e 819-820. Em algumas modalidades, a VL-CDR3 compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo consistin-
do em: SEQ 1D NOs: 10, 20, 30, 40, 50, 80, 70, 80, 90, 100, 110, 120,
130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260,
270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 380, 400,
410, 420, 430, 440, 450, 4680, 470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540,
550, 560, 570, 580, 590, 6800, 610, 620, 830, 640, 650, 660, 670, 680,
690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770, 780, 780 e 800. Em al-
gumas modalidades, a VH-CDR2 compreende uma sequéncia de ami-
noacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 14; em que a VH-CDR3

compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
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D NO: 15, e em que a VL-CDR3 compreende uma sequéncia de ami-
noacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 20, Em algumas modalida-
des, a VH-CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos corres-
pondendo a SEQ ID NO: 811; a VH-CDR3 compreende uma sequén-
cia de aminocacidos correspondendo a SEQ ID NO: 819 e a VL-CDR3
compreende uma sequéncia de aminoéacidos correspondendo a SEQ
D NO: 10 ou 20. Em algumas modalidades, a VH-CDR2 compreende
uma sequéncia de aminocacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 814; a
VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos corresponden-
do a SEQ 1D NO: 820 e a VL-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 10 ou 20. Em algumas
modalidades, a VH-CDR2 compreende uma sequéncia de aminoaci-
dos correspondendo a SEQ 1D NO: 816; a VH-CDRS3 compreende uma
sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ ID NO: 15 e a VL-
CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ D NO: 10 ou 20. Em algumas modalidades, a VH-CDR2 com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D
NO:. 818; a VH-CDRS3 compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ ID NO: 15 e a VL-CDRS compreende uma se-
quéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 10 ou 20. Em
algumas modalidades, a VH compreende regides de arcabouco que
s&o pelo menos 90% idénticas a cada uma de SEQ 1D NOs: 803-806.
Em algumas modalidades, a VH compreende regides de arcabougo
gue s&o peloc menos 95% idénticas a cada uma de SEQ 1D NOs: 803-
806. Em algumas modalidades, a VH compreende regibes de arca-
bouce correspondendo a SEQ 1D NOs: 803-806. Em algumas modali-
dades, a VL compreende regifes de arcabouco gue s&o pelo menos
90% idénticas a cada uma de SEQ 1D NQOs: 807-810. Em algumas
modalidades, a VL compreende regifes de arcabouco que s&o pelo
menos 95% idénticas a cada uma de SEQ 1D NOs: 807-810. Em al-
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gumas modalidades, a VL compreende regites de arcabouco corres-
pondendo a SEQ 1D NOs: 807-810. Em algumas modalidades, a VH
compreende uma sequéncia de aminoacidos gue é pelo menos 80%,
85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a uma
sequéncia selecionada do grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 2, 12,
22,32, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172,
182, 192, 202, 212, 222, 232, 242, 252, 262, 272, 282, 282, 302, 312,
322, 332, 342, 352, 362, 372, 382, 392, 402, 412, 422, 432, 442, 452,
462, 472, 482, 492, 502, 512, 522, 532, 542, 552, 562, 572, 582, 592,
602, 612, 622, 632, 642, 652, 662, 672, 6882, 692, 702, 712, 722, 732,
742, 752, 762, 772, 782, e 792. Em algumas modalidades, a VL com-
preende uma sequéncia de aminocacidos que é pelo menos 80%, 85%,
90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a uma se-
quéncia selecionada do grupo consistindo em: SEQ ID NOs: 7, 17, 27,
37,47, 57,867, 77,87, 97,107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187,
197, 207, 217, 227, 237, 247, 257, 267, 277, 287, 297, 307, 317, 327,
337, 347, 357, 367, 377, 387, 397, 407, 417, 427, 437, 447, 457, 467
477, 487, 497, 507, 517, 527, 537, 547, 557, 567, 577, 587, 597, 607,
817, 627, 637, 647, 657, 667, 677, 687, 697, 707, 717, 727, 737, 747,
757,767, 777, 787, e 797. Em algumas modalidades, a VH compreen-
de uma sequéncia de aminocacidos que é pelo menos 80%, 85%, 80%,
92%, 93%, 95%, 97%, 99% ou 100% idéntica a SEQ ID NO: 12 em
que a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos que & pelo me-
nos 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 99% ocu 100% idéntica a
SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, a VH compreende uma
sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ ID NO: 12 e em
gue a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos corresponden-
do a SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, a VH compreende
uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 821 e

a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
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SEQ ID NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende
uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 824 &
a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende
uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 827 &
a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende
uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 831 &
a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou frag-
mento de ligacio ao antigeno € um fragmento de ligacéo ao antigeno.
Em algumas modalidades, o fragmento de ligacdo ao antigeno € um
scFv. Em algumas modalidades, ¢ fragmento de ligacéo ac antigeno é
um Fab’. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de liga-
¢ao ac antigeno é um anticorpo. Em algumas modalidades, o anticor-
po € um anticorpo monoclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo
e um anticorpo 1gG. Em algumas modalidades, o anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno € humanizado. Em algumas modalida-
des, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno é humano. Em
algumas modalidades, a VH & codificada por um acido nucleico com-
preendendo uma sequéncia de nuclectideos que tem pelo menos 90%
de identidade com qualguer uma de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41,
51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 181, 161, 171, 181, 191,
201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 281, 301, 311, 321, 331,
341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471,
481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 581, 601, 611,
621, 631, 641, 651, 661, 671, 681, 891, 701, 711, 721, 731, 741, 751,
761, 771, 781, 791, e 833-841. Em algumas modalidades, a VH & codi-
ficada por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nu-

clectideos que tem pelo menos 95% de identidade com qualguer uma
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de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121,
131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261,
271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401,
411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 481, 501, 511, 521, 531, 541,
551, 561, 571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 851, 661, 6871, 681,
891, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841. Em
algumas modalidades, a VH & codificada por um acido nucleico com-
preendendo a sequéncia de nuclectideos de qualquer uma de SEQ 1D
NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141,
151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281,
291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421,
431, 441, 451, 481, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561,
571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 851, 661, 671, 681, 691, 701,
711, 721, 731, 741, 7581, 761, 771, 781, 791, e 833-841. Em algumas
modaiidades, a VL é codificada por um acido nucleico compreendendo
uma sequéncia de nuclectidecs que tem pelo menos 90% de identida-
de com qualquer uma de SEQ ID NOs: 6, 18, 26, 36, 46, 56, 68, 76,
86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 2186,
226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356,
366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496,
506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 6386,
846, 656, 666, 676, 686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776,
786, e 796. Em algumas modalidades, a VL € codificada por um acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nuclectideos gue tem pe-
o menos 95% de identidade com gqualquer uma de SEQ 1D NOs: 6, 16,
26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176,
186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 3186,
326, 338, 346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456,
466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596,
606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 6876, 686, 6896, 706, 716, 726, 7386,
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746, 756, 766, 776, 786, e 796. Em algumas modalidades, a VL &€ codi-
ficada por um acido nucleico compreendendo a sequéncia de nucleoti-
deos de gqualquer uma de SEQ 1D NOs: 6, 16, 26, 36, 48, 56, 66, 76,
86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 2186,
226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356,
366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496,
506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636,
646, 656, 666, 676, 686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776,
786, e 796. Em algumas modalidades, a VH é codificada por um acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nuciectideos que tem pe-
Io menos 80% de identidade com SEQ ID NO: 11. Em algumas moda-
lidades, a VH é codificada por um acido nucleico compreendendo uma
sequéncia de nucleoctidecs que tem pelo menos 95% de identidade
com SEQ 1D NO: 11. Em algumas modalidades, a VH ¢ codificada por
um acido nucleico compreendendo a sequéncia de nucleotidecs de
SEQ ID NO: 11, Em algumas modalidades, a VL é codificada por um
acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que
tem pelo menos 90% de identidade com SEQ 1D NO: 16. Em algumas
modalidades, a VL é codificada por um acido nucleico compreendendo
uma sequéncia de nucleotideos que tem pelo menos 95% de identida-
de com SEQ 1D NO: 16. Em algumas modalidades, a VL é codificada
por um acido nucleico compreendendo a sequéncia de nucleotideos
de SEQ ID NO: 16. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmen-
to de ligacdo ao antigeno se liga a PARZ. Em algumas modalidades, o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno previne a interacdo de
fripsina, triptase efou malriptase com PARZ. Em algumas modalida-
des, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ac antigeno previne a cliva-
gem de tripsina, triptase &/ou matriptase de PARZ2. Em algumas moda-
lidades, o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno previne a cli-

vagem do dominioc extracelular de PAR2. Em algumas modalidades, o
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anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno inibe a exposicdo do
ligante ligado. Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de
ligac&o ao antigeno previneg a interacdo do ligante ligado com a se-
gunda alca transmembranar de PARZ. Em algumas modalidades, ©
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno se liga a PAR2Z com
uma maior afinidade a um pH de 7.4 do que a um pH de 6,0. Em al-
gumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno
tem uma 1Cse de menos do que 100 nM guando compete com um anti-
corpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D
NOs: 3-5e 8-10 a um pH de 7,4 em um ensaio de ligacdo a PARZ2. Em
algumas modalidades, ¢ anlicorpo ou fragmento de ligacdo ao antige-
no tem uma ICs de menos do que 50 nM quando compete com um
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno tendo as CDRs de
SEQ ID NOs: 3-5 e 8-10 a um pH de 7.4 em um ensaio de ligacéo a
PARZ. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacao
ao antigeno tem uma {Cso de menos do que 40 nM quando compete
com um anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno tendo as CDRs
de SEQ ID NOs: 3-5 e 8-10 aum pH de 7,4 em um ensaio de ligacéo a
PARZ. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigeno tem uma ICsg de menos do que 500 nM quando compete
com um anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno tendo as CDRs
de SEQ ID NOs: 3-5 e 8-10 a um pH de 6,0 em um ensaio de ligacéo a
PARZ. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacéo
ac antigeno tem uma {Cso de menos do que 1000 nM quando compete
com um anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno tendo as CDRs
de SEQ 1D NOs: 3-5 e 8-10 a um pH de 6,0 em um ensaio de ligacdo a
PARZ. Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacao
ao antigeno tem uma 1Cso de menos do que 1100 nM guando compete
com um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno tendo as CDRs

de SEQ 1D NOs: 3-5 e §-10 a um pH de 6,0 em um ensaio de ligacéo a
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PARZ. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigeno tem uma ICse mais do que 20 vezes mais baixa a um pH
de 7.4 do que a um pH de 6,0 quando compete com um anticorpo ou
fragmento de ligacao ao antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D NOs: 3-5
e 8-10 em um ensaio de ligacdo a PARZ. Em algumas modalidades, o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cso mais do
gue 25 vezes mais baixa a um pH de 7.4 do que a um pH de 80
guando compete com um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
geno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5 e 8-10 em um ensaio de li-
gacao a PAR2. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno tem uma [Cso mais do que 30 vezes mais baixa a
um pH de 7.4 do que a um pH de 6,0 quando competie com um anti-
corpo ou fragmento de ligacdo ac antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D
NOs: 3-5 e 8-10 em um ensaio de ligacdo a PAR2. Em algumas moda-
lidades, o anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno tem uma ICxo
de menos do que 3,0 x 10'°M em um ensaio de influxo de célcio em
células A549 humanas. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Csp de menoes do que 1,5 x
101 M em um ensaio de influxo de calcio em células A549 humanas.
Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ao an-
tigeno tem uma ICso de menos do que 7,0 x 10" M em um ensaio de
influxo de caicio em celulas KNRK de rato. Em algumas modalidades,
0 anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cso de me-
nos do que 5,5 x 107" M em um ensaio de influxo de caicio em células
KNRK de rato. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de
figacdo ao antigeno tem uma ICss de menos do que 7,0 x 10" M em
um ensaio de influxo de calcio em células CYNOM-K1 de macaco ci-
nomolgo. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de liga-
céo ao antigeno tem uma 1Cse de menos do que 5,0 x 107" M em um

ensaio de influxo de calcio em células CYNOM-K1 de macaco cinomo-

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 353/535



171152

igo. Em algumas meodalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno tem uma ICso de menos do que 6,0 x 107" M em um ensaio
de influxo de calcio em celulas LL/2 de murino. Em algumas modalida-
des, o anticorpo ou fragmento de ligacido ac antigeno tem uma ICs de
menos do gue 4,0 x 101 M em um ensaio de influxo de calcio em célu-
las LL/2 de murino. Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmen-
to de ligacdo ao antigeno € eliminado mais lentamente a partir de soro
de um paciente tratado do gue um anticorpo ou fragmento de ligacao
ao antigeno nao tendo modificagbes de histidina. Em algumas modali-
dades, a histidina ou histidinas opcionalmente presentes reduzem a
afinidade de ligacao do anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao anti-
geno por PARZ humano em nao mais do que 1000, 800, 700, 500,
400, 300, 200, 100, 50 ou 10 vezes em comparacdc com um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno tendo uma VH com uma sequén-
cia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 e VL com uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ 1D NO: 7 quando testado a um pH de 7 4 em um
ensaio de ligacao a PARZ.

10013} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um ack
do nucleico capaz de expressar qualquer um dos anticorpos ou frag-
mentos de ligacdo ao antigeno divulgados aqui. Em algumas modali-
dades, ¢ acido nucleico compreende uma sequéncia de nuclectideos
que € pelo menos 80% idéntica a gualquer uma de SEQ 1D NOs: 1, 11,
21, 31, 41, 51, 81, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171,
181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311,
321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451,
481, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 591,
601, 611, 621, 631, 641, 651, 661, 871, 681, 8891, 701, 711, 721, 731,
741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841. Em algumas modalidades, o
acido nucleico compreende uma sequéncia de nucleotideos que é pelo
menos 95% idéntica a qualquer uma de SEQ ID NOs: 1, 11, 21, 31,
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41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181,
191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321,
331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461,
471, 481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 591, 601,
611, 621, 631, 641, 651, 661, 671, 681, 691, 701, 711, 721, 731, 741,
751,761, 771, 781, 791, e §33-841. Em algumas modalidades, o acido
nucleico compreende a sequéncia de nuclectideos de qualquer uma
de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121,
131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261,
271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401,
411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531, 541,
551, 561, 571, 581, 591, 601, 611, 821, 631, 841, 651, 661, 671, 681,
691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841. Em
algumas modalidades, 0 acido nucleico compreende uma sequéncia
de nuclectideos que € pelo menos 90% idéntica a qualguer uma de
SEQ ID NOs: 6, 16, 26, 38, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 136,
146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276,
286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 418,
426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556,
566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676, 686, 696,
706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776, 786, e 796. Em algumas mo-
dalidades, o acido nucleico compreende uma sequéncia de nucleoti-
deos é pelo menos 95% idéntica a qualquer uma de SEQ 1D NOs: 8,
16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 118, 126, 136, 148, 156, 166,
176, 186, 196, 2068, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306,
316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446,
456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586,
596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676, 686, 696, 706, 716, 726,
736, 746, 756, 766, 776, 786, e 796. Em algumas modalidades, o aci-

do nucleico compreende a sequéncia de nuclectideos de qualquer
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uma de SEQ ID NQs: 6, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116,
126, 136, 148, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256,
266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396,
406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536,
548, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676,
B8G, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776, 786, e 796. Em al-
gumas modalidades, a descricao proporciona um acido nucleico com-
preendendo uma sequéncia de nucleotideos que € pelo menos 80%
idéntica a SEQ 1D NO: 11. Em algumas modalidades, o acido nucleico
compreende uma segquéncia de nuclectideos que é pelo menos 95%
idéntica a SEQ 1D NO: 11. Em algumas modalidades, o acido nucleico
compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ 1D NO: 11. Em al-
gumas modalidades, a descricao proporciona um acido nucleico com-
preendendo uma sequéncia de nuclectideos que € pelo menos 90%
idéntica a SEQ 1D NO: 18. Em algumas modalidades, o acido nucleico
compreende uma segquéncia de nuclectideos que é pelo menos 95%
idéntica a SEQ 1D NO: 16. Em algumas modalidades, o acido nucleico
compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ 1D NO: 16.

10014] Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um ve-
tor compreendendo qualquer um dos acidos nucleicos divulgados aqui.
Em algumas meodalidades, a descricao proporciona um conjunio de
vetores compreendendo qualguer um ou mais dos acidos nucleicos
divulgados aqui.

10015} Em algumas modalidades, a descricgo proporciona uma
celula hospedeira compreendendo qualguer um ou mais dos veltores
divulgados aqui.

10016} Em algumas modalidades, a descricgo proporciona uma
composicio compreendendo um fransporiador farmaceuticamente
aceitavel e qualquer um dos anticorpos ou fragmentos de ligacao ao

antigeno divulgados aqui.
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10017} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona uma
composicao liofilizada compreendendo qualquer um dos anticorpos ou
seus fragmentos de ligac8o ao antigeno divulgados agui.

10018} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona uma
composicao liofilizada reconstituida compreendendo qualquer um dos
anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno divuigados agui.
Em algumas modalidades, a composicao & formulada para administra-
cao por pastitha, pulverizacéo, administracéo oral, liberacdo retardada
ou liberacdo sustentada, administracdo transmucosal, xarope, mucoa-
desiva, formulacao bucal, comprimido mucoadesive, administracdo
topica, administracao parenteral, injecao, administracdo transdermica,
solucdo oral, administracao retal, administracdo bucal ou administra-
cao fransdérmica.

(0019} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um es-
tojo compreendendo qualquer um dos anticorpos ou fragmentos de
ligacao ao antigeno divuigados aqui ou gqualguer uma das composi-
¢ches divulgadas aqui

100201 Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um me-
todo para tratamenio da dor em um sujeito com sua necessidade,
compreendendo administracdo ao sujeito de uma quantidade terapsu-
ticamente eficaz de qualquer um dos anticorpos ou fragmentos de li-
gacac ao antigeno divuigados agqui. Em algumas modalidades, a des-
cricdo proporciona um metodo para tratamento da dor em um sujeito
com sua necessidade, compreendendo administracdo ao sujeito de
uma guantidade terapeuticamente eficaz de qualgquer uma das compo-
sicdes divulgadas aqui. Em algumas modalidades, a dor & selecionada
do grupo consistindo em: dor nociceptiva, neuropatica e do tipo misto.
Em algumas modalidades, a dor esta associada a uma dor de cabeca,
dor de cabeca crdnica, uma enxaqueca, um céncer, uma infecao viral,

artrite reumatoide, osteoartrite, doenca de Crohn, doenca hepatica,
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esclerose mullipla, lesdo da medula espinhal, neuralgia pds-herpética,
neuropatia diahética, dor da parte inferior das costas, doenca cardiaca
inflamatdria, doenca renal, gastrite, gengivite, doenca periodontal, as-
ma, doenca pulmonar obstrutiva crbnica, doenca autoimune, sindrome
do intestino irritavel, fibromialgia, dores nas pernas, sindrome das per-
nas inquietas, neuropatia diabética, uma condicdo alergica, um proce-
dimento cirurgico, lesdo fisica aguda ou crinica, fratura 6ssea ou uma
lesdo por esmagamento, lesdo da medula espinal, uma doenca infla-
matoria, uma condiclo de dor neuropatica ou disfuncional ndo inflama-
téria ou uma sua combinacao. Em algumas modalidades, a dor é dor
de osteoartrite. Em algumas modalidades, o sujeito € um ser humano.
10021} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um me-
todo de producéo de qualguer um dos anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigeno divulgados aqui, compreendendo 0s passos de:
expressao de qualquer um dos acidos nucleicos divulgados aqui em
uma célula cultivada, purificacdo do anticorpo ou seu fragmento de |-
gacao ao antigeno.

BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

10022] Esta patente ou pedido de patente depositado contéem pelo

menos um desenho executado em cor. As copias desta publicaco de
patente ou pedido de patente com desenho(s) a cor serdo proporcio-
nadas pelo Escritdrio apos pedido e pagamento da taxa necessaria.

(0023} As Figuras 1A e 1B sé&o tabelas ilustrando as diferencas de
sequéncias em CDR2 (SEQ ID NOS 4, 14, 24, 34, 44, 54 64, 74, 84,
94, 104, 114, 124, 134, 144, 154, 164, 174, 184, 194, 204, 214, 224,
234, 244 254 264, 274, 284, 294, 304, 314, 324, 334, 344, 354, 364,
374, 384, 394, 404, 414, 424, 434, 444, 454 464, 474, 484, 484, 504,
514, 524, 534, 544, 554, 564, 574, 584, 594, 604, 614, 624, 634, 644,
654, 664, 674, 684, 694, 704, 714, 724, 734, 744, 754, 764, 774, 784,

e 794, respectivamente, por ordem de aparecimento) e CDR3 de VH
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(SEQ 1D NOS 5, 15, 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115, 125, 135,
145, 155, 165, 175, 185, 195, 208, 215, 225, 235, 245, 255, 265, 275,
285, 295, 305, 315, 325, 335, 345, 355, 365, 375, 385, 395, 405, 415,
425, 435, 445, 455, 485, 475, 485, 495, 505, 515, 525, 535, 545, 555,
565, 575, 585, 595, 605, 615, 625, 635, 645, 655, 665, 675, 685, 695,
705, 715, 725, 735, 745, 755, 765, 775, 785, e 795, respectivamente,
por ordem de aparecimento) de varios clones em comparacao com as
mesmas CDRs de Par0087. CDR1 e as regibes de arcaboucgo 380 as
mesmas para ParQ067 e para todos os clones indicados {(i.e., ParQ067
e cada um dos clones compreenderam as sequéncias de SEQ D NOs:
3 e 803-8086).

10024} As Figuras 2A e 2B s30 tabelas ilustrando as diferencas de
sequéncias em CDR3 de VL ((SEQ ID NOS 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 80, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 180, 200, 210,
220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 280, 300, 310, 320, 330, 340, 350,
360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490,
500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 580, 800, 610, 620, 630,
640, 650, 660, 670, 680, 6890, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770,
780, 790, & 800, respectivamente, por ordem de aparecimento) de VH
de véarios clones em comparacdo com a mesma CDR de Par0067.
CDR1, CDR2 e as regifes de arcabougo séo as mesmas para
ParQ067 e para todos os clones indicados (i.e., 0s clones compreende-
ram as sequéncias de SEQ ID NOs: 8, 9 e 807-810).

10025] A Figura 3 proporciona dados de {Cse a partir de um ensaio
de poténcia celular usando varios anticorpos a base de IgG. Os tipos
de célula usados em cada um dos ensaios celulares sdo indicados. Ni
= n&o inibidor.

[0026] A Figura 4A proporciona curvas de 1Cso para PaB670129
contra tripsina em células A548, em relacéo a respostas agonisias ao

anticorpo as concentracbes equivalentes. A Figura 4B proporciona
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curvas de 1Csy para PaB670129 contra diferentes atlivadores de pro-
tease PARZ.

100271 As Figuras 5A-5F ilustram os resultados de experiéncias
nas quais neurdnios sensoriais dos ganglios radiculares dorsais (DRG)
ou celulas ndo neuronais de rato foram tratados com malriptase na
presenca ou auséncia de PaB670129 (lambem referido aqui como
PaB670129). Os neurdnios sensoriais DRG de rato pré-tratados com
controle de isotipo (20 nM) exibe transientes de calcio induzidos por
matriptase (5A). Os neurdnios sensocriais pré-tratados com PaB670129
[gG1TM (20 nM) néo respondem a matriptase (5B); % de neurbnios
respondendo a matriptase quantificada em (5C). As células nao neu-
ronais dos DRG pré-tratados com controle de isotipo (20 nM) também
exibem transientes de calcio induzidos por matriptase (8D), mas as
células ndo neuronais pré-tratados com PaB670129 igG1TM (20 nM)
nao (5E); % de células ndo neuronais respondendo a matriptase quan-
tificada em (5F). As Figuras 5A-5E divulgam "LIGRLO" como SEQ ID
NO: 832

10028} A Figura © ilustra os efeitos de PaB670129 (versus anticor-
pos anti-PAR1T ou Vorapaxar) na ativacado de PAR1T induzida por trom-
bina em células A549 humanas.

10029] A Figura 7A ilustra um grafico llustrando o efeito de diferen-
tes tratamentos (incluindo um anticorpo contra PARZ, Par0067) na
percentagem de hipersensibilidade ipsilateral/contralateral induzida por
moneiodoacetato (MIA) em rato. A Figura 7B ilustra um grafico ilus-
trando o efeito de diferentes doses de PaB670129 ou um anticorpo de
controle de isclipo na perceniagem de hipersensibilidade ipsilate-
ral/contralateral induzida por MIA em rato. "Lv." significa infravenoso e
"p.0." significa per 03 {oral).

10030} A Figura 8 ilustra um grafico llustrando o efeito de diferen-

tes doses de PaB670129 ou um anticorpo de controle de isotipo na
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percentagem de hipersensibilidade ipsilateral/contralateral induzida por
ligacdo parcial de nervo periférico em camundongo. "s.c.” significa
subcuténeo. N= 9-10 por grupo. Os dados foram analisados usando
ANOVA de 2 vias com tempo e tratamento como fatores dependentes.
A significancia estatistica subsequente foi obtida usando teste Post-
Hoc de Tukey. Comparacdes individuais mostradas * P<0,05, ™
P<0,01; 7 P<0,001 vs. Op + controle de isotipo 10 mg/kg.
DESCRICAQ DETALHADA

10031} Antes de a presente descricao ser descrita € para ser en-

tendido que esta descricdo nao esta limitada a meétodos e condicdes
experimentais particulares descritos, pois tais métodos e condicbes
podem variar. E também para ser entendido que a terminologia usada
agui € somente para o proposito de se descreverem modalidades par-
ticulares e ndo se destina a ser limitante.

10032} A nado ser que definidos de oulrc modo, todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui t8m o mesmo significadoc como co-
mumente entendido por um perito na técnica a qual esta descricédo
pertence.

10033] Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equiva-
lentes aqueles descritos agui possam ser usados na pratica ou teste
da presente descricdo, os meétodos & materiais preferenciais séo agora
descritos.

A. Definicbes

10034] Como usadas em este relatdrio descritive e nas reivindica-
ches anexas, as formas singulares "um”, "uma” e "o/a" incluem refe-
rentes plurais a n&o ser que o contexto dite claramente de outro modo.
10035] Os aminoacidos podem ser referidos aqui pelos seus sim-
bolos de trés letras comumente conhecidos ou pelos simbolos de uma
letra recomendados pela IUPAC-IUB Biochemical Nomenclature

Commission.. Os nucleotideos, do mesmo modo, podem ser referidos
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pelos seus codigos de uma letra comumente aceites.

10036] E conveniente destacar agui que "efou” onde usado aqui é
para ser tomado como descricdo especifica de cada uma das duas
caracteristicas ou componentes especificados com ou sem ¢ outro.
Por exemplo, "A efou B" é para ser tomado como descricdo especifica
de cada umde (i) A, (i) B e (i) A e B, apenas como se cada um fosse
apresentado individualmente aqui.

10037] Os termos "polipeptideo”, "peptides” & "proteina” séo usa-
dos indistintamente aqui para se referirem a um polimero de residuos
de aminocacidos. OUs termos se aplicam a polimercs de aminoacidos
nos quais um ou mais residucs de aminoacidos s&o um mimetico qui-
mico artificial de um aminoacido ccorrendo naturalmente correspon-
dente, bem como a polimeros de aminoacidos ocorrendo naturaimente
e polimeros de aminoacidos n&o ocorrendo naturalmente.

10038} As expressies "receptor ativade por protease 2", "PAR2" e
similares, como usadas aqui, se referem a uma proteina PARZ huma-
na tendo uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 80%, 81%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idéntica a se-
quéncia de aminoacidos de qualguer uma de SEQ 1D NO: 801 ou seus
fragmentos biclogicamente ativos.

10039] O termo Mligante ligado” se refere a uma regido da porcao
N-terminal de PARZ2 gue se liga a0 e ativa o proprio receptor PARZ2.
Em algumas modalidades, a porcdo de ligante ligado de PARZ néo é
exposta até uma protease (p.ex., frombina ou tripsina) clivar proteoiiti-
camente uma porcao da enzima PARZ2. Em algumas modalidades, ©
ligante ligado corresponde a um polipeptidec que é pelo menos 80%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 87%, 98%, 99%, ou 100% idéntico a
sequéncia de aminoacido de gualquer uma de SEQ (D NO: 802

[0040] Como usado aqui, "um anticorpo que se liga a PARZ", "an-

ticorpo anti-PARZ" e similares inclui anticorpos, e seus fragmentos de
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ligacdo ao antigeno, que se ligam a PAR2 ligado a membrana ou seus
fragmentos. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-PAR2 ou seu
fragmento de ligacdo ao antigeno se liga a porcao de ligante ligado de
PARZ.

B. Anticorpos e Seus Fragmentos de Ligacdo ao Antigeno

0041} Como usados aqui, "anticorpos ou fragmentos de ligacao
ao antigeno da descricao” se referem a qualguer um ou mais dos anti-
corpos e fragmentos de ligaco ao antigeno proporcionados aqui. Os
anticorpos e fragmentos de ligacao ao antigeno da descricdo compre-
endem uma cadeia pesada (VH) compreendendo um dominio variavel
de cadeia pesada e uma cadeia leve (VL) compreendendo um dominio
variavel de cadeia leve. Um dominio VH compreende trés CDRs, tais
como qualquer uma das CDRs proporcionadas aqui & como definidas
ou identificadas pelos sistemas de Chothia, Kabat ou IMGT. Estas
CDRs estao tipicamente intercaladas com regides de arcabougo (FR)
e, em conjunio, compreendem ¢ dominio VH. Similarmente, uma VL
compreende trés CDRs, tais como qualquer uma das CDRs proporcio-
nadas aqui e como definidas pelos sistemas de Chothia, Kabat ou
IMGT. Estas CDRs estao tipicamente intercaladas com regibes de ar-
cabouco (FR) &, em conjunto, compreendem o dominio VL. As regibes
FR, tais como FR1, FR2, FR3 efou FR4, podem ser similarmente defi-
nidas ou identificadas pelos sistemas de Chothia, Kabat ou IMGT. Ao
longo do pedido, quando as CDRs s8¢ indicadas como sendo, como
identificadas ou como definidas pelos sistemas de Chothia, Kabat ou
IMGT, o que se entende & que as CDRs s&o de acordo com esse sis-
tema (p.ex., as CDRs de Chothia, CDRs de Kabat ou as CDRs de
IMGT). Qualquer um destes termos pode ser usado para indicar se as
CDRs de Chothia, Kabat ou IMGT estdo a ser referidas.

[0042] O terme "anticorpo”, como usado aqui, inclui também frag-

mentos de ligacdo ac antigeno de moléculas de anticorpos totais. Os
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termos "porcdo de ligacdo ao antigeno” de um anticorpo, "fragmento
de ligacdo ao antigeno” de um anticorpo e similares, como usados
aqui, incluem qualgquer polipeptideo ou glicoproteina ocorrendo natu-
raimente, enzimaticamente obtenivel, siniético ou geneticamente ma-
nipulado gue se liga especificamente a um antigeno para formar um
complexo. Os fragmentos de ligacdo ao antigeno de um anticorpo po-
dem ser derivados, p.ex., de moléculas de anticorpos iotais usando
quaisguer técnicas-padrao adequadas tais como digestdo proteolitica
ou técnicas de manipulacdo genética recombinante envolvendo a ma-
nipulacéo e expressac de DNA codificando dominios variaveis € opci-
onalmente constantes de anticorpos. Tal DNA & conhecido e/ou esta
prontamente disponivel a partir de, p.ex., fontes comerciais, biblictecas
de DNA (incluindo, p.ex., bibliotecas de fagos-anticorpos) ou pode ser
sintetizado. O DNA pode ser sequenciado e manipulado quimicamente
ou por uso de técnicas de biclogica molecular, por exemplo, para ar-
ranjar um ou mais dominios variaveis efou constantes em uma confi-
guracao adequada ou para introduzir coédons, criar residuos de cistei-
na, modificar, adicionar ou deletar aminoacidos, efc.

10043] Em algumas modalidades, a descricdo proporciona anticor-
p0s ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno gue se ligam a PAR2
com uma maior afinidade a pH 7,4 do que a pH 8,0, Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo ou fragmento de ligac&o ao antigeno se liga a
PARZ com pelo menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100 ve-
zes maior afinidade a pH 7,4 do que a pH 6,0. Em algumas modalida-
des, a descricdo proporciona um anticorpo ou seu fragmento de liga-
¢ao ao antigeno compreendendo um dominio variavel de cadeia pesa-
da (VH) e um dominio variavel de cadeia leve (V0L), em que a VH com-
preende: iy uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
D NO: 3, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicdes, delecbes cu inser-

coes de aminoacidos estdo opcionalmente presenies na sequéncia de
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SEQ ID NO: 3; i) uma VH-CDR2 {endo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 4, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicdes, delegbes
ou insercbes de amincacidos estdo opcionalmente presentes na se-
quéncia de SEQ 1D NO: 4; e il uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NG: 5, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substitui-
ches, delecdes ou insercdes de amincéacidos estdo opcionalmente
presentes na sequéncia de SEQ 1D NO: 5; e em que a VL compreen-
de: iy uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D
NO: 8, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicdes, delecbes ou inser-
cbes de amincacidos estdo opcionalimente presentes na sequéncia de
SEQ ID NO: 8; iy uma VL-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9 mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 substiluicbes, delecbes ou
insercdes de aminocacidos estao opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ ID NO: 9; e iil) uma VL-CDRS3 tendo a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ 1D NO: 10; mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituictes,
delecOes ou insercdes de aminoacidos estio opcionalmente presenies
na sequéncia de SEQ ID NO:. 10; em que as substituicbes, delecdes
ou insercdes de aminoacidos reduzem a afinidade de ligacéo do anti-
corpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno por PARZ humano em
ndo mais do que 1000, 800, 700, 500, 400, 300, 200, 100,50, 100u 5
vezes em comparacdo com um anticorpo ou fragmento de ligagdo ao
antigeno tendo uma VH com uma sequéncia de aminoacidos de SEQ
D NO: 2 e VL com uma segquéncia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 7
guando testade a um pH de 7,4 em um ensaio de ligacdo a PAR2. Em
algumas modalidades, as substituicbes, delecgbes ou insergbes de
amincacidos compreendem uma substituicdo homdlega. Em algumas
modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigenc tem
naomaisdoque 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8 9 ou 10 substituicdes, insercdes
ou delectes de aminoacidos nas CDRs de VH em comparacdo com as

sequéncias de aminoacidos de CDR na sequéncia de SEQ 1D NO: 2.
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Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacgo ao an-
tigenotemndomaisdoque 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9 ou 10 substituicbes,
insercbes ou delecbes de aminoacidos nas CDRs de VL em compara-
C&0 com as sequéncias de aminoacidos de CDR na sequéncia de SEQ
ID NO: 7. Em algumas modalidades, as 1,2, 3, 4,5, 6,7, 8 9ou 10
substituicbes, insercbes ou delecbes de aminoacidos séo 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9 ou 10 substituictes por uma histidina.

10044} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um an-
ticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno compreendendo um
dominic variavel de cadeia pesada (VH) & um dominio variavel de ca-
deia leve (VL), em que a VH compreende: i) uma VH-CDR1 tendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 13, masemque 1, 2, 3, 4
ou 5 substituicdes, delecdes ou insercbes de aminoacidos estéo opoi-
onalmente presentes na sequéncia de SEQ ID NO: 13; i) uma VH-
CDRZ2 tendo a sequéncia de amincacidos de SEQ 1D NO: 14, mas em
que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituictes, delecbes ou insercdes de aminoaci-
dos estao opcionalmente presentes na sequéncia de SEQ 1D NO: 14;
e iiiy uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 15, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 15 substituices, delecbes ou inser-
¢ches de aminoacidos estdo opcionalmente presentes na sequéncia de
SEQ 1D NO: 15; e em que a VL compreende: i) uma VL-CDR1 tendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 18, masemque 1, 2, 3, 4
ou 5 substituicdes, delecbes ou insercbes de aminoacidos estao opci-
onalmente presentes na sequéncia de SEQ 1D NO: 18; i) uma VL-
CDRZ2 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 19, mas em
que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, delecbes ou insergdes de amincaci-
dos estdo opcionalmente presentes na sequéncia de SEQ 1D NO: 19;
e i) uma VL-CDRS3 tendo a sequéncia de aminoéacidos de SEQ 1D NO:
20, masemaque 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, delecdes ou insergbes de

aminocacidos estéo opcionalmente presenies na sequéncia de SEQ D
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NO: 20; em que as substituictes, delecbes ou insercbes de aminoaci-
dos reduzem a afinidade de ligacio do anticorpo ou seu fragmento de
ligac&o ao antigeno por PARZ humano em n&o mais do que 1000, 800,
700, 500, 400, 300, 200, 100, 50, 10 ou 5 vezes em comparacéo com
um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno tendo uma VH com
uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12 e VL com uma se-
quéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 quando testado a um pH
de 7.4 em um ensaio de ligacdo a PAR2. Em algumas modalidades, as
substituictes, delecbes ou insercbes de aminoacidos compreendem
uma substituicdo homdloga. Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno tem ndo mais doque 1, 2, 3, 4, 5, 8,
7, 8, 9 ou 10 substituicdes, insergdes ou delecbes de aminocacidos nas
CDRs de VH em comparagdo com as sequéncias de aminoacidos de
CDR na sequéncia de SEQ ID NO: 12. Em algumas modalidades, o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem n&o mais do que 1,
2,3, 4,5 6 7 8, 9ou 10 substituicdes, inserches ou delecbes de ami-
noacidos nas CDRs de VL em comparagdo com as sequéncias de
aminoacidos de CDR na sequéncia de SEQ 1D NO: 17. Em algumas
modalidades, a descricdo proporciona um anticorpo ou seu fragmento
de ligacdo ao antigeno compreendendo um dominio variavel de cadeia
pesada (VH) e um dominio variavel de cadeia leve (VL), em que a VH
compreende: i} uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 13, i) uma VH-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NOC: 14, i) uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de aminoaci-
dos de SEQ 1D NO: 15, e em que a VL compreende: {) uma VL-CDR1
tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 18, i) uma VL-
CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 19, iii) uma
VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 20 Em
algumas modalidades, as 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, ou 10 substituicdes,

insercdes ou delecdes de aminoacidos s80 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 ou
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10 substituictes por uma histidina.

10045} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um an-
ticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, em que 0 anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno compreende um dominio variavel de
cadeia leve (VL) & um dominio variave!l de cadeia pesada (VH), em
que o dominio VH compreende pelo menos uma, duas ou todas as
irés CDRs (p.ex., como medidas usando qualquer um dos sistemas de
Chothia, IMGT ou Kabat) da sequéncia de aminoacidos apresentada
em qualguer uma de SEQ 1D NOs: 2, 12, 22, 32, 42, 52, 62, 72, 82, 92,
102, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172, 182, 192, 202, 212, 222, 232,
242, 252, 262, 272, 282, 292, 302, 312, 322, 332, 342, 352, 362, 372,
382, 392, 402, 412, 422, 432, 442 452, 462, 472, 482, 492, 502, 512,
522, 532, 542, 552, 582, 572, 582, 592, 6802, 612, 622, 632, 642, 652,
662, 672, 682, 692, 702, 712, 722, 732, 742, 752, 762, 772, 782, &
792. Em algumas modalidades, a descric8o proporciona um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno, em gque o anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno compreende um dominio variavel de cadeia
leve (VL) e um dominio variavel de cadeia pesada (VH); em que o do-
minio VH compreende pelo menos CDR1, CDR2 e CDR3 (p.ex., como
medidas usando qualquer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Ka-
bat) da sequéncia de amincacidos apresentada em qualquer uma de
SEQ ID NOs: 2, 12, 22, 32, 42, 52,62, 72, 82, 92, 102, 112, 122, 132,
142, 152, 162, 172, 182, 192, 202, 212, 222, 232, 242, 252, 262, 272,
282, 292, 302, 312, 322, 332, 342, 352, 362, 372, 382, 392, 402, 412,
422, 432, 442, 452, 462, 472, 482, 492, 502, 512, 522, 532, 542, 552,
562, 572, 582, 592, 602, 612, 622, 632, 842, 652, 662, 672, 682, 692,
702, 712, 722, 732, 742, 752, 762, 772, 782, ¢ 792. Em algumas mo-
dalidades, a descricdo proporciona um anticorpo ou fragmento de liga-
¢cao ao antigeno, em que ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ac anti-

geno compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL) € um do-
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minio variavel de cadeia pesada (VH), em que o dominio VH compre-
ende pelo menos uma, duas ou todas as trés CDRs (p.ex., como me-
didas usando qualquer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Kabat)
da sequéncia de aminoacidos apresentada em SEQ ID NO: 2 ou 12.
Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um anticorpo ou
fragmento de ligacéo ao antigeno, em gue ¢ anticorpo ou fragmento de
ligacao ao antigeno compreende um dominic variavel de cadeia leve
(VL) e um dominio variavel de cadeia pesada (VH); em que o dominio
V0L compreende pelo menos uma, duas ou todas as trés CDRs (p.ex.,
como medidas usando qualquer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou
Kabat) da sequéncia de aminoacidos apresentada em qualquer uma
de SEQ ID NOs: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107, 117, 127,
137, 147, 157, 167, 177, 187, 197, 207, 217, 227, 237, 247, 257, 267,
277, 287, 297, 307, 317, 327, 337, 347, 357, 367, 377, 387, 397, 407,
417, 427, 437, 447, 457, 467, 477, 487, 497, 507, 517, 527, 537, 547,
557, 567, 577, 587, 597, 607, 617, 627, 837, 647, 657, 667, 677, 687,
697, 707, 717, 727, 737, 747, 757, 767, 777, 787, e 797. Em algumas
modalidades, a descricdo proporciona um anticorpo ou fragmento de
ligacao ao antigeno, em gue o anticorpo ou fragmento de ligagdo ao
antigeno compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL) & um
dominio variavel de cadeia pesada (VH); em que o dominio VL com-
preende pelo menos CDR1, CDR2 & CDR3 (p.ex., como medidas
usando qualgquer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Kabat) da se-
guéncia de aminoacidos apresentada em qualquer uma de SEQ D
NQOs: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107, 117, 127, 137, 147,
157, 167, 177, 187, 197, 207, 217, 227, 237, 247, 257, 267, 277, 287,
297, 307, 317, 327, 337, 347, 357, 367, 377, 387, 397, 407, 417, 427,
437, 447, 457, 467 477, 487, 497, 507, 517, 527, 837, 547, 557, 567,
577, 587, 597, 607, 617, 627, 637, 647, 657, 667, 677, 687, 697, 707,
717,727, 737, 747, 757, 767, 777, 787, e 797. Em algumas modalida-
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des, a descricdo proporciona um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno, em que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno
compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL) & um dominio
variavel de cadeia pesada (VH), em gue o dominio VL compreende
pelo menos uma, duas ou todas as trés CDRs (p.ex., como medidas
usando qualquer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Kabat) da se-
quéncia de aminoacidos apresentada em SEQ 1D NO: 7 ou 17. Em al-
gumas modalidades, a descricdo proporciona um anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno, em que ¢ anticorpo ou fragmento de
ligacao ao antigeno compreende um dominic variavel de cadeia leve
(VL) e um dominio variavel de cadeia pesada (VH); em que o dominio
VH compreende CDR1, CDR2 e CDR3 (p.ex., como medidas usando
qualguer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Kabat) da sequéncia
de aminoacidos apresentada em qualguer uma de SEQ 1D NGs: 2, 12,
22,32, 42, 52,62, 72,82, 92, 102, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172,
182, 192, 202, 212, 222, 232, 242, 252, 262, 272, 282, 282, 302, 312,
322, 332, 342, 352, 362, 372, 382, 392, 402, 412, 422, 432, 442, 452,
462, 472, 482, 492, 502, 512, 522, 532, 542, 552, 562, 572, 582, 592,
802, 612, 622, 632, 642, 652, 662, 672, 682, 692, 702, 712, 722, 732,
742, 752, 762, 772, 782, ¢ 792, e em que ¢ dominio VL compreende
pelo menos CDR1, CDR2 e CDR3 (p.ex., como medidas usando qual-
quer um dos sistemas de Chothia, IMGT ou Kabat) da sequéncia de
aminocacidos apresentada em qualquer uma de SEQ 1D NOs: 7, 17, 27,
37,47,57,67, 77,87, 97,107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187,
197, 207, 217, 227, 237, 247, 257, 267, 277, 287, 297, 307, 317, 327,
337, 347, 357, 367, 377, 387, 397, 407, 417, 427, 437, 447, 457, 467,
477, 487, 497, 507, 517, 527, 537, 547, 557, 567, 577, 587, 587, 607,
817, 627, 637, 647, 657, 667, 677, 687, 697, 707, 717, 727, 737, 747,
757,767, 777, 787, e 797. Em algumas modalidades, a descricdo pro-

porciona um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno, emque o
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anticorpo ou fragmento de ligac8o ao antigeno compreende um domi-
nio variavel de cadeia leve (VL) e um dominio variavel de cadeia pe-
sada (VH);, em que o dominio VH compreende CDR1, CDR2Z e CDR3
{p.ex., como medidas usando qualquer um dos sistemas de Chothia,
IMGT ou Kabat) da sequéncia de aminoacidos apresentada em SEQ
ID NO: 2 ou 12, e em que 0 dominio VL compreende CDR1, CDR2 e
CDR3 (p.ex., como medidas usando gualquer um dos sistemas de
Chothia, IMGT ou Kabat) da sequéncia de aminoacidos apresentada
em SEQ ID NO: 7 ou 17.

10046} Logo gque as sequéncias de nucleotideos codificando tais
anticorpos tenham sido determinadas, anticorpos quimericos ou hu-
manizados podem ser produzidos por métodos recombinantes. Acidos
nucleicos codificando os anticorpos sao introduzidos em células hos-
pedeiras e expressos usando maleriais e procedimentos geralmente
conhecidos na técnica e como divulgados aqui. Em algumas modali-
dades, a VH & codificada por um acido nucleico compreendendo uma
sequéncia de nuclectideos que tem pelo menos 80%, 85%, 80%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade
com gqualquer uma de SEQ ID NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 81, 71, 81,
91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221,
231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361,
371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 491, 501,
511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 591, 601, 611, 621, 831, 641,
651, 661, 671, 681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771, 781,
791, e 833-841. Em algumas modalidades, a VH é codificada por um
acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideos que
tem pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com SEQ 1D NO: 1ou 11. Em
algumas modalidades, a VL é codificada por um acido nucleico com-

preendendo uma sequéncia de nucleotideos que tem pelo menos
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80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 84%, 95%, 96%, 897%, 98%, 99% ou
100% de identidade com qualquer uma de SEQ 1D NOs: 6, 16, 26, 386,
46, 56, 68, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 1386, 146, 156, 166, 176, 186,
196, 206, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326,
338, 346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466,
476, 486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606,
616, 626, 636, 646, 656, 666, 676, 686, 6896, 706, 716, 726, 736, 746,
756, 766, 776, 786, e 796. Em algumas modalidades, a VL & codifica-
da por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deos que tem pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 84%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de identidade com SEQ ID NO: 8
ou 16,

100471 A presente descricao inclui anticorpos anti-PAR2 e seus
fragmentos de ligacio ao antigeno que se ligam a PARZ. Em algumas
modalidades, ¢ anticorpo € um anticorpo anti-PAR2 ou fragmento de
figacao ao antigeno neutralizante e/ou blogueante. Um anticorpo ou
fragmento de ligacdo "neutralizante” ou "blogueante”, como usado
aqui, se destina a se referir a um anticorpo ou fragmento de ligacéo ao
antigeno cuja ligacao a PARZ: (i) interfere com a interacdo entre PARZ
e uma protease (p.ex., tripsing, triptase efou malriptase); (i) inibe a
clivagem de PARZ por uma protease; i) inibe a sinalizacdo de PARZ
ou ativacdo de PAR2; e/ou (iv) resulia na inibicdo de pelo menos uma
funcdo biologica de PARZ. Em algumas modalidades, os anticorpos ou
fragmentos de ligacao ao antigeno da descricao inihem a ativacao de
PARZ. Em algumas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de liga-
¢ao ao antigeno inibem a converséo de PARZ no clivado, inativo em
PARZ clivado, ative. Em algumas modalidades, os anticorpos ou frag-
mentos de ligacdo ao antigeno inibem a exposicio do ligante ligado.
Em algumas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligacao ao

antigeno inibem a ativacéo de um receptor PARZ2 pelo seu ligante liga-
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do. Em algumas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligacdo
ac antigeno inibem a ligacdo do ligante ligado ao segundo dominio
transmembranar de PARZ. A inibicdo causada por um anticorpo neu-
fralizante ou blogueante anti-PARZ2 n&o necessita de ser completa
desde que seja detectavel usando um ensaio apropriado. Em algumas
modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno ini-
be a atividade de PAR2 pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% ou 100% em comparacdo com PARZ ativo ndo inibi-
do. Alguns exemplos de ensaios para deteccdo da atividade de um
anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigenoc anti-PARZ representati-
vo 880 descritos na seccdo da Exemplificacdo. O trabalhador perito
esta ciente de ensaios de atividade de anticorpos anti-PARZ adicio-
nais.

10048} Em modalidades particulares, qualquer um dos anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno divuigados aqui interfere com a
interacac entre PARZ e uma protease. Em algumas modalidades, a
protease é tripsina. Em algumas modalidades, a protease € neutrdfilos
elastase. Em algumas modalidades, a protease é neutrdfilos protei-
nase 3. Em algumas modalidades, a protease é mastocitos triptase.
Em algumas modalidades, a protease & fator de tecidos/fator Vilafator
Xa. Em algumas modalidades, a prolease é peptidase relacionada
com calicreinas. Em algumas modalidades, a protease & serina protei-
nase-1/matriptase 1 ligada a membrana. Em algumas modalidades, a
protease € cisteina proteinase parasitaria. Em algumas modalidades,
os anticorpos ou fragmentos de ligagdo ao antigeno anti-PARZ blo-
queiam a interacdo entre PARZ e uma protease (p.ex., tripsina) in vifro,
com um valor de 1Csg de menos do que cerca de 15 nM, como medido
por um ensaio de ligacdo tal como aguele descrito na secéo da Exem-
plificacdo. Em certas modalidades, 0s anticorpes ou fragmentos de

ligacdo ao antigeno da presente descricao bloqueiam a interacio entre
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PARZ e uma protease (p.ex., tripsina) in vifro a um pH de 7.4 com um
valor de 1Csp de menos do que cerca de 200 nM, 150 nM, 100 nM, 50
nM, 40 nM, 30 nM, 20 nM, 10 nM, 1 nM, 500 pM, 400 pM, 200 pM, 100
oM, 50 oM, 5 pM, 1 pM ou 0,1 pM. Em certas modalidades, 03 anticor-
nos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da presente descricdo bio-
gueiam a interacdo entre PAR2 e uma protease (p.ex,, tripsina) in vifro
a um pH de 6,0 com um valor de 1Csy de mais do que cerca de 300
nhd, 500 nM, 750 nM, 1000 nM, 1100 nM ou 1200 nM. Em certas mo-
dalidades, a 1Cs do anticorpo ou seu fragmento anti-PARZ é medida
em um ensaio de competicho de epifopos, tal como o ensaio de com-
peticdo de epitopos descrito na seccdo de Exemplificacdo proporcio-
nada aqui. Em algumas modalidades, a iCse do anticorpo ou seu frag-
mento anti-PARZ & medida em um ensaio de poténcia celular. Em al-
gumas modalidades, o ensaio de poténcia celular utiliza uma celula
humana (p.ex., celula AB49), uma célula de rato (p.ex., célula KNRK),
uma célula de macaco cinomolgo (p.ex., célula CYNOM-K1) ou uma
célula de muring (p.ex., uma célula LL/2). Em algumas modalidades, ¢
ensaio de poténcia celular utiliza um ensaio de influxo de calcio (p.ex.,
o ensaio de influxo de calcio descrito na seccdo de Exemplificacdo
proporcionada aqui). Em algumas modalidades, ¢ anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno inibe o influxo de calcio no ensaio de
influxo de calcio com uma 1Cse de menos do que 1 nM, 500 pM, 400
oM, 200 pM, 100 pM, 50 pM, 10 pM, 5 pM, 1 pM ou 0,1 pM. Em algu-
mas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno
previnem a ativacdo anormal de PARZ por tripsina. Em algumas moda-
lidades, os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno ini-
hem/reduzem a dor induzida por inflamacao.

10049] Em modalidades particulares, qualgquer um dos anticorpos
ou fragmentos de ligacdoe ao antigeno divulgados aqui interfere com a

interacao entre PARZ e uma protease (p.ex., tripsina). Em algumas
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modalidades, 0s anticorpos previnem a ligac8o, clivagem e/ou ativacéo
por protease (p.ex., tripsina) de PARZ. A presente descricdo proporci-
ona anticorpos & fragmentos de ligacdo ao antigeno anti-PARZ que se
ligam a moléculas de PAR2 com elevada afinidade a pH extracelular,
fisiologico (i.e., pH 7,4). Em algumas modalidades, os anticorpos e fra-
gmentos de ligacdo ao antigeno de anticorpos se ligam a PARZ a pH
7.4 (p.ex., a 25 °C ou 37 °C) com uma Kp de menos do que cerca de 5
nM, 1 nM, 800 pM, 800 pM, 700 pM, 650 pM, 600 pM, 500 pM, 200
oM, 100 pM ou 50 pM. Em algumas modalidades, os anticorpos e fra-
gmentos de ligacdo ao antigeno de anticorpos se ligam a PARZ a um
pH ligeiramente acido (tal como pH 6,0) (p.ex., a 25 °C ou 37 °C) com
uma Kp de mais do que cerca de 1 nM, 5 nM, 10 nM, 15 nM, 20 nM, 25
nM, 30 nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM, 80 nM ou 100 nM. Em algumas mo-
dalidades, o pH ligeiramente acido € ¢ pH de um compartimento en-
dossomal. Em algumas modalidades, a Ko pode ser medida de acordo
com métodos correntemente padrao, tal como usando Ressonancia de
Plasmon de Superficie (SPR) ou Microequilibrio de Cristais de Quartzo
(QCM).

10050] A presente invencio inclui também anticorpos e seus frag-
mentos de ligacdo ao antigeno anti-PARZ que se ligam especificamen-
te a PARZ com uma meia-vida dissociativa (l12) de mais do que cerca
de 1,5 minutos, 1,75 minutos, 2 minufos, 2,5 minutos, 3 minutos, 5 mi-
nutos, 10 minutos, 20 minutos ou 30 minutos como medido usando um
ensaio tal como ressonancia de plasmon de superficie a 25 °C ou 37
°C a pH 7,4. Em algumas modalidades, os anticorpos e seus fragmen-
tos de ligacéo ac antigeno anti-PARZ se ligam a PARZ com uma meia-
vida dissociativa (112) de menos do que cerca de 1 minuto, 45 segun-
dos, 30 segundos, 20 segundos, 15 segundos, 13 segundos, 7 segun-
dos, 5 segundos ou 3 segundos como medidoe usando um ensaio tal

como ressonéncia de plasmon de superficie a 25 °C ou 37 °C a um pH
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ligeiramente acido (p.ex., pH 6). Em algumas modalidades, o pH ligei-
ramente acido é o pH de um compartimento endossomal. Em algumas
modalidades, a Kp pode ser medida de acordo com métodos corren-
temente padrao, tal como usando Ressonéncia de Plasmon de Super-
ficie (SPR) ou Microequilibrio de Cristais de Quartzo (QCM).

10051} Os anticorpos ou fragmentos de ligac8o ao antigeno da
presente descricdo podem possuir uma ou mais das caracteristicas
bioldgicas acima mencionadas ou quaisquer suas combinacbes. Ou-
tras caracteristicas biclogicas dos anticorpos da presente descricao
seréo evidentes a um perito na técnica a partir de uma revisao da pre-
sente descricdo incluindo a secdo de Exemplificacdo proporcionada
aqui.

[0052] Como aplicado a polipeptideos, o termo "similaridade subs-
tancial” ou "substancialmente similar” significa que duas sequéncias de
peptideos, quando otimamente alinhadas, tal como pelos programas
GAF ou BESTFIT usando pesos de intervalo padrao, partitham pelo
menos 95% de identidade de sequéncias, ainda mais preferencialmen-
te pelo menos 88% ou 98% de identidade de sequéncias. Preferenci-
almente, as posicbes de residuos que ndo séo idénticas diferem por
substituicdes de aminoacidos conservativas. Em algumas modalida-
des, quaiquer um dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno
divuigados aqui compreende 1,2, 3, 4, 5,6, 7,8, 8, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19 ou 20 substituicbes de aminoéacidos conservativos
em comparacac com uma sequéncia de referéncia (p.ex., qualquer
uma das sequéncias de aminocacidos de SEQ ID NQOs: 2, 7, 12 ou 17).
Uma "substituicéo de aminoacido conservativa” € uma na qual um re-
siduc de aminocacido € substituido por outro residuc de aminoacido
tendo uma cadeia lateral (grupo R} com propriedades quimicas simila-
res (p.ex., carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma subslituicdo de

aminocacido conservativa ndo mudara substancialmente as proprieda-
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des funcionais de uma proteina. Em casos onde duas ou mais se-
guéncias de aminoacidos diferem entre si por substituicbes conservati-
vas, a percentagem de identidade de sequéncia ou grau de similarida-
de pode ser ajustada para cima para corrigir quanio a2 natureza con-
servativa da substituicgo. Meios para fazer este ajuste sdo bem co-
nhecidos dos peritos na técnica. Ver, p.ex., Pearson (1894) Methods
Mol Biol. 24: 307-331. Exemplos de grupos de aminoacidos que tém
cadeias laterais com propriedades quimicas similares incluem (1) ca-
deias laterais alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; (2)
cadeias laterais de hidroxila alifaticas: serina e treonina; (8) cadeias
laterais contendo amida: asparagina e glulamina; (4) cadeias laterais
aromaticas: fenilalanina, tirosina e triptofano,; (5) cadeias laterais basi-
cas: lising, arginina & histidina; (6) cadeias laterais acidas: aspartatc e
glutamato e (7) cadeias laterais contendo enxofre sdo cisteina e meti-
onina. Grupos de substituicdo de aminoacidos conservativas preferen-
ciais sdo: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina,
alanina-valina, glutamato-aspartalo e asparagina-glutamina.

10053} Alternativamente, uma substituicdo conservativa é qualquer
mudanca fendo um valor positivo na matriz de probabilidade-log
PAMZ50 divuigada em Gonnet ef al. (1992) Science 256: 1443-1445,
Uma substituicdo "moderadamente conservativa” é qualquer mudanga
tendo um valor ndo negativo na matriz de probabilidade-log PAM250.
[0054] Dependendo das sequéncias de aminoacidos dos dominios
constantes das suas cadeias pesadas, os anticorpos {imunoglobulinas)
podem ser atribuidos a diferentes classes. Existem cinco classes prin-
cipais de imunoglobulinas: IgA, gD, Igk, 1gG e IgM e varias destas po-
dem ser adicionalmente divididas em subclasses (isctipos), p.ex., 1gGs,
laGo, 1gGs, 19064, 1gA1 e IghAx. Os dominios constantes de cadeia pesa-
da gque correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas séo

chamados g, §, €, v e u, respectivamente. As estruturas de subunida-
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des e configuracbes tridimensionais de diferentes classes de imuno-
globulinas sdo bem conhecidas e descritas geralmente em, por exem-
plo, Abbas et al. Cellular and Mol Immunoclogy, 4% ed. (W.B. Saunders,
Co., 2000). Um anticorpo pode ser parte de uma molécula de fuséo
maior, formada por associacio covalente ou ndo covalente do anticor-
DO a8 uma ou mais outras proteinas ou peptideos.

[0055] Exemplos ndo limitantes de fragmentos de ligacdo ao anti-
geno incluem: (i) fragmentos Fab; (il) fragmentos Fab’; (iil) fragmentos
F(ab')y, (iv) fragmentos Fd; (v) fragmentos Fv; (vi) moléculas Fv de ca-
deia unica (scFv); (vil) fragmentos dAb; e (viii) unidades de reconheci-
mento minimo consistindo nos residucs de aminoacidos gue mimeti-
zam a regido hipervariavel de um anticorpo (p.ex., uma regido deter-
minadora da complementaridade (CDR) isclada tal como um peptideo
CDR3) ou um peptideo FR3-CDR3-FR4 restrito. Outras moléculas
manipuladas, tais como anticorpos especificos de dominio, anticorpos
de dominio Gnico, anticorpos de camelideo, anticorpos com dominios
deletados, anticorpos quimericos, anticorpos com enxerto de CDR, di-
acorpos, triacorpos, tetracorpos, minicorpos, nanocerpos (p.ex., nano-
corpos monovalentes, nanocorpos bivalentes, efc.), adnectinas, pe-
quenos imunofarmacéuticos modulares (SMiIPs) e dominios IgNAR
variaveis, s&o também englobadas dentro da expresséo "fragmento de
figacdo ao antigeno”, como usado agqui.

[0056] Um fragmento de ligacdo ao antigeno de um anticorpo
compreendera tipicamente pelo menocs um dominio variavel! (p.ex., pe-
o menos um de VH ou VL). O dominio variavel pode ter qualquer ta-
manho ou composicdo de amincacidos e compreendera geralmente
pelo menos uma CDR gque é adjacente a cu em grelha com uma ou
mais sequéncias de arcabouco. Em fragmentos de ligacio ao antigeno
tendo um dominio VH associado a um dominio VL, os dominios VH e

VL podem estar situados um em relacdo ao outro em qualquer arranjo
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adequado. Por exemplo, a regido variavel pode ser dimérica e conter
dimeros VH-VH, VH-VL ou VL-VL. Alternativamente, o fragmento de
ligac&o ao antigeno de um anticorpo pode conter um dominio VH ou
V9L monomérico.

100571 Em certas modalidades, um fragmento de ligacdo ao anti-
geno de um anticorpo pode conter pelo menos um dominio variavel
covalentemente ligado a pelo menos um dominio constante. Configu-
racbes exemplificativas, ndo limitantes de dominios variaveis e cons-
tantes que podem ser encontradas dentro do fragmento de ligacdo ao
antigeno de um anticorpo da presente descricdo incluem: (i) VH-CH1 ;
(i) VH-CHZ; (iiiy VH- CH3; (iv) VH-CH1-CH2; (V) VH-CH1 -CH2-CH3;
{(wi) VH-CH2-CH3; (vii) VH-CL,; (viii)) VL-CH1 ; (ix) VL-CHZ; () VL-CH3;
{xi)y VL-CH1-CH2; (i) VL-CH1-CH2-CH3; (xiil) VL-CH2-CH3; e (xiv)
VL-CL. Em qualquer configuracdo de dominios variaveis e constantes,
incluindo qualquer uma das configuracbes exemplificativas listadas
acima, os dominios variaveis e constantes podem estar diretamente
ligados uns aos outros ou podem estar ligados por uma regido de
charneira ou ligante {otal ou parcial. Uma regigo de charneira pode
consistir em pelo menos 2 (p.ex., 5, 10, 15, 20, 40, 60 ou mais) amino-
acidos que resulla em uma ligacao flexivel ou semiflexivel entre domi-
nios variaveis e/ou constantes adjacentes em uma unica molécula de
polipeptides. Em algumas modalidades, a regido de charneira com-
preende um ligante de glicina-serina.

10058] Alem do mais, um fragmento de ligac&o ao antigeno de um
anticorpo da presente descricdo pode compreender um homodimero
ou heterodimero (ou oulro mullimero) de qualquer uma das configura-
coes de dominios variaveis e constantes listadas acima em associacao
nao covalente a uma em relacdo a outra e/ou a um ou mais dominios
VH ou VL monoméricos (p.ex., por ligacdo(des) de dissulfeto).

10059} Como com moléculas de anticorpos totais, os fragmenios

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 379/535



43/152

de ligacao ac antigeno podem ser monoespecificos ou multiespecifi-
cos (p.ex., biespecificos). Um fragmento de ligagco ao antigeno multi-
especifico de um anticorpo compreendera pelo menos dois dominios
variaveis diferentes, em que cada dominio variavel é capaz de se ligar
especificamente a um antigeno separado ou a um epitopo diferente no
mesmo antigeno. Qualquer formato de anticorpo multiespecifico, inclu-
indo os formatos de anticorpos biespecificos exemplificativos divulga-
dos aqui, pode ser adaptado para uso no contexto de um fragmento de
ligacdo ao antigeno de um anticorpe da presente descricdo usando
técnicas de rotina disponiveis na técnica.

(0060} Em certas modalidades da descricdo, os anticorpos anti-
PARZ da descricdo s&o anticorpos humanos. O termo "anticorpo hu-
mano”, como usado aqui, se destina a incluir anticorpos tendo regides
variaveis e constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da
linha germinal humana. Os anticorpos humanos da descricdo podem
incluir residuos de aminoacidos nao codificados por sequéncias de
imunogliobulina da linha germinal humana (p.ex., mutacdes introduzi-
das por mutagénese aleatoria ou sitio-especifica in vifro ou por muta-
¢&o somatica in vivo), por exemplo nas CDRs &, em algumas modali-
dades, CDR3. No entanto, o termo "anticorpo humano”, como usado
aqui, ndo se destina a incluir anticorpos nos quais as sequéncias de
CDR derivadas da linha germinal de outras espécies de mamiferos,
tais como um camundongo, foram enxertadas em sequéncias de arca-
bouco humanas.

0061} Os anticorpos da descricdo podem, em algumas modalida-
des, ser anticorpos humanos recombinantes. O termo "anticorpo hu-
mano recombinante”, como usado aqui, se destina a incluir todos os
anticorpos humanos que s&0 preparados, expressos, criados ou isola-
dos por meios recombinantes, tais como anticorpos expressoes usando

um vetor de expressao recombinante transfectado para uma célula
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hospedeira (descrito adicionalmente em baixo), anticorpos isclados a
partir de uma biblioteca de anticorpos humanos combinatorial, recom-
binante (descrita adicionalmente em baixo), anticorpos isolados a partir
de um animal (p.ex., um camundongo) que € transgénico guanto a ge-
nes de imunogiobulina humana (ver, p.ex., Taylor ef al. (1992) Nucl.
Acids Res. 20: 6287-6295) ou anticorpos preparados, expressos, cria-
dos ou isolados por gualquer outro meio que envolva splicing de se-
guéncias de genes de imunoglobulina humana com outras sequéncias
de DNA. Tais anticorpos humanos recombinantes tém regibes varia-
veis e constanies derivadas de sequéncias de imunoglobulina da linha
germinal humana. Em certas modalidades, no entanto, tais anticorpos
humanos recombinanies sdo sujeitos a mutagénese in vitro (ou, quan-
do € usado um animal transgénico quanto a sequéncias de g humana,
mutagénese somatica in vivo) e assim as sequéncias de aminoacidos
das regifes VH e VL dos anticorpos recombinantes s8¢ sequéncias
que, embora derivadas de e relacionadas com as sequéncias VH e VL
da linha germinal humana, podem ndo existir naturalmente dentro do
repertério da linha germinal de anticorpos humanos in vivo.

0062] Os anticorpos humanos podem existir em duas formas que
estdo associadas a heterogeneidade de chameira. Em uma forma,
uma melécula de imunoglobulina compreende um construto de quatro
cadeias estavel de aproximadamente 150-160 kDa no gual os dimeros
sa&o mantidos unidos por uma ligacado de dissulfeto de cadeia pesada
intercadeias. Em uma segunda forma, os dimeros nao estdo ligados
através de ligacdes de dissulfeto intercadeias e uma molécula de cer-
ca de 75-80 kDa é formada composta por uma cadeia leve e pesada
covalentemente acoplada (meic-anticorpo). Estas formas {ém sido ex-
tremamente dificeis de separar, mesmo apés purificacio por afinidade.
10063} A frequéncia de aparecimento da segunda forma em varios

isctipos de IgG intatos € devido a, mas néo se limitando a, diferencas
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estruturais associadas ao isolipo da regido de charneira do anticorpo.
Uma substituicdo de aminoacido unico na regido de charneira da char-
neira lgGs humana pode reduzir significativamente o aparecimento da
segunda forma (Angal ef al. (1993) Molecular immunology 30: 105) até
niveis tipicamente observados usando uma chameira IgG, humana. A
corrente descricdo contempla anticorpos tendo uma ou mais mutacdes
na regiao de charneira, CH2 ou CH3 que podem ser desejaveis, por
exemplo, na producdo, para melhorar o rendimento da forma de anti-
corpe desejada.

[0064] Os anticorpos da descricéo podem ser anticorpos isclados
ou fragmentos de ligacao ao antigeno isolados. Um "anticorpo isolado”
ou "fragmento de ligacdo ao antigeno isclado”, como usado aqui, signi-
fica um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigenc que foi identifi-
cado e separado e/ou recuperado a parlir de pelo menos um compo-
nente do seu ambiente natural. Por exemple, um anticorpo ou frag-
mento de ligacao ac antigenc que foi separado ou removido a partir
de, pelo menos, um componente de um organismo, ou a partir de um
tecido ou célula no qual o anticorpo existe naturaimente ou € natural-
mente produzido, & um "anticorpo isolado” ou um "fragmento de liga-
¢ao ao antigeno isolado” para propoésitos da presente descricdo. Um
anticorpo isolado inclui também um anticerpe in sifu dentro de uma cé-
iula recombinante. Os anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antige-
no isolados sdo anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno que
foram sujeitos a, pelo menos, um passo de purificacido ou isclamento.
De acordo com certas modalidades, um anticorpo ou fragmento de li-
gacac ao antigeno isclado pode estar substancialmente isento de ou-
tros materiais celulares e/ou quimicos.

0065] Os anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno anti-
PARZ divulgados aqui podem compreender uma ou mais substitui-

ches, inserches efou delecbes de aminoacidos nas regifes de arca-
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bouce efou CDR dos dominios de cadeias pesadas e leves em compa-
racdo com as sequéncias da linha germinal correspondentes a partir
das quais 08 anticorpos foram derivados. A presente invencdo inclui
anticorpos, e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, que sdo deriva-
dos a partir de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos divulga-
das aqui, em gque um ou mais aminoacidos dentro de uma ou mais re-
gides de arcabouco e/ou CDR sao mutados no(s) residuo(s) corres-
pondente(s) da sequéncia da linha germinal a partir da qual o anticor-
po ou fragmento de ligacdo ao antigeno foi derivado ou no(s) resi-
duo(s) correspondente(s) de outra sequéncia da linha germinal huma-
na ou em uma substituicdo de aminoacidos conservativa do(s) resi-
duo(s) da linha germinal correspondente(s) (lais mudancas de se-
quéncia sao referidas aqui coletivamente como "mutacdes da linha
germinal™). Um perito na técnica, comecando com as sequéncias de
regido variavel de cadelas pesadas e leves divulgadas aqui, pode fa-
cilmente produzir numerosos anticorpos e fragmentos de ligacdo ac
antigeno que compreendem uma ou mais mutacdes da linha germinal
individuais ou suas combinacfes. Em certas modalidades, todos 08
residuos de arcabouco e/ou CDR dentro dos dominios VH efou VL séo
mutados de volta para os residuos encontrados na sequéncia da linha
germinal original a partir da qual o anticorpo foi derivado. Em outras
modalidades, somente certos residuos sdo mutados de volta para a
sequéncia da linha germinal original, p.ex., somente 03 residuos muta-
dos encontrados dentro dos primeiros 8 aminoacidos de FR1 ou dentro
dos altimos 8 aminoacidos de FR4 ou somente os residuos mutados
encontrados dentro de CDR1, CDR2 ou CDR3. Em outras modalida-
des, um ou mais do(s) residuo(s) de arcabouco efou CDR sdo muta-
dos no(s) residuoc(s) correspondente(s) de uma sequéncia da linha
germinal diferente (i e., uma sequéncia da linha germinal que é dife-

rente da sequéncia da linha germinal a partir da qual ¢ anticorpo foi
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originalmente derivade). Em algumas modalidades, a regido de arca-
bouco de VH 1 compreende uma sequéncia de aminoacidos gque &,
pelo menos, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100% idéntica a sequéncia de SEQ 1D NO: 803. Em al-
gumas modalidades, a regido de arcabouco de VH 2 compreende uma
sequéncia de aminoacidos que ¢, pelo menos, 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a se-
quéncia de SEQ 1D NO: 804, Em algumas modalidades, a regido de
arcabouco de VH 3 compreende uma sequéncia de aminoacidos que
é, pelo menos, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a sequéncia de SEQ ID NO: 805.
Em algumas modalidades, a regido de arcabouco de VH 4 compreen-
de uma segquéncia de aminoacidos que &, pelo menos, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 98% ou 100%
idéntica a sequéncia de SEQ ID NO: 806. Em algumas modaiidades, a
regido de arcabouco de VL 1 compreende uma sequéncia de aminoa-
cidos gue €, pelo menos, 80%, 85%, 80%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
896%, 97%, 98%, 98% ou 100% idéntica & sequéncia de SEQ 1D NO:
807. Em algumas modalidades, a regido de arcabougo de V0L 2 com-
preende uma sequéncia de aminocacidos que &, pelo menos, 80%,
85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou
100% idéntica a sequéncia de SEQ 1D NO: 808. Em algumas modali-
dades, a regido de arcabouco de VL 3 compreende uma sequéncia de
aminocacidos qgue &, pelo menos, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a sequéncia de
SEQ 1D NO: 808, Em algumas modalidades, a regido de arcabougo de
V9L 4 compreende uma seguéncia de aminocacidos que €, pelo menos,
80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 98% ou
100% idéntica a sequéncia de SEQ 1D NO: 810. Em algumas modali-
dades, o arcabougo de VH compreende 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, & 9 ou 10
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substituicdes conservativas em comparacdo com uma sequéncia de
referéncia de qualquer uma de SEQ ID NOs: 803-806. Em algumas
modalidades, o arcabouco de VL compreende 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8, 8 ou
10 substituicdes conservativas em comparacdo com uma sequéncia
de referéncia de gualquer uma de SEQ 1D NOs: 807-810.

10066} Alem do mais, os anticorpos da presente descricdo podem
conter qualquer combinacao de duas ou mais mutactes da linha ger-
minal dentro das regides de arcabouco efou CDR, p.ex., em que cerios
residuos individuais sdc mutados no residuo correspondente de uma
sequéncia da linha germinal particular enquanto certos ocutros residucs
que diferem da sequéncia da linha germinal original sédo mantidos ou
sao mutados no residuo correspondente de uma sequéncia da linha
germinal diferente. Uma vez oblidos, os anticorpos e fragmentos de
ligacdo ao antigeno gue contém uma ou mais mutacbes da linha ger-
minal podem ser faciimente testados quanio a uma ou mais proprieda-
des desejadas tais como especificidade de ligacdo melhorada, afinida-
de de ligacdo aumentada, propriedades bioldgicas antagonistas ou
agonistas melhoradas ou intensificadas, efc. Os anticorpos e fragmen-
tos de ligacdo ao antigeno obtidos desta maneira geral s&o engloba-
dos dentro da presente descricdo.

10067} A presente invencao inclui também anticorpos anti-PARZ
compreendendo variantes de gualguer uma das segquéncias de amino-
acidos de VH, VL e/ou CDR divulgadas aqui tendo uma ou mais subs-
tituicdes conservativas. Por exemplo, a presente descricdo inclui anti-
corpos anti-PARZ2 tendo sequéncias de aminoacidos de VH, VL e/ou
CDR com, pex., 10,9, 8, 7,8, 5, 4, 3, 2 ou 1 subslituicbes de aminoa-
cidos conservativas em relacdc a qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos de VH, V0 efou CDR divuigadas aqui.

[0068] O termo "epitope” se refere a um determinante antigénico

gue interage com um local de ligacdo ao antigeno especifico na regiao
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variavel de uma molécula de anticorpo conhecido como um paratopo.
Um antigeno Gnico pode ser mais do que um epitopo. Assim, diferen-
tes anticorpos podem se ligar g diferentes areas em um antigeno e
podem ter diferentes efeitos bioldgicos. Os epitopos podem ser con-
formacionais ou lineares. Um epitopo conformacional € produzido por
aminoacidos espacialmente justaposios de diferentes segmenios da
cadeia de polipeptideo linear. Um epitopo linear € um produzido por
residuos de aminoacidos adjacente em uma cadeia de polipeptideo.
Em certas modalidades, um epitopo pode incluir fracbes de sacari-
deos, grupos fosforila ou grupos sulfonila no antigeno.

[0069] Deve ser notado que qualquer porcao de qualquer um dos
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da descricdo pode
ser similarmente modificada, tal como com um marcador de epitopo,
uma fracdo ou fracbes de PEG e similares. Além disso, os anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno podem compreender mais do
que um marcador de epitopo, tal como 2 marcadores de epitopo, ou
podem incluir 0 marcadores de epitopos.

10070} O termo 'identidade substancial” ou "substanciaimente
idéntico”, quando se refere a um acido nucleico ou seu fragmento, in-
dica que, quando otimamente alinhados com insergdes ou delecbes de
nuclectideos apropriados com outre acido nucleico (ou sua fila com-
plementar), existe identidade de sequéncias de nucleotideos em pelo
menos cerca de 95%, e mais preferencialmente 96%, 7%, 98% ou
98%, das bases de nucleotideos, como medida por qualquer algoritmo
bem conhecido de identidade de sequéncias, tal como FASTA, BLAST
ou Gap, como discutido em baixe. Uma molécula de acido nucleico
tendo identidade substancial com uma molécula de acido nucleico de
referéncia pode, em certos casos, codificar um polipeptidec tendo a
mesma sequéncia de amincacidos ou sequéncia de aminocacidos

substancialmente similar que o polipeptideo codificado pela molécula
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de acido nucleico de referéncia.

10071} A similaridade de sequéncias para polipeptideos, que é
também referida como identidade de sequéncias, é tipicamente medi-
da usando soffware de analise de sequéncias. O soffware de analise
de proteinas emparelha seqguéncias similares medidas de similaridade
atribuidas a varias substituicbes, delecbes e outras modificacdes, in-
cluindo substituicbes de aminoacidos conservativas. Por exemplo, ©
software GCG contém programas tais como Gap e Bestfit que podem
ser usados com paradmetros padrio para se determinar homologia de
sequéncias ou identidade de sequéncias enire polipeptideos intima-
mente relacionados, tais como polipeptideos homologos de diferentes
espécies de organismos ou entre uma proteina de tipo selvagem e
uma sua muteina. Ver, p.ex., GCG Versac 6.1. As sequéncias de poli-
peptideos podem ser também comparadas usando FASTA usando pa-
rametros padrao ou recomendados, um programa em GCG Verséo
6.1. FASTA (p.ex., FASTAZ e FASTA3) proporciona alinhamentos e
percentagem de identidade de sequéncias das regibes da melhor so-
breposicao entre as seguéncias de consulla e pesquisa (Pearson
{2000} supra). Outro algoritmo preferencial quando se compara uma
sequéncia da descricdo com uma base de dados contendo um grande
namere de sequéncias de diferenies organismos € o programa de
computador BLAST, especialmente BLASTP ou TBLASTN, usando
parémetros padrdo. Ver, p.ex., Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215:
403-410 & Alischul et al. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-402. Em
algumas modalidades, as sequéncias sdo comparadas usando ali-
nhamento de sequéncias par a par EMBOSE Needle.

10072} Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de li-
gacac aoc antigeno é um fragmento de ligacdo ao antigens. Em algu-
mas modalidades, o fragmento de ligacdoe ao antigeno € um scFv. Em

algumas modalidades, o fragmento de ligacdo ao antigeno € um Fab’.
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Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de ligacgo ao an-
tigeno & um anticorpo. Em algumas modalidades, o anticorpo € um
anticorpo monocional,

[0073] Os anticorpos se tornaram uieis e de interesse como agen-
tes farmacéuticos com o desenvolvimento de anticorpos monocionais.
Os anticorpos monoclonais s8o produzidos usando qualquer metodo
que produza moléculas de anticorpos por linhas de células continuas
em cultura. Exemplos de métodos adequados para preparacéo de an-
ticorpos monoclonais incluem os metodos de hibridoma de Kohler ef
al. (1975, Nature 256: 495-497) e 0 meétodo de hibridoma de ceélulas B
humanas (Kozbor, 1984, J Immunol 133: 3001, e Brodeur ef al., 1987,
Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications (Marcel
Dekker, Inc., Nova lorque), pp. 51-63). Em muitos casos sao usados
hibridomas para gerar um anticorpo inicial de origem murina ou de ro-
edor. Esse anticorpo inicial pode ser depois modificado, tal como
usando técnicas recombinantes, para produzir variantes de roedor, an-
ticorpos quimericos, anticorpos humanizados e similares. Existem ou-
tros metodos para produzir um anticorpo inicial, e tais mélodos sao
conhecidos na técnica. No entanto, independentements do meétodo
usado para gerar um anticorpo inicial ou mesmo uma variante desse
anticorpo inicial, qualquer dado anticorpo de origem nao humana pode
ser depois modificado para aumentar a sua humanidade.

10074} Os anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno da
descricac podem ser preparados por uso de bibliotecas combinatoriais
para rastrear anticorpos com a atividade ou atividades desejadas. Por
exemplo, uma variedade de metodos é conhecida na técnica para ge-
racéo de biblictecas de exibicdo em fagos e rastreio de tais hibliotecas
quanto a anticorpos possuindo as caracteristicas de ligacdo deseja-
das. Tais mélodos sdo descritos geraimente em Hoogenboom et al,

em Methods in Molecular Biology 178: 1-37 (O'Brien ef a/., ed., Human
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Press, Totowa, NJ, 2001). Por exemplo, um metodo de geraco de an-
ticorpos de interesse € através do uso de uma biblicteca de exibicao
em fagos como descritc em Lee ef al, J Mol Biol (2004), 340 (5):
1073-93.

[0075] Em principio, clones de anticorpos sintéticos sdo seleciona-
dos por rastreio de biblictecas de fagos contendo fagos que exibem
varios fragmentos de regido variave! de anticorpo (Fv) fundidos a pro-
teina de revestimento dos fagos. Tais bibliotecas de fagos s&o panned
por cromatografia de afinidade contra o antigeno desejado. Os clones
expressando fragmentos Fv capazes de se ligarem ao antigeno dese-
jado s80 adsorvidos ao antigeno e assim separados dos clones sem
ligacdo na biblioteca. Os clones de ligacdo séo depois eluidos do anti-
geno e podem ser adicionalmente enrigquecidos por ciclos adicionais
de adsorcao/eluicdo de antigenos. Qualquer um dos anticorpos da
descricao pode ser oblido por desenho de um procedimento de ras-
treioc de anticorpos adequado para selecionar o clone de fago de inte-
resse seguido por construcéo de um clone de anticorpo de comprimen-
to total usando as sequéncias de Fv do clone de fago de inleresse e
sequéncias de regido constante (Fc) adequadas descritas em Kabat ef
al., Sequences of Proteins of Immunoliogical Inferest, Quinta Edic8o,
Publicacdo NiH 91-3242, Bethesda MD (1891), vols. 1-3. Pode ser
vantajoso aumentar a humanidade de um anticorps nao humano para
0 tornais mais adequado para uso em sujeito e celulas humanos, para
propositos de diagnostico, terapéutico ou de investigacao. Os anticor-
pos podem ser modificados para uso como terapéuticos. Exemplos de
tais anticorpos (incluindo fragmentos de anticorpos) incluem anticorpos
guiméricos, humanizados ou totaimente humanos. Existem numercsos
meétodos na técnica para geracdo de anticorpos quimeéricos, humani-
zados e humanos. No contexto da presente descricdo, um anticorpo €

considerado humanizado se pelo menos um dominio VH ou dominio
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VL for humanizado. Além do mais, um dominio VH ou VL é humaniza-
do se a sequéncia de aminoacidos de pelo menos uma porgao de pelo
menos uma das regides FR tiver sido modificada, em relacdo a um an-
ticorpo ndo humano (p.ex., murino) original, tal que a seguéncia de
aminoacidos dessa porcao corresponda aquela de um anticorpo hu-
mano ou sequéncia de consenso humana. Em cerias modalidades,
pelo menos uma, duas, trés ou quatro regides FR do dominio VH e/ou
pelo menos uma, duas, trés ou quatro regides FR do dominio VL foram
modificadas (na totalidade ou em parte) tal que a sua sequéncia esteja
mais intimamente relacionada com uma sequéncia humana. Para
gualguer um dos anteriores em certas modalidades, um fragmenio de
anticorpe humanizado pode ser proporcionado no contexto de uma
regido constante de cadeia leve e/ou cadeia pesada humana ou néo
humana (p.ex., compreendendo um CL e um ou mais de um dominio
CH1, charneira, CHZ2 e/ou CH3). Em certas modalidades, um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno humanizado da descricao € pro-
porcionado no contexto de dominios constanies de cadeia leve efou
cadeia pesada humanes, quando presentes. Anticorpos e fragmentos
de ligacdo de anticorpos combinando qualguer um dos dominios varia-
veis de cadeia leve e/ou dominios variaveis de cadeia pesada humani-
zados descritos aqui sdo exemplificativos de anticorpos e fragmenios
de ligacao ao antigeno da descricdo. Em algumas modalidades, o an-
ticorpo ou fragmento de ligac8o ao antigeno € humanizado. Em algu-
mas modalidades, o anticorpo ou fragmenio de ligacdo ao antigeno €
quimeérico. Em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento de i
gacac ao antigeno € humano.

10076} De acordo com certas modalidades da presente descricdo
s&o proporcionados anticorpos anti-PARZ2 compreendendo um dominio
Fc compreendendo uma ou mais mutacgdes que intensificam ou dimi-

nuem a ligacdo do anticorpo ao receptor FeRn, p.ex., a pH acido em
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comparacdo com pH neutro. Por exemplo, a presente descricdo inclui
anticorpos anti-PARZ compreendendo uma mutacdo na regido CH2 ou
CH3 do dominio Fc, em que a(s) mutacao(bes) aumenta(m) a afinida-
de do dominio Fc por FeRn em um ambiente acido (p.ex., em um en-
dossomo onde o pH varia de cerca de 5,5 a cerca de 6,0). Tais muta-
¢hes podem resultar em um aumento na meia-vida no soro do anticor-
po gquando administrade a um animal. Exemplos ndo limitantes de tais
modificaces de Fc incluem, p.ex., uma modificacdo na posicao 250
(p.ex., E ou Q) 250 e 428 (p.ex., L ou F); 252 (p.ex.,, LIY/FIW ou T),
254 (pex., SouT)e 256 (p.ex., S/IR/Q/E/D ou T); ou uma modificacao
na posicao 428 efou 433 (p.ex., HL/R/S/PIQ ou K) efou 434 (p.ex., HF
ou Y); ou uma modificacdo na posicdo 250 e/ou 428, ou uma maodifica-
c&0 na posicdo 307 ou 308 (p.ex., 308F, V308F) e 434. Em uma mo-
dalidade, a modificacdo compreende uma modificacdo 428L (p.ex.,
M428L) e 4343 (p.ex., N4348); uma modificacdo 4281, 2591 (p.ex,
V258l e 308F (p.ex., V308F); uma maodificaco 433K (p.ex., H433K) e
434 (p.ex., 434Y); uma modificacdo 252, 254 ¢ 256 (p.ex., 252Y, 2547
e 256E); uma modificacao 2500 e 428L (p.ex., T250Q e M428L); e
uma modificacao 307 efou 308 (p.ex., 308F ou 308P). Ainda em outra
modalidade, a modificacdo compreende uma modificacao 265A (p.ex.,
D265A) efou 297A (p.ex., D297A). Todas as combinacbes possiveis
das mutacdes de dominio Fc anteriores, & outras mutacdes dentro dos
dominios variaveis de anticorpos divulgadas aqui, sdo contempladas
dentro do escopo da presente descricdo. Em algumas modalidades, os
anticorpos compreendem a mutacio tripla L234F/L235E/P3315 ("TM"). A
TM causa uma diminuicgo profunda na atividade de ligacdo de moléculas
de IgG1 humanas a C1q, CD64, CD32A e CD16 humanas. Ver, p.ex,,
Oganesyan ef al., Acfa Crystallogr D Biol Crystaliogr. 64: 700-704 (2008).
Anticorpos com meias-vidas aumentadas podem ser também gerados

por modificacadc de residuos de aminoacidos identificados como es-
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tando enveolvidos na interagdo entre o Fc e o receptor FeRn. Por
exemplo, a introducdo da mutaco tripla M252Y/S254T/T256E ("YTE")
no dominioc CH2 de moléculas de imunoglobulina G (IgG) humana
causa um aumento na sua ligacao ao receptor Fc neonatal humano
(FcRn). Ver Patente dos E.U.A. No. 7,083,784, os conteudos da qual
s$80 agqui incorporados por referéncia na sua totalidade. Em algumas
modalidades, os anticorpos compreendem as modificacdes YTE.

100771 De acordo com certas modalidades da presente descricdo
s80 proporcionados anticorpos anti-PAR2 compreendendo uma ou
mais mutacdes nos dominios VH e/ou VL que intensificam ou diminu-
em a ligacdo do anticorpo a PARZ, p.ex., a pH acido em comparacao
com pH neutro. Por exemplo, a presente descricdo inciui anticorpos
anti-PAR2 compreendendo uma mutacdo na regifo CDR2 (SEQ ID
NO: 4) ou uma CDR3 (SEQ ID NO: 5) do dominio VH efou na CDR3
(SEQ 1D NOC: 10) do dominic V0, em que a(s) mutacdo(bes) substi-
tui{fem) um ou mais aminoacidos por histidina & diminui(fem) a afinida-
de do dominio VH efou VL por PARZ em um ambiente acido (p.ex., no
endossomo onde o pH varia de cerca de 5,5 a cerca de 6,0). Tais mu-
tacdes podem resultar em um aumento na meia-vida no soro do anti-
corpo quando administrado a um animal. Exemplos ndo limitantes de
tais modificactes de VH incluem, p.ex., uma modificacao nas posicbes
de aminoacidos 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 15, 16 ¢ 17 de CDR2 (SEQ
IDNO:4)e 1,2, 4, 5¢e7 de CDRS (SEQ ID NO: 8). Exemplos n&o limi-
tantes de tais modificacdes de VL incluem, p.ex., uma modificacao nas
posicbes 1,2, 4,5,6,7, 8,9, 12 & 14 de CDR3 (SEQ ID NO: 10). Ain-
da em outra modalidade, a VH compreende modificacdes nas posi-
¢hes 5, 8, 12, 16 e 17 de CDR2 (SEQ ID NO: 4) e posiges 2 & 3 de
CDR3 (8EQ D NO: 5). Todas as combinacbes possiveis das muta-
¢ches de dominic VH e VL anteriores, e cutras mutacbes dentro do do-

minio Fc divuigadas aqui, s&o contempladas dentro do escopo da pre-
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sente descricdo.

10078} Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um an-
ticorpo ou seu fragmento de ligac&do ao antigeno compreendendo um
dominic variavel de cadeia pesada (VH) & um dominio variavel de ca-
deia leve (VL), em que a VH compreende: i) uma VH-CDR1 tendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 3; i) uma VH-CDRZ2 tendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 4, mas em que uma histi-
dina esta opcionalmente presente em qualguer uma ou mais das posi-
¢hes de aminoacidos correspondendo as posicdes 1-17 (pex., 4, 5 ¢
7-17) de SEQ 1D NO: 4; e iiiy uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 5, mas em que uma histidina esta opcio-
nalmente presente em qualquer uma ou mais das posicfes de amino-
acidos correspondendo as posicdes 1-8 de SEQ ID NO:. 5 eem que a
V9L compreende: i}y uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8; i) uma VL-CDR2 tendo a sequéncia de aminocacidos
de SEQ D NO: 9; e iii) uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminoaci-
dos de SEQ 1D NO: 10; mas em que uma histidina esté opcionalmente
presente em qualquer uma ou mais das posiches de amincacidos cor-
respondendo as posicdes 1-14 de SEQ 1D NO: 10, Em algumas moda-
lidades, a VH compreende: i) uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 3, i) uma VH-CDR2 tendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ 1D NO: 4, iii) uma VH-CDRS tendo a sequén-
cia de aminocacidos de SEQ ID NO: 5, e em que a VL compreende: i)
uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NQO: 8, i)
uma VL-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: g,
ity uma VL-CDRS tende a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO:
10. Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de ligacao
ac antigeno tem uma histidina na posicdo de aminoacido correspon-
dendo a qualquer uma ou mais das posicbes 7, 8, 12, 15, 16 ou 17 de

SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu fragmen-
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to de ligac&o ao antigeno tem uma histidina na posigdo de aminoacido
correspondendo a qualguer uma ou mais das posicbes 2 ou 3 de SEQ
1D NO: 5. Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de
ligacao ao antigeno tem uma histidina na posicdo de aminoacido cor-
respondendo a qualquer uma ou mais das posicbes 1, 5, 6 ou 14 de
SEQ 1D NO: 10. Em algumas modalidades, uma histidina esta presen-
te nas posiches de aminocacidos correspondendo as posicdes 5, 8, 12,
16 e 17 de SEQ ID NO: 4; e em que uma histidina esta presente nas
posicbes de amincacidos correspondendo as posicbes 2 e 3 de SEQ
D NO: 5. Em algumas modalidades, a VH-CDR2 compreende uma
sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo consistindo em: SEQ
ID NOs: 4, 14, 24, 34, 44, 54 64, 74, 84, 94, 104, 114, 124, 134, 144,
154, 164, 174, 184, 194, 204, 214, 224, 234, 244, 254, 264, 274, 284,
294, 304, 314, 324, 334, 344, 354, 364, 374, 384, 394, 404, 414, 424,
434, 444, 454, 484 474, 484, 494 504, 514, 524, 534, 544, 554, 564,
574, 584, 594, 604, 614, 624, 634, 644, 654, 664, 674, 684, 694, 704,
714, 724, 734, 744, 754, 764, 774, 784, 794, ¢ 811-818. Em algumas
modalidades, a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoaci-
dos selecionada do grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 5, 15, 25, 35,
45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115, 125, 135, 145, 155, 165, 175, 185,
195, 205, 215, 225, 235, 245, 255, 265, 275, 285, 295, 305, 315, 325,
335, 345, 355, 365, 375, 385, 395, 405, 415, 425, 435, 445, 455, 465,
475, 485, 495, 508, 515, 525, 535, 545, 555, 565, 575, 585, 595, 605,
615, 625, 635, 645, 655, 665, 675, 685, 695, 705, 715, 725, 735, 745,
755, 765, 775, 785, 795, e 819-820. Em algumas modalidades, a VL-
CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo consistindo em: SEQ 1D NCs: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 220, 230,
240, 250, 260, 270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 380, 370,
380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460, 470, 480, 490, 500, 510,
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520, 530, 540, 550, 5680, 570, 580, 590, 800, 610, 620, 630, 640, 650,
660, 670, 680, 690, 700, 710, 720, 730, 740, 750, 760, 770,780,790 &
800. Em algumas modalidades, a VH-CDRZ compreende uma se-
guéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 14; em que a
VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos corresponden-
do a SEQ 1D NO: 15, e em que a VL-CDRS3 compreende uma sequén-
cia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 20, Em algumas
modalidades, a VH-CDR2 compreende uma sequéncia de aminoaci-
dos correspondendo a SEQ 1D NO: 811; a VH-CDR3 compreende uma
sequéncia de aminocacidos correspondendo a SEQ ID NC: 818 e a VL-
CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 10 ou 20. Em algumas modalidades, a VH-CDR2 com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D
NO: 814; a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondende a SEQ 1D NO: 820 e a VL-CDRS3 compreende uma
sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 10 ou 20.
Em algumas modalidades, a VH-CDR2 compreende uma sequéncia
de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 816; a VH-CDR3 com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D
NO: 15 e a VL-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos cor-
respondendo a SEQ ID NO: 10 ou 20. Em algumas modalidades, a
VH-CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos corresponden-
do a SEQ ID NO: 818; & VH-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 15 e a VL-CDR3 compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO:
10 ou 20. Em aigumas modalidades, a VH compreende regifes de ar-
cabouco gue sao cada uma pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idénticas a SEQ ID
NOs: 803-806. Em algumas modalidades, a VL compreende regides

de arcabouco que s8o cada uma pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%,
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idénticas a SEQ
ID NOs: 807-810. Em algumas modalidades, a VH compreende uma
sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a qual-
guer uma das sequéncias selecionadas do grupo consistindo em: SEQ
1D NQs: 2,12, 22, 32, 42, 52, 82, 72, 82, 92, 102, 112, 122, 132, 142,
152, 162, 172, 182, 192, 202, 212, 222, 232, 242, 252, 262, 272, 282,
292, 302, 312, 322, 332, 342, 352, 362, 372, 382, 392, 402, 412, 422,
432, 442, 452, 482, 472, 482, 492 502, 512, 522, 532, 542, 552, 562,
572, 582, 592, 602, 612, 622, 632, 642, 6852, 662, 672, 682, 692, 702,
712,722, 732, 742, 752, 762, 772, 782, e 792. Em algumas modalida-
des, a VL compreende uma sequéncia de aminocacidos gue é pelo me-
nos 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
98% ou 100% idéntica a qualquer uma das sequéncias selecionadas
do grupo consistinde em: SEQ 1D NOs: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77,
87, 97, 107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187, 197, 207, 217,
227, 237, 247, 257, 267, 277, 287, 297, 307, 317, 327, 337, 347, 357,
367, 377, 387, 397, 407, 417, 427, 437, 447, 457, 467, 477, 487, 497,
507, 517, 527, 537, 547, 557, 567, 577, 587, 597, 607, 817, 627, 637,
647, 857, 667, 677, 687, 697, 707, 717, 727, 737, 747, 757, 767, 777,
787, e 797. Em algumas modalidades, a VH compreende uma se-
quéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 12 e a VL
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
1D NO: 17. Em algumas modalidades, a VH compreende uma sequén-
cia de aminoéacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 821 e a VL com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D
NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende uma se-
quéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 824 e a VL
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ

1D NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende uma se-
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guéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 827 e a VL
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
1D NO: 7 ou 17. Em algumas modalidades, a VH compreende uma se-
quéncia de aminocacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 831 e a VL
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
1D NO: 7 ou 17,

[0079] A presente descricac inclui também anticorpos anti-PARZ
compreendendo uma regido constante de cadeia pesada (CH) quimeé-
rica, em que a regido CH quimérica compreende segmentos derivados
a partir das regites CH de mais do que um isotipo de imunoglobulina.
Por exemplo, os anticorpos da descricdo podem compreender uma
regigdo CH quimérica compreendende parte ou todo de um dominio
CH2 derivado a partir de uma molécula 1gG+ humana, 1gG:z humana ou
igGs humana combinada com parte ou todo de um dominio CH3 deri-
vado a partir de uma molécula 1gG+ humana, lgG: humana ou lgGs
humana. De acordo com certas modalidades, os anticorpos da descri-
¢ao compreendem uma regido CH gquimérica tendo uma regido de
charneira quimérica. Por exemplo, uma charneira gquimérica pode
compreender uma sequéncia de aminoacidos de "charneira superior”
(residuos de aminoéacidos a partir das posicdes 216 até 227 de acordo
com numeracao de EU) derivada a partlir de uma regido charneira de
lgGy humana, 1gG2 humana ou IgGs humana, combinada com uma se-
quéncia de "charneira inferior” (residuos de aminoacidos a partir das
posicdes 228 até 236 de acordo com numeracéo de EU) derivada a
partir de uma regido charneira de IgGy humana, 1gG: humana ou IgGs
humana.

100801 De acordo com certas modalidades, a regiao de charneira
quimérica compreende residuos de aminoacidos derivados a partir de
uma charneira superior de 1gG+ humana ou IgGs humana e residuos

de aminoacidos derivados a partir de uma charmneira inferior de IgG:
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humana. Um anticorpo compreendendo uma regido CH quimerica co-
mo descrita agui pode, em certas modalidades, exibir funcdes efetoras
de Fc modificadas sem afeta adversamente as propriedades terapéuti-
cas ou farmacocingticas do anticorpo. (Ver, p.ex., US 2015-0203591
At

10081} A presente invencdo inclui anticorpo ou fragmentos de liga-
cao ao antigeno anti-PARZ2 que interagem com um ou mais aminoaci-
dos de PARZ2. O epitopo ao qual os anticorpos se ligam pode consistir
em uma unica sequéncia continua de 3 cu mais (p.ex., 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais) amincacidos de
PARZ. Alternativamente, o epitopo pode consistir em uma pluralidade
de amincacidos (ou sequéncias de aminoacidos) nao conliguos de
PARZ.

[0082] Varias técnicas conhecidas de peritos na técnica podem ser
usadas para determinar se um anticorpo "interage com um ou mais
aminoacidos” dentro de um polipeptidec ou proteina. Técnicas exem-
plificativas incluem, p.ex., ensaio de bloqueio cruzado de rotina tal co-
mo agquele descrito em Antibodies, Harlow & Lane (Cold Spring Harbor
Press, Cold Spring Harb., NY), analise mutacional de rastreio de alani-
na, analise de transferéncia de peptideos (Reineke, 2004, Mefhods
Mol Biol 248. 443-463) e analise de clivagem de peptideos. Adicional-
mente, métodos tais como excisdo de epilopos, extracdo de epitopos
e modificacdo quimica de antigenos podem ser empregues {Tomer,
2000, Protein Science 9: 487-496). Outro método que pode ser usado
para identificar os aminoacidos dentro de um polipeptides com o qual
um anticorpo interage € permuta de hidrogénio/deutério por especiro-
metria de massa. Em termos gerais, o método de permuta de hidrogé-
nic/deutério envolve marcacdo com deutério da proteina de interesse,
seguida por ligacéo do anticorpo a proteina marcada com deutério. De

seguida, o complexo proteina/anticorpo € transferido para agua para
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permitir a ocorréncia de permuta de hidrogénio-deutério excelo para
residuos protegidos pelo anticorpo (que permanece marcado com deu-
tério). Apds dissociacdo do anticorpo, a proteina alvo @ sujeita a cliva-
gem com protease & analise de espectrometria de massa, revelando
deste modo os residuos marcados com deutério que correspondem
aos aminoacidos especificos com 0s quais o anticorpo interage. Ver,
p.ex., Ehring (1999} Analytical Biochemistry 267 (2). 252-259; Engen e
Smith (2001} Anal. Chem. 73: 256A-265A.

10083} A presente invencdo inclui adicionalmente anticorpos ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno anti-PAR2 que se ligam ao
mesmo epitopo que qualguer um dos anticorpos ou fragmentos de -
gacéo ao antigeno descritos aqui (p.ex., um anticorpo ou fragmento de
ligacao ao antigeno compreendendo as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 12 e 17). Do mesmo modo, a presente invencdo inclui
também anticorpos e fragmentios de ligacdo ac antigeno anti-PARZ
que competem quanto a ligacao a PARZ com gqualquer um dos anti-
corpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno descritos aqui {(p.ex., um
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno compreendendo as se-
quéncias de aminoacidos de SEQ 1D NOs: 12 e 17). O trabalhador pe-
rito pode faciimente determinar se um anticorpo se liga ao mesmo epi-
topo que, ou compete quanto a ligacdo com, um anticorpo anti-PARZ
de referéncia por uso de metodos de rotina conhecidos na técnica e
exemplificados aqui. Por exemplo, para se determinar se um anticorpo
de teste se liga ac mesmo epitopo que um anticorpo anti-PARZ de re-
feréncia da descricdo, € permitido que o anticorpo de referéncia se li-
gue a uma proteina PARZ2. De seguida, a capacidade de um anticorpo
de teste de se ligar a molécula de PARZ e avaliada. Se ¢ anticorpo de
teste for capaz de se ligar a PARZ apoés ligacdo de saturagdo com o
anticorpo anti-PARZ de referéncia pode ser concluido que o anticorpo

de teste se liga a um epitopo diferente do que o anticorpo anti-PARZ
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de referéncia. Por outlro fado, se o anticorpo de teste ndo for capaz de
se ligar a molécula de PARZ apds ligacao de saturacdo com o anticor-
no anti-PARZ2 de referéncia, entdo o anticorpo de teste pode se ligar ao
mesmo epitopo que ¢ epitopo ligado pelo anticorpo anti-PARZ2 de refe-
réncia da descricao. Experimentacao de rotina adicional (p.ex., muta-
¢ao de peplideos e analises de ligacéo) pode ser depois levada a cabo
para confirmar se a auséncia observada de ligacdo do anticorpo de
teste é de fato devida a ligacdo aoc mesmo epitopo que o anticorpo de
referéncia ou se © blogueio estérico (ou oulro fendmeno) € responsa-
vel pela auséncia de ligacao observada. As experiéncias deste tipo
podem ser realizadas usando ELISA, RIA, Biacore, citometria de fluxo
ou qualquer outro ensaio de ligacdo de anticorpos quantitativo ou qua-
litativo disponivel na técnica. De acordo com certas modalidades da
presente descricdo, dois anticorpos se ligam aoc mesmo epitopo (ou
epitopo sobreposto) se, p.ex., um excesso de 1, 5, 10, 20 cu 100 ve-
zes de um anticorpe inibir a ligacdo do cutro em pelc menos 50% mas
preferencialmente 75%, 90% ou mesmo 98% como medido em um en-
saio de ligacdo competitiva (ver, p.ex., Junghans ef al, Cancer Res.
1990: 50: 1495-1502).

[0084] Alternativamente, dois anticorpos sdo considerados como
se ligante ao mesmo epitopo se essencialmente todas as mutagdes de
aminocacidos no antigeno que reduzem ou eliminam a ligacao de um
anticorpo reduzirem ou eliminarem a ligacdo do outro. Dois anticorpos
sao considerados como tendo "epitopos sobrepostos” se somente um
subconjunto de mutacbes de aminoacidos que reduzem ou eliminam a
ligacdo de um anticorpo reduzir ou eliminar a ligacao do outro.

10085] Para determinar se um anticorpo compete quanto a ligacao
{ou compete de modo cruzado gquanto a ligacdo) com um anticorpo
anti-PAR2 de referéncia, a metodologia de ligacdo acima descrita é

realizada em duas orientacdes. Em uma primeira orientacac € permiti-
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do que o anticorpo de referéncia se ligue a uma proteina PARZ sob
condicdes de saturacio seguido por avaliacdo da ligacio do anticorpo
de teste a molécula de PARZ. Em uma segunda orientacao é permitido
que o anticorpe de este se ligue a uma molécula de PARZ sob condi-
¢ches de saturacdo seguido por avaliacdo da ligacao do anticorpo de
referéncia a molécula de PARZ2. Se, em ambas as orientagdes, somen-
te o primeiro anticorpo (saturante) for capaz de se ligar a molécula
PARZ, entdo & concluido gue o anticorpo de teste e o anticorpo de re-
feréncia competem quanto a ligacdo a PARZ2. Como sera apreciado
por um peritc na técnica, um anticorpo que compete quanto a ligacéo
com um anticorpo de referéncia pode ndo se ligar necessariamente ao
mesmo epitopo que ¢ anticorpo de referéncia, mas pode bloquear es-
tericamente a ligacdo do anticorpe de referéncia por ligacdo a um epi-
topo sobreposto ou adjacente.

10086} Métodos para geracao de anticorpos monocionais, incluindo
anticorpos monoclonais fotaimente humanos, s&o conhecidos na téc-
nica. Quaisquer {ais métodos conhecidos podem ser usados no con-
texto da presente descricdo para fabricar anticorpos humanos gue se
ligam especificamente a PARZ humana.

10087} Usando tecnologia VELOCIMMUNE™, por exemplo, ou
qualquer outro método conhecido para geracdo de anticorpos mone-
clonais totaimente humanos, anticorpos contra PARZ guiméricos de
elevada afinidade s&o inicialmente isolados tendo uma regido variavel
humana e uma regiao constante de camundongo. Como na secio ex-
perimental em baixo, os anticorpos s&o caracterizados e selecionados
guanto a caracleristicas desejaveis, incluindo afinidade, seletividade,
epitopo, efc. Se necessario, as regides constanies de camundongo
s&o substituidas por uma regido constante humana desejada, por
exemplo lgG1 ou IgGs de tipo selvagem ou modificada, para gerar um

anticorpo anti-PARZ totalmente humano. Embora a regido constanie
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selecionada possa ser variada de acordo com 0 uso especifico, as ca-
racteristicas de ligacdo ao antigeno com elevada afinidade e especifi-
cidade pelo alvo residem na regido variavel. Em cerios casos, os anti-
corpos anti-PARZ totaimente humanos séo isolados diretamente a par-
tir de células N positivas guanto ao antigeno.

0088] Os anticorpos anti-PARZ e fragmentos de anticorpos da
presente descricio englobam proteinas tendo sequéncias de aminoa-
cidos gue podem variar daguelas dos anticorpos descrifos, mas gue
retém a capacidade de se ligarem a PARZ (p.ex., SEQ ID NO: 801) ou,
mais especificamente em ailgumas modalidades, um ligante ligado a
PARZ (p.ex., SEQ ID NO: 802). Tais anticorpos e fragmentos de anti-
corpos variantes compreendem uma ou mais adicbes, delecbes ou
substituicbes de aminoacidos guando comparados com uma sequén-
cia original, mas exibem atividade biologica que & essencialments
equivalente aquela dos anticorpos descritos. Do mesmo modo, as se-
quéncias de DNA codificando anticorpos anti-PAR2 da presente des-
cricdo englobam sequéncias que compreendem uma ou mais adicdes,
delecbes ou substituicbes de nucleotideos guande comparadas com
as sequéncias divulgadas, mas que codificam um anticorpo anti-PARZ2
ou fragmento de anticorpo que € essencialmente bicequivalente a um
anticorpo anti-PARZ ou fragmento de anticorpo da descricdo. Exem-
plos de tais sequéncias de aminoacidos & DNA variantes s&o discuti-
dos acima.

10089] Dois anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno séo
considerados bicequivalenties se, por exemplo, forem equivalentes
farmacéuticos ou slternativas farmacéuticas cuja taxa e extenséo de
absorcéo ndo mostrem uma diferenca significativa quando administra-
dos a mesma dose molar sob condicbes experimentais similares, dose
unica ou dose multipla. Alguns anticorpes ou fragmentos de ligacéo ao

antigeno serao considerados equivalentes ou alternativas farmacéuti-
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cas se forem equivalenies na extenséo de sua absorcdo mas ndo em
sua taxa de absorcdo e podem todavia ser considerados bioeguivalen-
tes porgue tais diferencas na taxa de absorcdo sdo intencionais e es-
tao refletidas na rotulagem, n&o s&o essenciais para o© alcance de con-
centracbes efetivas de farmaco no corpo, p.ex., uso cronico, e sdo
consideradas medicamente insignificantes para o produto de farmaco
particular estudado.

10080} Em algumas modalidades, dois anticorpos ou fragmentos
de ligaco ao antigeno s8o bicequivalentes se ndo existirem diferen-
cas clinicamente significativas na sua seguranca, pureza e poténcia.
(0081} Em algumas modalidades, dois anticorpos ou fragmentos
de ligacdo ao antigeno s&o bicequivalentes se um paciente puder ser
trocado uma ou mais vezes entre o produto de referéncia & o produto
bioldgico sem um aumento esperado no risco de efeitos adversos, in-
ciuindo uma mudanca clinicamente significativa na imunogenicidade,
ou eficacia diminuida, em comparacdo com terapia continuada sem {al
froca.

10022} Em algumas modalidades, dois anticorpos ou fragmentos
de ligaco ao antigeno sdo bioequivalentes se ambos atuarem por um
Mecanismo ou mecanismos de acdo comuns para a condigéo ou con-
dicbes de uso, na medida em gue {ais mecanismos sejam conhecidos.
10083] A bioeguivaléncia pode ser demonstrada por metodos in
vivo e in vifro. As medidas de bicequivaléncia incluem, p.ex., (8) um
teste in vivo em humanos ou outros mamifercs, no qual a concentra-
c¢éo do anticorpo ou seus metabolitos é medida no sangue, plasma,
soro ou outro fluide bicldégico como uma funcéo do tempo; (b) um teste
in vifro que foi correlacionado com e é razoavelmente preditor de da-
dos de biodisponibilidade in vivo em humanos,; ¢} um teste in vivo em
humanos ou outros mamiferos no qual o efeito farmacoldgico agudo

apropriado do anticorpo (ou seu alvo) € medido como uma funcao do
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tempo; e (d) em um ensaio clinico bem controlado que estabeleca se-
guranca, eficacia ou biodisponibilidade ou bicequivaléncia de um anti-
COrpo.

10094] As varianies bioequivalenties de anticorpos anti-PARZ da
descricao podem ser construidas, por exemplo, fazendo varias substi-
tuicbes de residuos ou sequéncias ou deletando residuos ou sequén-
cias terminais ou internos nao necessarios para a atividade hicldgica.
Por exemplo, residuos de cisteina ndo essenciais para a atividade bio-
logica podem ser deletados ou substituidos por oulros aminocacidos
para prevenir a formacac de pontes de dissulfelo intramoleculares
desnecessérias ou incorretas apods renaturacdo. Em outros contextos,
0s anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno bicequivalentes
podem incluir variantes de anticorpos anti-PARZ compreendendo mu-
dancas de aminoacidos que modificam as caracleristicas de glicosila-
¢ao dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno, p.ex., muta-
ces que eliminam ou removem a glicosilacao.

[0085] A presente descricdo, de acordo com certas modalidades,
proporciona anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno anti-
PARZ gue se ligam a PARZ humano, mas ndo a PAR2 de oulras es-
pécies. A presente descricdo inclui tambeém anticorpos anti-PAR2 que
se ligam a PARZ humano & a PARZ de uma ou mais espécies ndo
humanas. Por exemplo, os anticorpos anti-PARZ da descricdo podem
se ligar a PARZ humano e podem se ligar ou ndo, conforme o caso, a
um ou mais de PARZ de camundongo, rato, porquinho-da-india, hams-
ter, gerbil, porco, gato, céo, coelho, cabra, ovelha, vaca, cavalo, came-
o, macaco cinemolgo, sagui, rhesus ou chimpanzé. De acordo com
certas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao anti-
geno se ligam a PARZ em células A549 humanas, células KNRK de
rato, células CYNOM-K1 de macaco cinomolgo ou células LL/Z de ca-

mundongo.
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10096} A descricgdo engloba anticorpos monoclonais anti-PAR2
conjugados a uma fracdo terapéutica ("imunoconjugado™), tal como
uma citotoxina, um guimioterapéutico, um IMUNOSSUPressor ou um ra-
dicisdtopo. Exemplos de agentes citotdxicos e agentes quimioterapéu-
ticos adequados para formacido de imunoconjugados sao conhecidos
na técnica (ver, por exemplo, WO 05/103081).

10087] Em algumas modalidades, os anticorpos da presente des-
cricdo podem ser monoespecificos, biespecificos ou multiespecificos.
Os anticorpos multiespecificos podem ser especificos por diferentes
epitopos de um polipeptidec alvo ou podem conter dominios de liga-
¢cao ao antigeno especificos de mais do que um polipeptideo alvo.
Verp.ex., Tult ef al., 1991, J Immunol 147. 60-69; Kufer et al., 2004,
Trends Biotechnol. 22. 238-244. Os anticorpos ou fragmentos de liga-
¢cao ao antigeno anti-PARZ2 da presente descricdo podem ser ligados a
ou coexpressos com outra molécula funcional, p.ex., outro peptides ou
proteina. Por exemplo, um anticorpo ou seu fragmenio de ligacdo ao
antigeno pode ser funcionalmente ligado (p.ex., por acoplamento qui-
mico, fus&o genética, associacdo ndo covalente ou de outro modo) a
uma ou mais outras entidades moleculares, tal como outro anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno para produzir um anticorpo bies-
pecifico ou multiespecifico com uma segunda especificidade de liga-
¢ao. Por exemplo, a presente descricdo inclui anticorpos biespecificos
em que um braco de uma imunogiobulina é especifico de PARZ2 hu-
mano ou um seu fragmenio e ¢ oulro braco da imunoglobulina € espe-
cifico de um segundo alvo terapéutico ou esta conjugado a uma fragéo
terapéutica.

10098} Um formato de anticorpo ou fragmento de ligagao ac anti-
geno biespecifico exemplificativo gue pode ser usado no contexto da
presente descricdo envolve o uso de um primeiro dominio CH3 de

imunoglobulina (Ig) e um segundo dominio CH3 de Ig, em que os pri-
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meiro e segundo dominios CH3 de g diferem um do outro por pelo
Menos um aminoacido, e em que pelo menos uma diferenca de ami-
noacido reduz a ligacdo do anticorpo biespecifico a Proteina A em
comparacac com um anticorpo biespecifico nao tendo a diferenca de
aminoacido. Em uma modalidade, o primeiro dominio CH3 de igG se
liga a Proteina A & o segundo dominio CH3 de igG contém uma muta-
cao que reduz ou abole a ligacdo da Proteina A fal como uma modifi-
cagdo HI5R (por numeracado de éxons de IMGT, H435R por numera-
¢cago de EU). O segundo CH3 pode adicionaimente compreender uma
maodificacao YO6F (por IMGT,; Y436F por EU). Modificacbes adicionais
que podem ser encontradas dentro do segundo CH3 incluem: D16E,
L18M, N44S, K5E2N, VB7M e V82l (por IMGT,; D356E, L358M, N38485,
K392N, V397TM e V422! por EU) no caso de anticorpos IgG:; N44S,
K52N e V821 (IMGT,; N3848, K392N e V4221 por EU) no caso de anti-
corpos IgGz; e Q15R, N448, KE2N, V57M, RESK, E79Q e V82! (por
IMGT,; Q355R, N384S, K392N, V3O7TM, R408K, E418Q e V4221 por
EU) no caso de anticorpos 1gGs. Variacbes no formato de anticorpos
biespecificos descrite acima s8¢ contempladas dentro do escopo da
presente descricio.

10099} Outros formatos biespecificos exemplificativos que podem
ser usados no contexto da presente descricdo incluem, sem limitagao,
formatos biespecificos a base de scFv ou de diacorpos, fusdes IgG-
scFy, (DVD)-lg de dominio variavel dual, Quadroma, knobs-into-holes,
cadeia leve comum {(p.ex., cadeia leve comum com knobs-info-holes,
etc.), CrossMab, CrossFab, (SEED)corpo, fecho de leucinas, Duohody,
lgG1/1gGe, Fab (DAF)-igG de atuacdo dual e formatos biespecificos
de Mab<2> (ver, p.ex.., Klgin ef al. 2012, mAbs 4: 6, 1-11 e referéncias
citadas ai, para uma revisdo dos formatos anteriores). Os anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno biespecificos podem ser tam-

hém construidos usando conjugacao peptidec/acido nucleico, p.ex.,
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em gue aminoacidos ndo naturais com reatividade quimica ortogonal
sao usados para gerar conjugados anticorpo-oligonuclectideo sitio-
especificos que depois se automontam em complexos multimericos
com cComposicao, valéncia e geometria definidas. (Ver, p.ex., Kazane
eftal, J Am. Chem. Soc. [Epub: 4 dez., 2012]).
C. Acidos Nucleicos e Sisfemas de Expressdo

[00100] Em algumas modalidades, a descricio proporciona um ack-
do nucleico capaz de expressar quaiquer um dos anticorpos ou frag-
mentos de ligacdoe ao antigeno divuigados aqui. Os acidos nucleicos
podem ser moléculas de DNA ou RNA, de fita unica ou fita dupla. Em
modalidades adicionais, as sequéncias de acido nucleico do anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno podem ser isoladas, recombinan-
tes efou fundidas com uma sequéncia de nucleotideos heterdloga, ou
em uma biblioteca de DNA. Em algumas modalidades, o acido nuclei-
co compreende uma sequéncia de nuclectideos que € pelo menos
B80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 98% ou
100% idéntica a qualquer uma de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51,
61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201,
211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341,
351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481,
491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 581, 601, 611, 621,
831, 641, 651, 661, 671, 681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761,
771, 781, efou 791. Em algumas modalidades, o acido nucleico com-
preende uma sequéncia de nuclectidecs que € pelo menos 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100%
idéntica a qualquer uma de SEQ ID NOs: 6, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76,
86, 96, 106, 118, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 2186,
226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356,
366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496,
506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636,
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646, 656, 666, 676, 686, 696, 708, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776,
786, efou 796. Em algumas modalidades, o acido nucleico compreen-
de uma sequéncia de nucleotideos que é pelo menos 80%, 85%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a
SEQID NO: 1, 8, 11 efou 16.

[00101] Em certas modalidades, os acidos nucleicos codificando
anticorpos ou fragmentos de ligacéo ac antigeno incluem também se-
guéncias de nuclectideos gue hibridam sob condicbes altamente es-
tringentes com um peolinuclectideo codificando qualguer uma das se-
quéncias de nucleotideos de anticorpos ou fragmentos de ligacido ac
antigeno acima mencionadas ou suas sequéncias complementares.
Em algumas modalidades, 0s acidos nucleicos hibridam sob condicbes
altamente estringentes com um polinuclectideo codificandc uma se-
quéncia de aminoacidos gue é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 87%, 98%, 99% ou 100% idéntica a qual-
quer uma de SEQ 1D NOs: 2, 12, 22, 32, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102,
112, 122, 132, 142, 152, 162, 172, 182, 192, 202, 212, 222, 232, 242,
252, 262, 272, 282, 292, 302, 312, 322, 332, 342, 352, 362, 372, 382,
392, 402, 412, 422, 432, 442, 452, 462, 472, 482, 492, 502, 512, 522,
532, 542, 552, 562, 572, 582, 592, 602, 612, 622, 632, 642, 6852, 662,
672, 682, 692, 702, 712,722,732, 742, 752, 762, 772, 782, ¢ 792. Em
algumas modalidades, os acidos nucleicos hibridam sob condicdes
altamente estringentes com um polinuclectides codificando uma se-
guéncia de aminocacidos que é pelo menos 80%, 85%, 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a qual-
quer uma de SEQ 1D NOs: 7, 17, 27, 37, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107,
117, 127, 137, 147, 157, 167, 177, 187, 197, 207, 217, 227, 237, 247,
257, 267, 277, 287, 297, 307, 317, 327, 337, 347, 357, 367, 377, 387,
397, 407, 417, 427, 437, 447, 457, 467, 477, 487, 497, 507, 517, 527,
537, 547, 557, 587, 577, 587, 597, 807, 617, 827, 637, 647, 657, 667,
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677, 687, 697, 707, 717, 727, 737, 747, 757, 767, 777, 787, e 797. Um
perito na técnica entendera prontamente que as condicdes de estrin-
géncia apropriadas que promovem a hibridacdo de DNA podem ser
variadas. Por exemplo se poderia realizar a hibridacao a 6,0 x cloreto
de sédio/citrato de sbdio (SSC) a cerca de 45 °C, seguida por uma la-
vagem de 2,0 x SSC a 50 °C. Por exemplo, a concentracio de sal no
passo de lavagem pode ser selecionada de uma baixa estringéncia de
cerca de 2,0 x SSC a 50 °C a uma elevada estringéncia de cerca de
0,2 x SSC a 50 °C. Adicionaimente, a temperatura no passo de lava-
gem pode ser aumentada de condicbes de baixa estringéncia a tempe-
ratura ambiente, cerca de 22 °C, a condicbes de elevada estringéncia
a cerca de 65 °C. Tanto a temperatura como o sal podem ser variados,
ou a temperatura ou concentragcao de sal pode ser mantida constante
enquanto a outra variavel é mudada. Em uma medalidade, a descricao
proporciona acidos nucleicos que hibridam sob condictes de baixa es-
fringéncia de 6 x S5C a temperatura ambiente seguida por uma lava-
gem a 2 x SSC a temperatura ambiente.

[00102] Os acidos nucleicos isolados que diferem dos acidos nu-
cleicos codificando o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antige-
no devido a degenerescéncia no codigo genético estéo tambem dentro
do escopo da descricdo. Por exemplo, um numero de aminocacidos €
designado por mais do que um tripleto. Os cbdons que especificam o
mesmo aminoacido, ou sinénimos (por exemplo, CAU e CAC séo si-
nénimos de histiding), podem resultar em mutacbes "silenciosas” que
ndo afelam a sequéncia de aminoacidos da proteina. No entanto € es-
perado que polimorfismos de sequéncias de DNA que levem a mudan-
cas nas sequéncias de aminoacidos das proteinas em questdo existi-
rao entre celulas de mamifero. Um perito na técnica apreciara que es-
tas variacGes em um ou mais nucleotideos (ate cerca de 3-5% dos nu-

cleotideos) dos acidos nucleicos codificando uma proteina particular
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podem existir entre individuos de uma dada espécie devido a variacéo
alélica natural. Qualgquer uma das e todas iais variagbes de nucleoti-
deos e polimorfismos de aminoacidos resultantes estdo dentro do es-
copo desta descricdo.

[00103] Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um ve-
tor compreendendo qualquer um dos acidos nucleicos divulgados aqui.
Em algumas modalidades, a descricdo proporciona uma célula hospe-
deira compreendendo qualquer um dos vetores divulgados aqui.
[00104] Né&o obstante quando um anticorpo da descricdo € um anti-
corpo ou um fragmento de ligacdo ao antigeno de comprimento {otal,
0s anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno da descricdo po-
dem ser recombinantemente expressos em linhas de células. Em es-
tas modalidades, as sequéncias codificando anticorpos ou fragmentos
de ligacéo ao antigeno pariiculares podem ser usadas para transfor-
macao de uma célula hospedeira adequada, tal como uma célula hos-
pedeira de mamifero ou uma célula hospedeira de levedura. e acordo
com estas modalidades, a transformacdo pode ser alcancada usando
qualquer metodo conhecido para introducdo de polinucieotidecs em
uma célula hospedeira, incluindo, por exemplo, empacotamento do
polinuclectideo em um virus (ou em um vetor viral) e transducéo de
uma célula hospedeira com o virus {(ou vetor) ou por procedimentos de
transfeccéo conhecidos na técnica. Geralmente, o procedimento de
transformacéo usado pode depender do hospedeiro a ser transforma-
do. Os métodos para introducao de polinucliectideos heterdlogos em
células de mamifero sdo bem conhecidos na técnica & incluem, mas
nao estéo limitados a, transfeccdo mediada por dextrane, precipitacdo
com fosfato de calcio, transfeccdo mediada por polibreno, fusao de
protoplastos, eletroporacéo, encapsulacéo do(s) polinuclectideo(s) em
lipossomos e microinjecdo direta do DNA em nucleos.

[00105] De acordo com certas modalidades da descricdo, uma mo-
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lecula de acido nucleico codificando a sequéncia de aminocacidos de
uma regido constante de cadeia pesada (toda ou uma porcdo), uma
regido variavel de cadeia pesada da descricdo, uma regido constante
de cadeia leve ou uma regido variavel da cadeia leve da descricdo €
inserida em um vetor de expressdo apropriado usando técnicas de li-
gacéo padrao. Em uma modalidade preferencial, a regido constante de
cadeia pesada ou leve € anexa ao terminal C da regiao variavel apro-
priada e estd ligada em um vetor de expressio. O vetor & tipicamente
selecionado para ser funcional na célula hospedeira particular empre-
gue {i.e., o vetor &€ compativel com a maquinaria da celula hospedeira
tal que a amplificacdo do gene e/ou expressdo do gene possam ocor-
rer). Para uma revis8o de vetores de expressdo ver Goeddel (ed),
1990, Meth. Enzymol. Vol. 185, Academic Press. N.Y. No contexto da
expressdo de anticorpos, tanto a cadeia pesada como & leve podem
ser expressas a partir do mesmo vetor {(p.ex., a parlir dos mesmos
promotores ou promotores diferentes presentes no mesmo vetor) ou
as cadeias pesada e leve podem ser expressas a partir de vetores di-
ferentes. Em certas modalidades, as cadeias pesada e leve s80 ex-
pressas a partir de vetores diferentes que séo transfectados na mesma
célula hospedeira e coexpressos. Ndo obstante guando as cadeias
pesada e leve 880 expressas na mesma célula hospedeira a partir do
mesmo vetor ou um vetor diferente, as cadeias podem depois se as-
sociar para formar um anticorpo (ou fragmento de anticorpo, depen-
dendo das porcdes da cadeia pesada e leve sendo expressas).

[00108] Tipicamente, os velores de expressao usados em qualquer
uma das células hospedeiras conterdo sequéncias para manutencéo
do plasmideo e para clonagem e expressao de sequéncias de nucleo-
tideos exogenas. Tais sequéncias, coletivamente referidas como "se-
quéncias flanqueantes” em certas modalidades incluirdo tipicamente

uma ou mais das seguintes sequéncias de nucleoctideos: um promotor,
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uma ou mais sequéncias intensificantes, uma origem de replicacéo,
uma sequéncia de terminacao transcricional, uma sequéncia de intron
completa contendo um local de splice dador e aceitador, uma sequén-
cia codificando uma sequéncia lider para secrecao de polipeptideos,
um local de ligacdo ao ribossomo, uma sequéncia de poliadenilacéo,
uma regido poliligante para insercdo do acido nucleico codificando o
polipeptidec a ser expressc e um elemento marcador selecionavel.
Estas porgdes de vetores s@o bem conhecidas, & existem numerosos
vetores geralmente disponiveis que podem ser selecionados e usados
para a expressaoc de proteinas. Se podem prontamente selecionar ve-
tores com base na célula hospedeira ¢ aplicacdo desejadas.

[00107] Uma origem de replicacdo € lipicamente uma parte daque-
les vetores de expressao procaridtica adquiridos comercialmente, e a
origem auxilia na amplificacdo do vetor em uma célula hospedeira. Se
o vetor de escolha ndo contém um local de origem de replicacdo, um
pode ser quimicamente sintetizado com hase em uma sequéncia co-
nhecida e ligado ao vetlor. Por exemplo, a origem de replicacdo do
plasmideo pBR322 (New England Biolabs, Beverly, Mass.) é adequa-
da para a maioria das bactérias Gram-negativas e varias origens virais
(p.ex., SV40, polioma, adenovirus, virus da estomatite vesicular (VSV)
ou papilomavirus tais como HPV ou BPV) s&o uteis para clonagem de
vetores em células de mamifero. Geralmente, ¢ componente de ori-
gem de replicacdo ndo € necessario para vetores de expressio de
mamifero {por exemplo, a origem de SV40 ¢ frequentemente usada
somente porgue contém também o promotor inicial do virus).

[00108] Os vetores de expressao e clonagem da descricdo conterao
tipicamente um promotor que € reconhecido pelo organismo hospedei-
ro e operacionalmente ligado a molécula codificando a cadeia pesada
efou leve. Os promotores sao sequéncias nao transcritas localizadas a

montante (i.e., 5 do codon de partida de um gene estrutural (geral-
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mente dentro de cerca de 100 a 1000 pb) que controlam a transcricéo
do gene estrutural. Os promotores s&o convencionaimente agrupados
em uma de duas classes: promotores indutiveis e promotores constitu-
tivos. Os promotores indutiveis iniciam niveis aumentados de transcri-
¢cao a partir do DNA sob seu controle em resposta a alguma mudanca
nas condicbes de cultura, tal como a presenca ou auséncia de um nu-
friente ou uma mudanca na temperatura. Os promotores constitutivos,
por outro lado, iniciam a producédo continua de produtos de gene; isto
&, existe pouco ou nenhum controle sobre a expressédo de genes. Um
grande numero de promotores, reconhecidos por uma variedade de
potenciais celulas hospedeiras, € bem conhecido. Um promotor ade-
quado esta operacionalmente ligado ao DNA codificando a cadeia pe-
sada ou cadeia leve compreendendo um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno da descricdo. Em certas modalidades, o mesmo
promotor € usado para ambas as cadeias pesada e leve. Em outras
modalidades, diferentes promotores (presentes no mesmo velor ou
diferentes vetores) séo usados para cada uma.

001081  Promotores adequados para uso com hospedeires de leve-
dura s&o também bem conhecidos na técnica. Intensificadores de le-
vedura sao vantajosamente usados com promotores de levedura.
Prometores adequados para uso com ceélulas hospedeiras de mamife-
ro s80 bem conhecidos e incluem aqueles, mas ndo estéo limitados
agueles, obtidos a partir dos genomas de virus tais como virus de poli-
oma, virus da gripe de galinhas, adenovirus (tal como Adenovirus 2),
virus do papiloma bovino, virus do sarcoma aviario, citomegalovirus,
refrovirus, virus da hepatite B e, 0 mais preferencialmente, Virus Simio
40 (SV40). Outros promotores de mamiferos adequados incluem pro-
motores de mamiferos heterdlogos, por exemplo, promotores de cho-
que térmico e o promotor da aclina.

001101 Promotores adicionais gue podem ter interesse inciuem,
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mas ndo estdo limitados a: a regido promotora inicial de SV40 (Ber-
noist e Chambon, 1981, Nafure 290: 304-10); o promotor de CMV,; o
oromotor contido na repeticdo terminal longa 3’ do virus de sarcoma de
Rous (Yamamoto et al., 1880, Celf 22: 787-97); o promotor da timidina
cinase da herpes (Wagner ef a/., 1981, Proc. Nall Acad. Scii USA 78:
1444-45); as sequéncias reguladoras do gene da metalotionina (Brins-
ter ef al., 1982, Nature 296: 39-42); velores de expressdo procaridtica
tais como o promotor da beta-lactamase (Villa-Kamaroff ef al, 1978,
Proc. Natl, Acad. Sci. USA 75: 3727-31); ou o promotor tac (DeBoer ef
al., 1883, Proc. Nafl. Acad. Sci. USA 8O: 21-25). 580 também de inte-
resse as seguintes regides de controle transcricional de animais, que
exibem especificidade de {ecidos e t&m sido usadas em animais trans-
génicos: a regido de controle do gene da elastase | que é ativa em cé-
lulas acinares pancredlicas (Swift ef al., 1984, Cell 38: 639-46; Omitz
ef al., 19886, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol 50 395-409
(1986); MacDonald, 1987, Hepalology 7. 425-515); a regio de contro-
le do gene da insulina que ¢ ativada em ceélulas beta pancreaticas
{Hanahan, 1985, Nafure 315. 115-22); a regido de controle do gene da
imunoglobulina que é ativa em células linfoides (Grossched! ef al,,
1984, Cell 38. 647-58; Adames ef af., 1985, Nafure 318 533-38,; Ale-
xander et al., 1987, Mol Cell. Biol. 7. 1436-44); a regidoe de controle do
virus de tumoral mamario de camundongo que é ativada em células do
testiculo, mama, linfoide e mastocitos (Leder ef al., 1986, Celf 45 485-
95). a regido de controle do gene da albumina que ¢ ativada no figado
{Pinkert ef al., 1987, Genes and Devel 1. 268-76), a regido de controle
do gene da alfa-feto-proteina que € ativa ne figado (Krumiauf ef al.,
1985, Mol Cell. Biol 5. 1638-48; Hammer ef al., 1987, Science 235:
53-58); a regido de controle do gene da alfa 1-antitripsina que é ativa-
da no figado (Kelsey ef g/, 1887, Genes and Devel 1. 161-71); a regi-

4o de controle do gene da beta-globina que € ativada em células miel-
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oides (Mogram ef al., 1985, Nafure 315: 338-40; Kollias ef al., 1986,
Cell 46: 89-94); a regido de controle do gene da proteina basica mieli-
na que é ativa em células de oligodendrécitos no ceérebro (Readhead
et al., 1987, Cell 48: 703-12); a regido de conirole do gene de cadeia
leve-2 da miosina que & ativa em musculo esquelético (Sani, 1985, Na-
fure 314: 283-86); e a regido de controle do gene do hormdnio libera-
dor gonadotrépico que € ativa no hipotalamo (Mason ef al., 1986, Sci-
ence 234: 1372-78).

(001111 O vetor pode tambem incluir uma sequéncia intensificadora
para aumentar a franscricio de DNA codificando cadeia leve ou cadeia
pesada.

[00112] Os vetores de expressdo da descricdo podem ser construi-
dos a partir de um vetor de partida tal como um vetor comercialmente
disponivel. Tais vetores podem ou ndo conter {odas as sequéncias
flanqueantes desejadas. Quando uma ou mais das sequéncias flan-
gueantes descritas aqui ndo estdo ja presentes no vetor, elas podem
ser individuaimente obtidas e ligadas no vetor. Métodos usados para
obiencéo de cada uma das sequéncias flanqueantes s&o bem conhe-
cidos de um perito na técnica.

[00113]  Apbds o vetor ter sido construido e uma molecula de acido
nucleice codificando a cadeia leve ou cadeia pesada ou cadeia leve e
cadeia pesada compreendendo um anticorpo ou fragmento de ligacao
ao antigeno da descricdo ter sido inserida no local apropriado do vetor,
o vetor completado pode ser inserido em uma célula hospedeira ade-
quada para amplificacdo e/ou expressaoc de polipeptideos. A transfor-
macao de um velor de expressdo em uma célula hospedeira selecio-
nada pode ser alcancada por metodos bem conhecidos incluindo trans-
feccdo, infecdo, coprecipitacio com fosfato de calcio, eletroporacéo, mi-
croinjecéo, lipofeccao, transfeccdo mediada por DEAE-dexirano ou ou-

tras técnicas conhecidas. O método selecionado sera em parte uma
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funcdo do tipo de célula hospedeira a ser usada. Estes meétodos e ou-
tros métodos adequados s&o bem conhecidos do trabalhador perito.
[00114] A ceélula hospedeira, quando cultivada sob condicdes apro-
priadas, sintetiza o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno da
descricao que pode subseguentemente ser coletado do meio de cultu-
ra (se a célula hospedeira o secretar para 0 meio) ou diretamente da
célula hospedeira o produzindo (se no for secretado). A selecao de
uma ceélula hospedeira apropriada dependera de varios fatores, tais
como niveis de expresséo desejados, modificactes de polipeptideos
que sao desejaveis ou necessarias para a atividade (tal como glicosi-
lacdo ou fosforilacao) e facilidade de dobragem em uma molécula bio-
logicamente ativa.

[00115] As linhas de células de mamiferos disponiveis para expres-
sao s80 bem conhecidas na técnica e incluem, mas ndo estdo limita-
das a, muitas linhas de ceélulas imortalizadas disponiveis a partir da
American Type Culture Collection (A.T.C.C.) incluinde, mas nao se li-
mitando a células de ovéario de hamster chinés (CHO), células Hel a,
celulas de rim de hamster bebé (BHK), células de rim de macaco
(COS8), células de carcinoma hepatocelular humano (p.ex., Hep G2) e
um namero de outras linhas de células. Em outra modalidade se pode
selecionar uma linha de células a partir da linhagem de células B que
nao produz o seu proprio anticorpo mas tem uma capacidade de pro-
duzir ¢ secretar um anticorpo heterdlogo (p.ex., linhas de células de
mieloma de camundongo NSO e SP2/0). Em outras modalidades, uma
célula sem ser uma célula de mamifero é usada, tal como uma linha
de células de levedura (p.ex., Pichia).

[00116] Em certas modalidades, a linha de ceélulas expressa esta-
velmente um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno da descri-
¢ao. Em outras modalidades, as células expressam transientemente

um anticorpe ou fragmento de ligacao ao antigeno da descricio.
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0. Formulac8o Terapéufica e Administracéo

[00117] A descrigcdo proporciona composicbes farmacéuticas com-
oreendendo 0s anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno
anti-PAR2 da presente descricdo. As composicdes farmacéuticas da
descricao sdo formuladas com transportadores, excipienies e outros
agentes adequados que proporcionam transferéncia, administracao,
tolerancia e similares melhorados. Uma multifude de formulacgtes
apropriadas pode ser encontrada no formulario conhecido de todos os
quimicos farmacéuticos: Remingfon's Pharmaceufical Sciences, Mack
Publishing Company, Easton, PA. Estas formulacdes incluem, por
exemplo, pos, pastas, pomadas, geleias, ceras, oleos, lipideos, vesicu-
las contendo lipideos (catibnicos ou anibnicos) (fais como LIPOFEC-
TIN™  Life Technologies, Carilsbhad, CA), pastas de absorcao anidras,
emulsbes dlev-em-agua e agua-em-oleo, emulsdes de carbowax (poli-
etilenoglicois de varios pesos moleculares), géis semissdlidos e mistu-
ras semissdlidas contendo carbowax. Ver também Powell ef al. "Com-
pendium of excipients for parenteral formulalions” PDA (1998} J Pharm
Sci Technof 52 238-311.

[00118] A dose de anticorpo administrada a um paciente pode vari-
ar dependendo da idade e do tamanho do paciente, doenca alvo, con-
dicbes, via de administracdo e similares. A dose preferencial é tipica-
mente calculada de acordo com o peso corporal ou area superficial
corporal. Dependendo da gravidade da condicdo, a frequéncia e a du-
racéo do fratamento podem ser ajustadas. As dosagens e horarios efe-
tivos para administracdo de anticorpos ou fragmentos de ligacgdo ao
antigene anti-PARZ podem ser determinados empiricamente; por
exemplo, o progresso do paciente pode ser monitorizado por avaliacao
periddica, e a dose ajustada conformemente. Alem do mais, o escalo-
namento interespécies de dosagens pode ser realizado usando méto-

dos bem conhecidos na técnica (p.ex., Mordenti ef al., 1991, Pharma-
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ceut. Res. 8: 1351).

[00119]  Varios sistemas de administracdo s&o conhecidos e podem
ser usados para administrar as composicbes farmacéuticas da descri-
cao, p.ex., encapsulacao em lipossomaoes, microparticulas, microcapsu-
las, celulas recombinantes capazes de expressar 0s virus mutantes,
endocitose mediada por receptores (ver, p.ex., Wu et al, 1887, J. Biol
Chem. 262: 4428-4432). Os metodos de introducao incluem, mas néo
estéo limitados a, vias intradérmica, intratecal, intramuscular, intraperi-
toneal, intravenosa, subcut@nea, intranasal, epidural e oral. A compo-
sicao pode ser administrada por qualguer via conveniente, por exem-
olo por infusdo ou injecdo de bolus, por absorcdo atraves de revesti-
mentos epiteliais ou mucocutdneos (p.ex., mucosa oral, mucosa retal e
intestinal, efc.) e pode ser administrada em conjunio com outros agen-
tes biologicamente ativos. A administracdo pode ser sistémica ou local.
1001201 Em algumas modalidades, os anticorpos e seus fragmentos
de ligacdo ao antigeno tém utilidade no tratamento de condicdes e dis-
funcbes associadas ao sistema nervoso central e, particularmente, as-
sociadas ao cérebro. Embora varios fatores tenham de ser considera-
dos quando se administra uma macromolécula tal como um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno ao cérebro de um sujeito, ie.,
capacidade do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno de atra-
vessar a barreira hematoencefalica (BBB), o trabalhador perito esta
ciente de métodos de administracdo de tais macromoléculas ao cére-
bro. Por exemplo, em algumas modalidades, o anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno é covalentemente modificado com uma ou mais
poliaminas catiénicas, {ais como hexametilenodiamina ou tetrametile-
nodiamina de modo a aumentar a probabilidade de o anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigeno ser internalizado através da BBB. Em
algumas modalidades, ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antige-

no & um anticorpo ou fragmento de ligac&o ao antigeno biespecifico,
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em que o anticorpo ou fragmento visa PAR2 e também visa um recep-
tor que facilita o transporte atraves da BBE (p.ex., receptor de transfer-
rina, receptor de insulina e TMEM30A). Em algumas modalidades, ©
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno € conjugado a um
agente que visa um receptor que facilita o transporte através da BBB
{p.ex., receptor de transferrina, receptor de insulina e TMEM30A). Em
algumas modalidades, a BBB ¢ temporariamente perturbada anies da
ou durante a administrac8o do anticorpo ou fragmento. Em algumas
modalidades, a BBB ¢ temporariamente perturbada por meio de ul-
trassom, radiacao, tratamento bioguimico (p.ex., com um agonista de
receptor de Kea tal como NS-16818) ou infuséo intra-arterial de solucdes
hiperosmoticas concentradas.

[00121] Uma composicéo farmacéutica da presente descricdo pode
ser administrada subcutaneamente ou intravenosamente com uma
agutha e seringa padrio. Adicionalmente, no que refere-se a adminis-
tracac subcutédnea, um dispositivo de administracdo em caneta tem
prontamente aplicactes na administracdo de uma composicédo farma-
céutica da presente descricdo. Um tal dispositivo de administracdo em
caneta pode ser reusavel ou descartavel. Um dispositivo de adminis-
tracéo em caneta reusével utiliza um cartucho substituivel que contém
uma composicdo farmacéutica. Logo que toda a composicdo farma-
céutica dentro do cartucho tenha sido administrada e o cartucho esteja
vazio, o cartucho vazio pode ser prontamente descartado e substituido
por um novo cartucho que contem a composicéo farmacéutica. O dis-
positivo de administracdo em caneta pode ser depois reusado. Em um
dispositivo de administracdo em caneta descariavel, ndo existe cartu-
cho substituivel. Ao invés, o dispositivo de administracdo em caneta
descartavel vem pré-cheio com a composicdo farmacéutica mantida
em um reservatorio dentro do dispositive. Logo que o reservatdrio seja

esvaziado da composicao farmacéutica, o dispositivo inteiro é descar-
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tado.

[00122] Numerosos dispositivos de administracdo em caneta e au-
toinjetor reusaveis tém aplicacdes na administracéo subcuténea de
uma composicao farmacéutica da presente descricdo. Exemplos inclu-
em, mas nao estdo limitados, a AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc.,
Woodstock, RU), caneta DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems,
Bergdorf, Suica), caneta HUMALOG MIX 75/25™  caneta HUMA-
LOG™ caneta HUMALIN 70/30™ (EH Lilly and Co., Indianapolis, IN),
NOVOPEN™ | | e Hl (Nove Nordisk, Copenhaga, Dinamarca), NO-
VOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhaga, Dinamarca), caneta
BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ), OPTIPEN™ OPTIPEN
PRO™ OPTIPEN STARLET™ e OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frank-
furt, Alemanha), 86 para nomear alguns. Exemplos de dispositivos de
administracdo em caneta descartaveis tendo aplicacbes na adminis-
tracdo subcutnea de uma composicao farmaceéutica da presente des-
cricdo incluem a, mas nao estdo limitados a, caneta SOCLOSTAR™
(Sanofi-Aventis), FLEXPEN™ (Novo Nordisk) e KWIKPEN™ (Eli Lilly),
Autoinjetor SURECLICK™ (Amgen, Thousand Oaks, CA), PENLET™
{Haselmeier, Estugarda, Alemanha), EPIPEN (Dey, L.P.) & Caneta
HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park IL), 80 para nomear alguns.
[00123] Em certas situacdes, a composicdo farmacéutica pode ser
administrada em um sistema de liberacao controlada. Em uma modali-
dade pode ser usada uma bomba (ver Langer, supra;, Sefton, 1887,
CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201). Em oufra modalidade podem
ser usados materiais poliméricos; ver Medical Applications of Con-
trolled Release, Langer e Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton,
Flbrida. Ainda em outra modalidade, um sistema de liberac&o contro-
lada pode ser colocado em proximidade do alvo da composicéo, re-
guerendo assim somente uma fracdo da dose sistémica (ver, p.ex,,
Goodson, 1984, em Medical Applications of Conirolled Release, supra,
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vol- 2, pp. 115-138). Outros sistemas de liberacdo controlada séo dis-
cutidos na reviséo por Langer, 1990, Science 249: 1527-1533.

[00124] As preparacles injetaveis podem incluir formas de dosa-
gem para injecbes intravenocsas, subcutaneas, intratecais, intracuta-
neas e intramusculares, infusbes por gotejamento, efc. Estas prepara-
¢hes injetaveis podem ser preparadas por métodos publicamente co-
nhecidos. Por exemplo, as preparacdes injetaveis podem ser prepara-
das, p.ex., por dissolucdo, suspensdo ou emulsificacdo de qualquer
um dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno divulgados
agui ou seu sal descritos acima em um meio aquoso estéril ou um
meio oleoso convencionalmente usado para injecdes. Como o meio
aquoso para injecbes existem, por exemplo, selucao salina fisiologica,
uma solucao isotbnica contendo glucose e oulros agentes auxiliares,
efc., que podem ser usados em combinacdo com um agente solubili-
zante apropriade tal como um alcool (p.ex., etanol), um polialcool
{p.ex., propilenoglicol, polistilenoglicol), um tensoativo nao idnico
ip.ex., polissorbato 80, HCO-50 (aduto de polioxietileno (50 mol) de
oleo de ricino hidrogenado]], efc. Como o meio oleoso s&o empregues,
p.ex., 6leo de gergelim, oleo de soja, efc., que podem ser ysados em
combinacao com um agente solubilizante 1al como benzoato de benzi-
la, alcool de benzila, efc. A injec8o assim preparada é preferencial-
mente cheia em uma ampola apropriada.

[00125] Vantajosamente, as composicdes farmacéuticas para uso
oral ou parenteral descritas acima s&o preparadas em formas de do-
sagem em uma dose unitaria adequada para se ajustar a uma dose
dos ingredientes ativos. Tais formas de dosagem em uma dose unita-
ria incluem, por exemplo, comprimidos, pilulas, capsulas, injectes
{ampolas), supositorios, efc. A quantidade do anticorpo acima mencio-
nado contida é geralmente cerca de 5 a cerca de 500 mg por forma de

dosagem em uma dose unitaria; especialmente na forma de injecéo &
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preferencial gue ¢ anticorpo ou fragmento de ligacdo ac antigeno aci-
ma mencionado esteja contido em cerca de 5 a cerca de 100 mg e em
cerca de 10 a cerca de 250 mg para as outras formas de dosagem.

£ Usos Terapéuticos dos Anticorpos

[00126] Para qualguer um dos meétodos descritos aqui, a descricdo
contempla o uso de qualquer um dos anticorpos ou fragmentos de hi-
gacao ao antigeno da descricao.

[00127] Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um meé-
todo de tratamento de uma disfuncdo em um sujeilo na qual esta en-
volvida atividade indesejada e/ou aberrante de PARZ, compreendendo
administracao de qualquer um dos anticorpos ou fragmentos de liga-
¢80 ao antigeno descritos aqui. Como usado aqui, "disfuncao”, "condi-
cao" e "doenca” sao usados indistintamente para se referirem a qual-
quer uma das disfungdes, condicbes ou doencas divulgadas agui. Em
algumas modalidades, a doenc¢a/disfuncdo/condicdo na qual esta en-
volvida atividade indesejada e/ou aberrante de PARZ é uma doen-
ca/disfuncao/condicdo associada a inflamacédo aberrante ou indeseja-
da. Exemplos de doencas/disfungdes/condiches nas quais esta envol-
vida atividade aberrante ou indesejada de PARZ incluem dor aguda oy
crénica, coceira aguda ou cronica, inflamacao aguda ou crdnica (p.ex.,
inflamacao aguda ou cronica das articulacdes, pulmbes, cérebro, trato
gastrointestinal, periodonto, pele e sistemas vasculares), disfuncdes
autoimunes, pericdontite, osteoartrite, arlrite reumaltoide, doenga in-
flamatdria intestinal, artrite, psoriase, cobesidade, diabetes, doenca
cardiovascular, pancreatite, céncer (p.ex., cancer de mama, pulmao,
colon, estdmago ou prostata) asma, fibrose, tlcera gastrica, fibrose ou
disfuncdes fibroticas, Doenca de Alzheimer, Doenca de Parkinson,
dermatite de contato, Doenca de Crohn, colite ulcerosa, sindrome da
dificuldade respiratoria do adulto (ARDS), glomerulonefrite e meningi-

te. Em algumas modalidades, a descricdo proporciona métodos de tra-
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tamento de um sujeito com sindrome metabdlica ou uma ou mais con-
dicbes associadas a sindrome metabdlica, tais como deposicdo de
gordura visceral, hipertensdo, homeostase de glucose e insulina defi-
ciente, resisténcia a insulina, danocs endoteliais, hipertrofia cardiovas-
cular, inflamacéo, inflamacéo vascular, aterosclerose, disfuncaoc con-
tratil ventricular, fibrose & doenca hepatica gorda. Em modalidades
particulares, a descricao proporciona métodos de tratamento da dor,
D.ex., dor  associada a gualquer uma das doen-
cas/disfuncdes/condicbes divulgadas aqui (p.ex., dor osteoartrilica).
Em algumas modalidades, ¢ sujeito € um mamifero. Em algumas mo-
dalidades, o sujeito € um humano.

[00128] Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um me-
todo de interferéncia com a interacdo entre uma protease (p.ex., tripsi-
na) e PARZ, compreendendo o passo de administracdo de qualquer
um dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno descritos
agui a uma celula. Em algumas modalidades, a descricdo proporciona
um meétodo de inibicdo da exposicdo do ligante ligado de PARZ em
uma célula, compreendendo o passo de administracado de qualquer um
dos anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno descritos aqui a
uma ceélula. Em algumas modalidades, a descricdo proporciona um
método de inibicdo da interacdo do ligante ligado de PARZ e da se-
gunda alga transmembranar da proteina PARZ, compreendendo o
passo de administracdo de qualguer um dos anticorpos ou fragmentos
de ligacdc ao antigeno descritos agui a uma ceélula. Em algumas mo-
dalidades, a descricdo proporciona um método de inibicdo da ativacdo
de um receptor PARZ em uma célula, compreendendo ¢ passo de ad-
ministracdo de qualguer um dos anticorpos ou fragmentos de ligacao
ao antigeno descritos aqui a uma celula. Em algumas modalidades, a
célula € um neurdnio (p.ex., um neurdnio sensorial). Em algumas mo-

dalidades, a célula esta in vifro. Em outras modalidades, a célula esta

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 423/535



87/152

em um sujeito. Em algumas modalidades, o sujeitc € um mamifero.
Em algumas modalidades, o sujeito € um humano. Em algumas moda-
lidades, o sujeito sofre de qualquer uma das disfungbes divuigadas
aqui.

[00129] Para qualguer um dos meétodos descritos aqui, a descricdo
contempla a combinacdo de qualquer passo ou passos de um método
com gualquer passo ou passos de outro método. Estes métodos en-
volvem administrac8o a um individuo com sua necessidade de uma
quantidade eficaz de um composto da descricdo apropriada para a do-
enca ou condicdo particular. Em meodalidades especificas, estes méto-
dos envolvem administracao de qualquer um dos anticorpos ou frag-
mentos de ligacao ao antigeno divulgados aqui as células de um sujei-
to com sua necessidade.

[00130] Os termos "tratamento”, "tratando”, "alivio” & similares sao
usados aqui para significar geralmente a obtencdo de um efeito farma-
cologico e/ou fisiologico desejado e podem ser também usados para
se referir a melhoria, alivio e/ou diminuicdo da gravidade de um ou
mais sintomas de uma condicao sendo tratada. O efeito pode ser profi-
latico em termos de retardamento total ou parcial do inicio ou recor-
réncia de uma doenca, condicdo, ou seus sintomas, e/ou pode ser te-
rapéutico em termos de uma cura parcial ou completa para uma doen-
ca ou condicdo efou efeito adverso alribuivel a doenca ou condico.
"Tratamento” como usado aqui abrange qualquer tratamento de uma
doenca ou condicao de um mamifero, particularmente um humano, e
inclui qualguer um ou mais de: (a8} impedir que a doenca ou condicéo
ocorra em um sujeito que possa estar predisposto a doenca ou condi-
¢a0, mas nao foi ainda diagnosticado como a tendo: (b) inibir a doenca
ou condicdo (p.ex., parar o seu desenvolvimento); ou {¢) aliviar a do-
enca ou condicao (p.ex., causar regresséo da doenca ou condicio,

proporcionandoe melhoria em um ou mais sintomas). Por exemplo, ©
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"tratamento” da dor (p.ex., dor ostecartritica) envolve uma reduco,
paragem, alivio ou eliminac&o dos sintomas da dor no sujeito tratado.
A populacdo de sujeitos tratados pelo método da doenca inclui sujeitos
sofrendo da condicdo ou doenca indesejavel, bem como sujeitos em
risco de desenvolvimento da condicdo ou doenca.

[00131]  Para gqualquer um dos meétodos descritos aqui, a descricdo
contempla o uso de qualguer um dos anticorpos ou fragmentos de hi-
gacao ao antigeno descritos ao longo do pedido. Adicionalmente, para
qualquer um dos métodos descritos aqui, a descricdo contempla a
combinacao de gualguer passo ou passos de um método com qual-
quUer passo ou passos de outro método.

[00132] Em certas modalidades, a presente invencao proporcionsa
metodos de tratamento de condicbes associadas a qualquer uma das
doencas/condicbes/disfuncdes divulgadas agui, p.ex., dor aguda ou
cronica (p.ex., dor osteoartritica). Estes métodos envolvem administra-
céao ac individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de qual-
quer dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno como des-
critos acima. Estes mélodos sdo particularmente visados a tratamen-
tos terapéuticos e profilaticos de animais e, mais particularmente, hu-
manos. A descricdo contempla todas as combinacdes de qualguer um
dos aspetos e modalidades anteriores, bem como combinagdes com
qualquer das modalidades apresentadas na descricdo detalhada e
exemplos.

[00133] Pelo termo "dose terapeuticamente eficaz” se entende uma
dose que produz o efeito desejado para o qual € administrado. A dose
exata dependera do proposito do tratamento e sera averiguavel por um
perito na técnica usando técnicas conhecidas (ver, p.ex., Lloyd (1999)
The Arf, Science and Technology of Pharmaceufical Compounding).
[00134] Em certas modalidades, qualquer um dos anticorpos ou

fragmentos de ligacdo ac antigeno da presente invencéo pode ser
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administrado sozinho ou em combinacac com um ou mais compostos
adicionais ou terapias para o tratamento de qualguer uma das doen-
cas/condicbes/disfuncbes divulgadas aqui, p.ex., dor aguda ou crbnica
{p.ex., dor osteoartritica). Por exemplo, qualguer um dos anticorpos ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno divulgados aqui pode ser coadmi-
nistrade em conjungdo com um ou mais compostos terapéuticos.
Quando é indicada coadministracio, a terapia de combinacdo pode
englobar administracdo simulténea ou alternante. Adicionalmente, a
combinacéo pode englobar administracdo aguda ou crdnica. Opcio-
nalmente, o anticorpoffragmento de ligacdo ao antigeno & composios
adicionais atuam de uma maneira aditiva ou sinérgica para tratar qual-
quer uma das doencas/condicbes/disfuncbes divuigadas aqui, p.ex,
dor aguda ou cronica {(p.ex., dor osteocartritica). Compostos adicionais
a serem usados em terapias de combinacéo incluem, mas nédo estéo
limitados a, moléculas pequenas, polipeptidecs, anticorpos, oligonu-
cleotideos antissenso & moléculas de siRNA. Em algumas modalida-
des, o composto adicional & qualguer um ou mais de: um farmaco anti-
inflamatorio, analgésico, um farmace anti-inflamaltorio nao esteroide
{(NSAID), corticoesteroide, acido hialurdnico, acetaminofeno, codeina,
jorcet, lortab, vicoding, hidrocodona, morfina, oxiconting, Roxicodona,
Percocet, aspirina, celecoxib, pregabaling, fuséo articular, substituicao
de articulacbes, abatacept, adalimumab, anakinra, certolizumab, eta-
nercept, golimumab, infliximab, rituximab, locilizumab e tofacitinib. De-
pendendo da natureza da terapia combinatéria, a administracdo dos
anticorpos ou divulgacdes de ligacdo ao antigeno da descricdo pode
ser continuada enquanto a outra terapia esta sendo administrada e/ou
subseguentemente. A administracao dos anticorpos ou fragmentos de
ligacao ao antigeno pode ser feita em uma dose unica ou em multiplas
doses. Em alguns casos, a administracao dos anticorpos ou fragmen-

tos de ligacao ao antigeno € iniciada pelo menos varios dias antes da
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outra terapia, enquanto, em outros casos, a administracéoe é iniciada
imediatamente antes ou agquando da administracdo da outra terapia.
Em algumas modalidades, qualguer um dos compostos adicionais di-
vulgados aqui € conjugado a qualquer um dos anticorpos ou fragmen-
tos de ligacio ao antigeno divulgados aqui.

[00135] Em outro exemplo de terapia de combinacéo, qualquer um
dos anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno da descricao po-
de ser usado como parte de um regime terapéutico combinado com
uma ou mais modalidades de tralamento adicionais. A titulo de exem-
plo, tais outras modalidades de fratamento incluem, mas néo estéo
limitadas a, terapia dietélica, terapia ocupacional, fisioterapia, terapia
psiquiatrica, massagem, acupuntura, acupressdo, auxiliares de mobili-
dade, animais de assisténcia e similares.

[00136] Nota-se que, embora 0s anticorpos ou fragmentos de liga-
¢80 ao antigeno descritos agui possam ser usados em combinacao
com outras terapias, em certas modalidades, um anticorpo ou frag-
mento de ligacio ao antigeno € proporcionado a Gnica forma de tera-
pia. Nao obstante serem administrados sozinhos ou em combinacao
com oufras medicacdes ou regimes terapéuticos, a dosagem, frequén-
cia, via de administracéo & momento de administracdo dos anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno sao determinados por um médi-
co com base na condicdo e necessidades do paciente.

[00137] De acordo com certas modalidades da presente descrico,
multiplas doses de um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao anti-
geno anti-PARZ (ou uma composicdo farmacéutica compreendendo
uma combinacao de um anticorpo anti-PARZ2 e qualguer uma das tera-
pias adicionais mencionadas aqui) podem ser administradas a um su-
jeito ao longo de um ciclo de tempo definido. Os métodos de acordo
com este aspecto da descricdo compreendem administracdo sequen-

cial a um sujeito de multiplas doses de um anticorpo ou fragmento de
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ligacdo ao antigeno anti-PARZ da descricdo. Comoe usado aqui, "admi-
nistracdo sequencial” significa que cada dose de anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno anti-PARZ € administrada ao sujeito em
um momento diferente no tempo, p.ex., em dias diferentes separados
por um intervalo predeterminado (p.ex., horas, dias, semanas ou me-
ses). A presente descricdo inclui métlodos que compreendem adminis-
tracao sequencial ao paciente de uma dose inicial Unica de um anti-
corpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno anti-PARZ2, seguida por
uma ou mais doses secundarias do anticorpo ou fragmento de ligacédo
ac antigeno anti-PARZ e, opcionalmente, seguida por uma ou mais
doses terciarias do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno anti-
PARZ.

[00138] Os termos "dose inicial”, "doses secundarias” e "doses ter-
ciarias" se referem a sequéncia temporal de administracdo do anticor-
po ou fragmento de ligacdo ao antigeno anti-PARZ da descricdo. As-
sim, a "dose inicial" € a dose que é administrada no inicio do regime de
tratamento (também referida como a "dose de linha de base"); as "do-
ses secundarias” s8o as doses que sao administradas apds a dose
inicial, e as "doses terciarias” sdo as doses gue sao administradas
apos as doses secundarias. As doses inicial, secundarias e terciarias
podem {odas conter a mesma quantidade de anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno anti-PAR2, mas geralmente podem diferir umas
das outras em termos de frequéncia de administracdo. Em certas mo-
dalidades, no entanto, a quantidade de anticorpo ou fragmento de liga-
¢80 ao antigeno anti-PARZ contida nas doses inicial, secundarias e/ou
terciarias varia entre si (p.ex., ajustada para cima ou para baixo como
apropriado) durante o ciclo de tratamento. Em certas modalidades, du-
as ou mais (p.ex., 2, 3, 4 ou 5) doses sdo administradas no inicio do
regime de fratamento como "doses de carga” seguidas por doses sub-

sequentes gque sdoc administradas em uma base menos frequenie
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{p.ex., "doses de manutencao").
F. Diagndstico/Outros Usos dos Anlicorpos ou Fragmentos de Ligacdo

ag Antigeng
[00139] Os anticorpos anti-PAR2 da presente descricio podem ser

tambem usados para detectar e/ou medir PAR2, ou células expres-
sando PARZ, em uma amostra, p.ex., para propoésitos de diagnostico.
Por exemplo, um anticorpo, ou seu fragmento de ligacdo ac antigeno,
anti-PARZ pode ser usado para diagnosticar uma condicao ou doenca
caraclerizada por expressdo aberrante (p.ex., sobre-expressdo, su-
bexpresséo, auséncia de expressao, efc.) de PAR2. Ensaios de diag-
nostico exemplificativos para PARZ podem compreender, p.ex., conta-
to de uma amostra obtida a partir de um paciente com um anticorpo
anti-PAR2 da descricao, em gue o anticorpo anti-PAR2 esta marcado
com um marcador detectavel ou molécula repdrier.

[00140] Alternativamente, um anticorpo anti-PARZ ndo marcado
pode ser usado em aplicacdes de diagnoéstico em combinacio com um
anticorpo secundario que esta ele proprio detectavelmente marcado. O
marcador detectavel ou molécula repdrier pode ser um radioisétopo,
tal como *H, "C, %P, 8 ou *2°; uma fracéo fluorescente ou guimiolu-
minescente 1al como isoliocianato de fluoresceina, ou rodaming; ou
uma enzima {al como fosfalase alcalina, bela-galaciosidase, peroxida-
se de rabano-silvestre ou luciferase. Ensaios exempilificativos especifi-
cos que podem ser usados para detectar ou medir PARZ em uma
amostra incluem ensaio imunossorvente ligado a enzimas (ELISA),
radicimunocensaio (RIA) & separacdo de células ativada por fluores-
céncia (FACS).

[00141] As composicbes da descricdo t8m numerosos usos. Por
exemplo, os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno da des-
cricdo s&o uteis para estudar a distribuicdo preferencial de células e

tecidos em células e em tecidos in vitro e/ou in vive. Similarmente, os
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anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno, quer sozinhos ou con-
jugados a um agente heterdlogo, séo uteis como agentes de visualiza-
¢80, tal como para aplicacbes de diagnostico ex vivo ou in vivo. Por
exemplo, os anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigenc conju-
gados a uma frac8o radioativa sdo Gleis para estudos de visualizacio
ex vivo ou in vivo. Similarmente, qualquer um dos anticorpos ou frag-
mentos de ligacdo ao antigenc da descricdo sdo similarmente uteis.
[00142] Quando usados in vifro, 0os anticorpos e fragmentos de liga-
¢80 ao antigeno da descricdo sdo adequados para identificar parceiros
de ligacao para ¢ anticorpo ou fragmento de ligacgdo ao antigeno sen-
do administrado (p.ex., identificar proteinas ou peptideos que se ligam
ao anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno) e para avaliar a lo-
calizacdo e trafego. Similarmente, quando usados in vivo, os anticor-
p0s ou fragmentos de ligacdo a0 antigeno sdo Uleis para identificar
parceiros de ligacdo para o anticorpo ou fragmento de ligacao ao anti-
geno sendo administrado (p.ex., identificar proteinas ou peptideos que
se ligam ao anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno), para ava-
liar a localizacéo e trafego, para avaliar a biodistribuicdo e meia-vida e
para avaliar a imunogenicidade.

(. Modelos Animais/Celulares

[00143] Numerosos modelos animais sdo conhecidos do trabatha-
dor perito que seriam uleis para examinar qualguer um dos anticorpos
ou seus fragmentos. Ver, p.ex., Kuyinu ef al., 2016, J Orthop Surg Res,
11 (19). 10.1186/813018-016-0346-5. Em algumas modalidades, ©
modeio animal &€ um modelo baseado em dor gerado pelo tratamento
do animal com um quimico, tal como monociodoacetato de sédio (MIA)
ou carragenanoc. Em algumas modalidades, o quimico € injetado no
local onde a dor & para ser induzida no animal. Em algumas modalida-
des, 0 modelo animal € um animal no qual uma lesdo é introduzida

pés-operativamente (p.ex., incisional), tal como franseccac do liga-
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mento cruzado anterior, meniscectomia ou transeccde do menisco
medial. Em algumas modalidades, o modelo animal € um associado a
uma condicdo inflamatdria, tal como irritacdo esofagica inferior, infla-
macéao do cblon, ulceracdo do estdbmago, inflamacdo da bexiga urina-
ria, inflamacao do pancreas e inflamacdo ulerina. Ver, p.ex, 08
modelos animais referidos no National Research Council Committee
on Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals, "Models
of Pain”, 2009.

H. Estojos

[00144] Em certas modalidades, a invencido também proporciona
uma embalagem farmacéutica ou estojo compreendendo um ou mais
recipientes cheics com pelo menes um anticorpo ou fragmento de liga-
¢&0 ao antigeno da descricdo. Opcionalmente associada a tal(ais) re-
cipiente(s) pode estar uma nota na forma prescrita por uma agéncia
governamental regulando a fabricacdo, uso ou venda de produtos far-
macéuticos ou bicldgicos, nota essa que reflete (a) aprovacéo pela
agéncia da fabricacdo, uso ou venda para administracdo humana, (b)
direcdes para uso ou ambas.

EXEMPLOS

[00145] Os seguintes exemplos s&o apresentados de modo a pro-
porcionar aes peritos na técnica uma descricdo e descricdo completas
de como preparar € usar 0s métodos e composicbes da descricéo e
ndo se destinam a limitar o escopo do que os inventores consideram
como a sua descricdo. Foram feitos esforcos para assegurar precisao
no que refere-se aos numeros usados (p.ex., guantidades, temperatu-
ra, efc.), mas alguns erros experimentais e desvios devem ser fidos
em conta. A ndo ser que indicado de outro modo, as partes sdo partes
em peso, o peso molecular é peso molecular médio, a temperatura &

em graus Centigrados e a pressaoc € a ou proxima da atmosférica.
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Exemple 1: Geracdo de anticorpos com ligacéo sensivel ao pH contra
PARZ2
Geracdo de proteinas PAR2 e PAR1 recombinantes humanas, de rafo

e cinomolqo.

[00146] Os construtos de PAR2 (Receptor Ativada por Proteinase
2y humana, rato e cinomolgo (Macaca fascicularis) compreendendo
residucs extracelulares 1-75 foram desenhados com AviTag™ N-
terminal (Avidity LLC) & Flag C-terminal e marcadores de poli Histidina
e clonados no vetor pDEST12.2 OriP FH (Life Technologies)., O cons-
truto de PAR1 (Recepior Ativada por Proteinase 1) humana compre-
endendo residuos extracelulares 1-102 foi desenhado com Flag C-
terminal e marcadores de poli Histiding e clonados no vetor
pDEST12.2 OriP FH (Life Technologies). Os construtos foram expres-
sos em células HEK283 e purificados a partir dos meios usando purifi-
cacdo por cromatografia de afinidade e exclusdo por tamanhos pa-
drao. Para gerar proteinas biotiniladas, o AviTag™ foi biotinilado enzi-
maticamente de acordo com as instrugbes do fabricante.

Construcdo de bibliotecas de rastreio de histidina combinatoriais

[00147] Oligonuclectideos de agrupamento dividido foram dese-
nhados para introduzir histidina ou ¢ aminoacido de tipo selvagem em
cada posicdo da VHCDRZ, VHCDRS3 ou VLCDR3 de Par0067. Trés
bibliotecas de exibicdo em fagos Par0067 scFv foram subseguente-
mente construidas nas quais existiram 0% e 100% de residuos de his-
tidina em qualquer uma das VHCDR2, VHCDR3 ou VLCDRS.

Selecdo de scFvs varantes de ParQ067 sensiveis ao pH

[00148]  As biblictecas de rastreio de histidina combinatoriais foram
sujeitas a selecbes de exibicdo em fagos a base de anticorpos com ©
obhjetivo de se isolarem variantes de Par0067 que se ligam a PARZ a
pH 7,4 mas com ligacdo reduzida a pH 6,0. Para alcancar isto, qualro

rodadas de selecdo foram realizadas com cda biblicteca usando con-
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centracbes decrescentes de PARZ humano recombinante biotinilado
(Hawkins, RE ef al., 5 ag 1992, 226 (3): 888-86). Em cada ronda, 08
fagos foram pre-incubados durante 1 hora com esférulas paramagnéti-
cas revestidas com estreptavidina (dynabeads®) para remover guais-
quer ligantes de estreptavidina. As esferulas de estreptavidina foram
subsequentemente removidas com um im8 DYNAL® e descartadas e
os fagos restantes adicionados ao PAR2 humano recombinante biotini-
lado a pH 7 .4. A selecéo procedeu durante 2 horas antes da adicdo de
esférulas paramagneticas revestidas com estreptaviding para caplurar
os fagos ligados ao PARZ humano recombinante biotinilado. As esfé-
rulas foram lavadas 5 vezes com PBS Tween (PBST) antes da eluicdo
de scFv especifico em tampao com baixe pH (pH 55 —~ pH 6,0). As
particulas de scFv-fago selecionadas foram depois resgatadas como
descrito previamente (Osbourn, JK., et al. Immunotechnology, 2 (3):
181-86, 1996), e o processo de selecdo foi repetido na presenca de
concentracdes decrescentes de PAR2 biotinilade (1 nM - 0,05 nM ao
longo de 4 rodadas).

Reformatacéo de scFvemigG1-TM

[00149]  Os anticorpos foram convertidos de ScFv no formato de an-
ticorpo mutante triplo de imunoglobulina G1 completa (IgG1-TM, se-
quéncia Fc de IgG1 incorporando as mutacbes L234F, L235E e
P3315) essencialmente como descrito em Persic ef al. (1997, Gene,
187, 9-18) com as sequintes modificacbes. Um fragmento de OriP foi
inciuido nos vetores de expressdo para facilitar o uso com celulas
transientes de CHO e para permitir replicacéo epissomal. O dominio
pesado variavel (VH) foi clonado em um vetor contendo os dominios
constantes de cadeia pesada humanos e elementos reguladores para
expressar cadeia pesada de IgG1-TM completa em células de mamife-
ros. Simitarmente, o dominio leve (VL) foi clonado em um vetor para a

expressac dos dominios constantes (lambda) de cadeia leve humanos
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e elementos reguladores para expressar cadeia leve de IgG completa
em células de mamiferos. Para se obterem lg(Gs, 0s vetores expres-
sando IgG de cadeia pesada e leve foram transfectados em células de
mamiferos transientes de CHO (Daramola et al. Bictechnol Prog 30
(1) 132-41 (2014)). As lgGs foram expressas e secretadas no meio.
As coletas foram filtradas antes da purificacéo, depois a IgG foi purifi-
cada usando cromatografia com Proteina A. Os sobrenadantes da cul-
tura foram carregados em uma coluna de tamanho apropriado de Pro-
teina A Cer@mica (BioSepra) e lados com Tris-HCI a 50 mM pH 8,0,
NaCl a 250 mM. A IgG ligada foi eluida da coluna usando Citrato de
So6dio a 0,1 M (pH 3,0) e neutralizada pela adicdo de Tris-HCI (pH 8,0).
O material eluido foi submetido a troca de tampdes para PBS usando
colunas Nap10 (Amersham, #17-0854-02) e a concentracéo de IgG foi
determinada espectrofotometricamente usando um coeficiente de ex-
tincdo baseado na sequéncia de aminocacidos da igG (Mach ef al,
Anal. Bicchem. 200 (1) 74-80 (1992)). A 1gG purificada foi analisada
quanto a agregacao e pureza de degradacao usando SEC-HPLC e por
SDS-PAGE.

Rastreio guanto a scFvs e IgGs varfantes de Par0067 sensiveis ac pH

(001501 De modo a rastrear quanio a e perfilar anticorpos com po-
tencial ligaco sensivel ao pH, um formato de ensaio de competicdo
de epitopo bioguimico foi usado. O ensaio, que usou tecnologia de
Fluorescéncia Resolvida no Tempo Homogénea (HTRF™), foi dese-
nhado para avaliar a capacidade dos anticorpos de teste (scFv ou IgG)
de inibirem a interacdo da ligacdo de anticorpo 1gG Par0067 original ao
dominio extracelular (ECD) de PARZ humano. Importantemente, o en-
saio fol implementado a dois valores de pH diferentes (pH 7.4 e pH
8,0).

(001511  Ensaios paralelos a pH 7,4 e pH 6,0 {(como descrito acima)

foram em primeiro {ugar usados para rastrear scFv nao purificado em
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bruto (extratos baclerianos) em um rasireio de elevada produtividade
(HTS) de 384 pocos de ponto unico. Este formato de HTS paralelo de
ponto Unico permitiu o rastreio de muitos 1000s de scFv de tesie e
agueles anticorpos gque resultaram em inibicao reduzida da interacdo
da ligagéo de IgG Par0067 a PARZ humano a pH 6,0 versus pH 7,4
foram levados avante para caracterizacao adicional. Subsequentemen-
te, a mesma abordagem de ensaio de competicao de epitopo foi de-
pois implementada em um formato de {Cso de resposta a dose multi-
pontos para testar tanto scFv purificade e IgG purificada (em este ulti-
mo case, uma modificacdo minima do desenho do ensaio foi requerida
como apresentado na Secdo C). Novamente, 0s ensaios foram imple-
mentados a pH 7,4 e pH 6,0, no entanto, em estas experiéncias, esta-
vamos mais interessados em anticorpos de teste onde as curas de ini-
bicdo de resposta a dose mostrassem um grande desvio para a direita
{(i.e., valor de ICsp significativamente aumentado) a pH 6,0 em relacao
as curvas de inibicdo de resposia a dose correspondentes observadas
apkH 74

[00152] O seguinte protocolo inclui métodos para teste de ponto
unico de scFv ndo purificado em bruto e teste subsequente de scFv e
igG purificados.

Secdo A Condicdes de Ensaio Gerais:

Tampdes de ensaio.

[00153] Os tampdes de ensaio foram preparados frescos no dia de
uso. Para experiéncias a pH 7,4, DPBS (Gibco 141980-086) foi suple-
mentado com KF (0,4 M) (VWR, 103444T) e BSA (0,1% piv) (PAA,
K05-013) seguido por rechecagem do pH e ajuste fine até pH 7.4 co-
mo requerido. Para experiéncias a pH 6,0, enquanto se mantinham
todos os outros componentes de tampéo idénticos ao tampéo do en-
saio a pH 7.4 delineado acima, ¢ tampéo do ensaic a pH 6,0 foi formu-
lado usando um tampao de base de MES a 200 mM (Sigma, M-5287)
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{em posicdo a DPBS). Apds adico de KF (0,4 M) e BEA (0,1% piv), ©
tampé&o baseado em MES a 200 mM foi depois ajustado até pH 6,0
com HCL.

Placas de Ensaig. Os ensaios foram realizados usando placas de 384

poGos ocos pretas (Fundo redondo, néo ligantes) (Corning, 4514)
Volume de Ensaio; 20 ub

Incubacdo e Leitura da Placa: As placas de ensaio foram incubadas

durante 2 hrs a TA antes da leitura usando um protocolo de leitura de
HTRF™ padrio em um leitor de placas Envision,

Secdo B: Teste de scFv: {Lisados bacterianos néo purificados e scFv
purificado)

Qrdem de Adicdo e Componentes do Ensaio:

Total nsb Teste
igG Par0067 (x4 [final]) 5 pl 5yl 5 ul
schv de teste (x4 [final]) - - 5 ul
Tampéao de Ensaio 5ubl 5yl -
ECD de Bio-humano-PAR2 (x4 [final]) 5 pl - 5 ul
Tampao de Ensaio - 5ul -
Estreptavidina Marcada com Criptato de
Eurédpio
mais anti-Fc-humano marcado com XL%° 5yl 5 ul. 5 ul.

{ambos x4 [final}

Preparac8o/Adicdo de lgG Par0067:

[00154]  1gG Par0067 purificada ndo marcada (gerada internamente)

foi constituida atée uma concentracdo de 4,44 nM (1,11 nM [ensaio] fi-
nal) em cada um dos dois tampdes de ensaic previamente descriios
na Secéo A (pH 7,4 & pH 6,0). 5 yl/poco da solucdo de 1gG Par0067 a
4.44 nM com pH apropriado foram adicionados a todos 0s pogos da

placa de ensaic relevante (pH 7,4 e pH 6,0).
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Preparacdo/Adicdo de scFv de Teste:

a) Para HTS de ponto Gnico em paralelo de amostras de
scFv de lisados bacterianos ndo purificados em bruto a pH 7,4 e pH
6,0, amostras foram em primeiro lugar pré-diluidas até 40% da sua
concentracdo pura usando tampao de ensaio a pH 7,4 ou pH 8,0 como
apropriado. Subsequentemente, 5 uL de amostra pré-diluida até 40%
foram depois transferidos para o ensaio apropriado (pH 7,4 ou pH 6,0}
de modo a dar uma concentracio de amostra de ensaio final de 10,0%
(no velume de ensaio final de 20 yL. O scFv Par0067 original foi inclu-
ido em todas as experiéncias de HTS como um controle como o foram
anticorpos dependentes de pH especificos a medida que esses se for-
naram disponiveis (para referéncia).

b) Para teste de {Cso de resposta a dose muitipontos de an-
ticorpo sckv purificado, amostras foram testadas a parlir de um ensaio
final de topo de Y4 da amostra néo diluida pura (i.e., nenhum passo de
pre-diluicdo foi realizado). Diluices em série 1.3 de 11 pontos em dupli-
cado foram depois preparadas em placas Greiner de polipropileno de 384
pocos em cada um dos dois tampdes de ensaio (pH 7,4 & 6,0). 5 ul. por
poco de cada diluicdo em série foram transferidos a partir da placa de
diluicdo de scFv a pH relevante para a placa de ensaio correspondente
{(pH 7.4 e pH 6,0). 5 yl. do tampé&o de ensaic a pH apropriado foram adi-
cionados aos pogos totais e ndo especificos. O scFv purificado Par0067
original fol incluido em lodas as experiéncias de 1Cs de resposta a dose
multipontos como um controle como o foram schv purificados depen-
dentes de pH especificos a medida que esses se tornaram disponiveis
{para referéncia). Os dados séo apresentados na Tabela 1.
Preparacéo/Adicdo de ECD de PAR2 Humanc Biotinilado:

[001585] O ECD de PAR2 humano biotinilado gerado internamente

foi diluido em cada um dos dois tampbes de ensaio (pH 7,4 & pH 6,0)

para dar solucbes de trabatho a 4,0 nM (concentracéoe de ensaio final
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de 1 niM). 5 pl/poco da solugdo de trabalho de ECD de PAR2 humano
biotinilado a 4,0 nM apropriada foram depois adicionados a todos 0s po-
¢cos da placa de ensaio correspondente (pH 7,4 e pH 6,0) com a excecao
dos pocos de conirole de ligacao negativa. 5 uyl/poco do tampéo de en-
saio a pH apropriado foram adicionados aos pogos de ligacdo negativa.

Preparacdo/Adicdo de Reagentes de Deteccdo de HTRF:

[00156] Estreptavidina Marcada com Criptato de Eurdpio (CisBio,
610SAKLB) e Anti-Fe-Humano Marcado com XL%° (CisBio, 81HFCXLE)
foram cada um diluidos em cada tampéo de ensaio de pH (pH 7 4 & pH
6,0) para dar soluctes de trabalho combinadas as concentracdes de
6,0 nM (Estreptavidina Marcada com Criptato de Eurdpio) e 40 nM
(Anti-Fe-Humano Marcado com XL%%%), Permitindo a diluicdo de x4 no
ensaio, isto resultou em concentracdes de ensaio finais de 1,5 nM (Es-
freptavidina Marcada com Criptato de Eurdpio) e 10 nM (Anti-Fe-
Humano Marcado com XL®%%). 5 ul/pogo da solucdo de trabalho de
reagente de deteccdo de HTRF™ combinado a pH relevante foram
depois adicionados a todos 0s pocos da placa de ensaio correspon-
dente (pH 7,4 € pH 6,0).

sSecdo C: Teste de IgG Purificada:

Ordem de Adicdo e Componentes do Ensaio:

Total nsb Teste
lgG Par0087 marcada com Dylight®®° 5ub 5 ub 5 ub
(x4 [final])
lgG de teste (x4 [final}) - - 5uk
Tampéo de Ensaio 5ul 5ul -
ECD de Bio-humano-PARZ (x4 [final]) 5 ul - 5 L
Tampao de Ensaio - 5ubl -

Estreptavidina Marcada com Criptato de 5 L 5ub 5k
Eurdpio (x4 [final})
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Marcacdo com Dylight650 de IgG ParG067:
[00157] A marcacdo com Dylight®® de IgG Par0067 foi realizada

usando um estojo de marcacdo Dylight®? (Thermo Scientific Cat. No.

84536). A marcacéo de IgG Par0067 purificada gerada internamente
foi realizada de acordo com o procedimento de marcagdo recomenda-
do pelo fabricante. A concentracéo de IgG Par0067 marcada com
Dylight®®? final foi determinada como (0,56 mg/mL com uma razédo de
incorporacdo de corante média entre Dylight®™® e IgG de 2,7 moles de
corante/mole de igG.

Preparacdo/Adicdo de IgG Par0067 Marcada com Dylight®®’;

[00158] IgG Par0087 marcada com Dylight®® (0,56 mg/mL, 3,733

n) foi constituida até uma concentracdo de 4,44 nM (para dar 1,11

nM [ensaio] final) em cada um dos dois tampdes de ensaio previamen-
te descritos na secdo dos materiais (pH 7.4 & pH 6,0). 5 ul/poco da
solucdo de IgG Par0067 Dylight®° a 4,44 nM com pH apropriado foram
adicionados a todos os pocos da placa de ensaio relevante (pH 74 e
pH 6,0).

Dituicdo em Série/Adicdo de IgG de Teste:

[00159]  1gG Par0067 original (usada como uma referéncia/controle
em todos 08 ensaios) foi pré-diluida para dar um estoque de 2000 nM
em cada um dos dois tampdes de ensaio a pH diferente (de modo a
dar uma concentracado de 1gG de ensaio final de topo de 500 nM). To-
das as igG de teste, ou outra de referéncia/controle, foram testadas a
partir de uma concentracdo de ensaio final de fopo de ¥ da amostra
nao diluida pura (i e., nenhum passo de pré-diluico foi realizado). Di-
luicbes em série 1.3 de 11 pontos em duplicado foram depois prepara-
das em placas Greiner de polipropileno de 384 pocos em cada um dos
dois tampdes de ensaio (pH 7,4 & 6,0). 5 yl foram transferidos a partir
da placa de diluicdo de 1gG a pH relevante para a placa de ensaio cor-

respondente (pH 7.4 e pH 6,0). 5 uL do tampéo de ensaio a pH apro-
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priado foram adicionados aos pocos {otais e ndo especificos.
Preparacéo/Adicdo de ECD de PAR2 Humang Biotinifado:
(001601 O ECD de PARZ humano biotinilado gerado internamente

foi diluido em cada um dos dois tampdes de ensaio (pH 7,4 & pH 6,0)

para dar solugbes de trabatho a 4,0 nM (concentracdo de ensaio final
de 1 nM). 5 pl/poco da solucdo de trabalho de ECD de PARZ humano
bictinilado a 4,0 nM apropriada foram depois adicionados a todos os
pocos da placa de ensaio correspondente (pH 7.4 e pH 6,0) com a ex-
cecdo dos pocos de controle de ligacao negativa. 5 yl/pogo do tampéo
de ensaio a pH apropriado foram adicionados aos pocos de ligacao
negativa.

Preparacdo/Adicdo de Reagentes de Deteccdo de HTRF:

[00161] Estreptavidina Marcada com Criptato de Eurdpio (CisBio,
610SAKLB) foi diluida com cada tampdo de ensaio de pH (pH 7.4 &
pH 8,0) para dar solucbes de trabalho a uma concentragdo de 6,0 nM.
Permitindoe uma diluicdo de x4 no ensaio, isto resuliou em uma con-
centracao de Estreptavidina Marcada com Criptato de Eurdpio de en-
saio final de 1,5 nM. 5 uL/poco da solucdo de trabaltho de Estreptavidi-
na Marcada com Criptato de Eurdpio a pH relevante foram depois adi-
cionados a todos 0s pogos da placa de ensaio correspondente (pH 7.4
e pH 6,0).

Secdo D Analise de Dados:

[00162]  As contagens a 665 nm e 620 nm foram em primeiro lugar
convertidas em valores de razao 865/620. Delta F (%) foi depois calcu-
lada usando a seguinte equacio:

Dejta F (%) = ((razdo de amosiras — razdo negaliva)/raz8c negaliva) ©
100

[00163] Os valores de razéo negativa foram calculados na auséncia
de lgG Par0067 a partir de pocos de controle de ligacdo negativa rele-

vantes.
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[00164] A % de Ligacdo Especifica foi depois calculada usando a
seguinte equacao:

% de Ligacao Especifica ={% de Delta F da Amostra —~ % de Delta F de
Ligacao Negativa)/(% de Delta F de Ligacao Total -~ % de Delta F de
Ligacao Negativa)} * 100

[00165] Para a HTS de ponto unico, a % de Ligacao Especifica a
oH 6,0 versus pH 7.4 fol representada graficamente nos eixos x e vy,
respectivamente, de modo a visualizar a distribuicdo de scFv com ini-
bicdo reduzida (% de Ligacdo Especifica mais elevada) a pH 6,0 em
relacéo a pH 7 4.

[00166] Para as curvas de resposta a dose multipontos, os valores
da % de Ligacéo Especifica foram representados graficamente versus
concentracao de anticorpo purificado de teste (scFv ou igG). Os valo-
res de [Cso foram determinados através de um ajuste de curva de de-
clive variave! de inibicdo de resposta a dose sigmoidal (equacéo logis-

tica de 4 parametros) usando Soffware Graphpad Prism.

TABELA 1
Clone Ensaio de Competicdo de Epitopo Parfg67
{IlgG) iCs0 & pH IspapH | Variante: Vezes ICsx Vezes {0 pH 7.4
7.4 {nM) 6,0 (nii} {pH 6,0 v pH 7,4} {Variante v Par067)

Par(0s7 3,3 38 (i 1.0
PaBa70010 15,4 41,8 27 4.7
PaBb70020 56 18,5 3,3 1.7
PaBb70034 56 14,2 2,5 1.7
PaBb70045 9.8 72,5 7.4 3,0
PaBB670048 14,5 1394 9.6 4.4
PaB670064 67,1 2899 43 20,3
PaB670066 52,2 4869 9.3 15,8
FaB&70087 14,4 113,2 7.9 4.4
FaB670088 77,8 447 6 58 23,6
FaB&70070 60,4 2700 4,5 18,3
FaBs7o071 101,2 4248 4,2 30,7
FaBs70073 724 4283 59 21,8
FaB670075s 101,8 603,0 59 30,8
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Clone Ensaio de Competicdo de Epitopo ParG067
{igG) ICs0 2 pH ICeo 2 pH | Variante: Yezes ICs, Vezes ICso pH 7,4
7.4 {nM) §,0 {nhi} pHE, 0 vpH7.4) {Variante v ParQ067}

PaB870076 46,2 291.8 8,3 14,0
PaBe70077 55,4 619,9 11,2 16,8
PaB870078 33,3 319,2 2.6 10,1
PaBa70079 44,2 489 8 11,1 13,4
PaBa70080 16,6 1581 8,5 5.0
PaBa70081 51,4 2800 5,1 158
PaBa70082 254 77,8 3,1 7.7
PaBa70083 452 151.8 3.4 13,7
PaBb70084 54,5 2827 52 18,5
PaBb70085 48,1 1547 32 14,6
PaBb70087 44,9 1306,7 32 12,4
PaB670088 25,8 114,7 38 9,0
PaB670089 25,9 134.,0 4,5 9.1

PaB670090 22,6 85,5 38 6,8
FPaBs70091 252 98,9 39 7.8
PaB670092 411 193,5 4,7 12,5
FaB670083 18,8 58,7 32 58
FaBs70084 72,5 2388 33 22,0
FaB670085 20,0 113,2 57 8,1

FaBe70087 21,8 77,9 3.6 6.6
FaB670098 65,9 210,3 3.2 20,0
FaB6700%93 12,8 62,4 4.8 3.8
PaB670100 20,3 69,0 3.4 6,2
PaBe70101 146,9 4985 3.4 44,5
PaB670102 53 13,7 28 1.6
PaB6a70103 27,9 2035 7.3 8.5
PaB6e70104 217 2022 ] 5.8
PaBa70105 74 .4 4955 8,7 22,5
PaBa70106 3128 1188,0 3,8 94.8
PaBa70107 42,7 4839 10,9 12,8
PaBa70108 28,1 1488 5,1 8.8

Recombinacdo de mullinlas histidinas em um onico sckv

[00167] Os residuos de histidina de scFv que demonstraram ligacéo
dependente de pH no ensaio de ligacdo de competicdo de epitopo

Par0067 foram recombinados usando mutagénese sitio-dirigida (Rei-
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kofski J & Tao BY, 1982, Biofechno! Adv, 10 (4). 535-547). Os scFv
resultantes que continham histidinas em duas CDRs diferentes foram
retestados no ensaio de ligacao de competicdo como mutante triplo de
imunoglobulina G1 inteira (IgG1-TM) (Tabela 2) para identificar varian-
tes com meihorias adicionais na ligacdo dependente de pH em compa-
racdo com o anticorpo original, Pard067.

[00168] Os alinhamentos de sequéncias para cada um dos clones
modificados por histidina em comparacdo com as sequéncias de CDR

do anticorpo Par0067 € proporcionado nas Figuras 1A-1B e 2A-2B.

TABELA 2
Ensaic de Competicio de Epitopo Parfgé7
Clone {lgG) | ICsoapH | ICsoapH | Variante: Vezes ICsp Vezes i0s pH 7.4
7.4 {nM) 8,0 {nM) {pH 6,0 v pH 7.4} {Varianie v Pari87)

FPargis7 (4,835 0,780 0,85 1.00
FaB670045 238 258 8,9 3,5
FaB670048 57 482 8,5 6,8
PaB670128 32,8 IC ND 39,3
PaB670129 56,1 IC ND 67,2
PaBe70084 10,3 64,6 6,3 12,3
PaBe70141 2.4 13,8 5.9 2,8
PaBe70142 4,8 87,1 14,0 57
PaB670143 3.4 40,0 11,8 4,0
PaBa70144 28,0 564.8 18,5 347
PaBa70146 81,9 7843 8.5 116,1
PaBa70148 485 8448 17,4 58,1
PaBb70149 5049 iC ND 6047
PaBb70151 68,5 796,0 11,5 83,2
PaBb70152 438,8 66040 15,1 5255
PaB670153 83,0 1638.0 17,6 11,4
PaB670156 7,0 180,0 27,2 8.4
PaB670157 15,8 9324 59,0 18,9
FaB670158 6,8 477.0 £9.8 82
FaB670159 161,0 iIC ND 192,8
FaB670180 16,8 634,3 37,8 20,2
FaBs7o181 47,9 1899,0 386 57 4
FaBs70182 11,4 908,2 78,5 13,7
FaB670183 1451 iIC ND 173,8
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IC = Curva Incompleta; ND = Ndo Demonstrado
Afinidade de Fabs anfi-PAR2 por PARZ humano, de rafo e cinomolqo
como determinada por BIACORE™

[00169] Fragmentos de ligacdo ao antigeno (Fabs) dos anticorpos

anti-PARZ foram expressos (Spooner J. ef al (2015) Biotechnol Bio-
eng. 112 1472-7) e a afinidade por PARZ recombinante de varias es-
pécies (humano, rato e cinomolgo) determinada por Biacore.

Analise de Afinidade Biacore

001701 A afinidade dos Fabs anti-PARZ foi medida usando ¢ Biaco-
re T100 a 25 °C a varios pHs (pH 7,4, pH 6,0 e pH 5,8). As experién-

cias foram levadas a cabo usando PARZ recombinante humano, de

rato e cinomolgo com um marcador Avi N-terminal e marcadores Flag-
His C-terminais.

(001711 A estreptavidina foi covalentemente imobilizada em uma
superficie de chip C1 usando técnicas de acoplamento de amina a
uma concentracdo de 4 ug/mbl em Acetato de sddic a 10 mM pH 4.5.
Uma superficie de estreptavidina final de aproximadamente 30-100
RUs foi alcancada. Espécies de PARZ bictinilada recombinante (pro-
duzida internamente) foram tituladas na superficie do chip de estrepta-
vidina a 4 yg/mL em tampéo HBS-EP+ para permitir ligacdo de Fab em
saturacao (Rmax). Este baixo nivel de ligacao de analito assegurou efei-
tos minimos de transporte de massa.

[00172] Os Fabs anti-PARZ2 Fabs foram diluidos em série (0,39 nM-
25 nM) em tampéo HBS-EP+ pH 7.4 ou tampédo MES-BS-EP+ pH 6,0
ou em tampao MES-BS-EP+ pH 5,6 e fluiram sobre o chip a 50
ul/min, com associacao de 3 minutos e disscciacgo até 30 minutos.
Multiplas injecbes somente com tampéao foram feitas sob as mesmas
condicGes para permitir a subtracdo da dupla referéncia dos conjuntos
de sensorgramas finais, que foram analisados usando o soffware Bi-

abval (versdo 2.0.1). A superficie do chip foi {otalmente regenerada
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com puisos de MgClz a 4 M.

[00173]

Os resultados de afinidade BiaCore para clones seleciona-

dos s80 proporcionados em baixo nas Tabelas 3-13.

Tabela 3: Fab. ParQ067

oH Espécies | ks (M5 | kq(s) Ko {(pM)} Rimax
7.4 Humano | 666E+6 | 496 E-5 7.5 50,1
6,0 Humano | 3,12E+86 | 972 E-5 31,2 39,3
7.4 Rato 516 E+6 1,94 E£-4 37,6 111
6,0 Rato 321E+6 | 544 -4 170 100
Tabela 4. Fab. PaB670048

oH Espécies [ ka (M8 | ka(s™) Ko (pM) Rimax
7.4 Humano | 420E+68 | 518E-4 124 89,0
6.0 Humano 1,94 E+6 | 4,97 E-3 2569 58,3
7.4 Rato 524 E+68 | 3,07 E-3 586 1247
6,0 Rato 400kE+6 | 2,05E-2 5120 105,2
Tabela 5. Fab. PaBe70084

pH Espécies | ko (M s | ka{s™) Kp (ph) Renax
7.4 Humano | 6,49 E+6 1,62 E-3 250 68,4
6,0 Humano 1,73 E+6 | 763 E-3 4 410 104,86
7.4 Rato 8,83 kE+6 | 837E-3 1226 97,6
8,0 Rato 257kE+6 | 277E-2 10,800 91,97
Tabela 6: Fab. PaB670076

pH Espécies (ke (M's)| ka(s™ Ko (pM} Rmax
7.4 Humano | 5,84 E+6 1,21 E-3 207 63,5
8,0 Humano 111E+6 | 514 E-3 4,611 99,51
7.4 Rato 6,34 E+6 1,07 -2 1,689 87,9
6,0 Rato 166E+6 | 510E-2 30,730 82,61
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Tabela 7. Fab. PaBs70120

pH Espécies | k. (M7s" | ka(s) Ko (ph) Rimax
7.4 Humano | 554 E+6 1,37 £-3 247 61,62
8,0 Humano | 348E+6 | 210E-2 6,047 94 67
7.4 Rato 562 E+6 1,46 E-2 2,606 84,23
6,0 Rato 8,26 E+6 0,281 34,040 73,35
Tabela 8: Fab. PaB670128

pH Espécies | ke (M8 | ka(s") Ko (pM) Rmax
7.4 Humano | 595E+6 | 365E-3 613 58,57
6,0 Humano | 2,22E+6 | 457 E-2 20,062 79,4
7.4 Rato 6,40 E+6 1,96 E-2 3,023 80,86
6,0 Rato 1,79E+6 | 689 E-2 38,520 63,26
Tabela 9: Fab. PaB670048

pH Espécies | ko (M's% | ka{s) Ko (pM) Rinax
7.4 Humano | 558 E+6 | 580E£-4 104 58,53
6,0 Humano 1.84E+6 | 458E-3 2,488 93,02
7.4 Rato 746 E+6 | 3,25 E-3 435 81,2
6,0 Rato 484E+6 | 217 E-2 4,483 80,14
Tabela 10 Fab. PaB&70129

oH Espécies [ ka (M8 | ka(s™) Ko (pM) Rimax
7.4 Humano | 8,20E+46 | 504 E-3 614 54 98
6,0 Humano 1,59E+6 | 554 E-2 34,840 76,02
7.4 Rato 882E+6 | 2,63E-2 2,979 73,16
6,0 Rato 1,45E+6 | 841E-2 57,910 67,27
Tabela 11: Fab. PaB670136

oH Espécies | ks (M5 | kq(s) Ko {(pM)} Rimax
7.4 Humano | 517 E+8 | 495E-3 957 50,27
6,0 Humano | 7,92 E+8 14,9 18,840 67,97
7.4 Rato 757TE+6 | 3,14 E-2 4,149 73,24
6,0 Rato 1,57 E+6 | 589 E-2 37,550 477
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Tabela 12: Fab. PaB670103

pH Espécies | k. (M7s" | ka(s) Ko (ph) Rimax
7.4 Humano | 3,52 E+6 1,11 -4 32,5 46,3
6,0 Humano | 3,36 E+5 | 6,07 E-4 1,805 70,66
7.4 Rato 304E+6 | 558E-4 184 742
6,0 Rato 531E+5 | 542E-3 10,200 69,58
Tabela 13: Fab PaB870129 a 3 pHs diferentes.
pH Espécies | k. (M'sh | ka(s™) Kp (pM) Rinax
7.4 Humano | 7,14 E+8 | 534 E-3 7478 759
8,81 E+6 | 530E-3 7780 66,5
8,0 Humano 1,56 E£+6 | 576 E-2 36,910 58,1
3,26 E+6 0,109 33,500 48,4
56 Humano 1,33 E+6 0,112 84,550 42,5
7.4 Cinomolgo | 667 E+6 | 2,23E-3 333,3 59,7
6,59 E+6 | 2,21 E-3 3350 519
6,0 Cinomolgo | 2,14 E+6 | 275 E-2 12,840 496
1,74 E+6 | 236 E-2 13,560 44 2
5,6 Cinomolgo | 3,66 E+6 0,139 37,840 41,3

Exemplo 2: Ensaio de Atividade de PARZ e PAR1 a Base de Células
[00174]  Células A548 humanas, células KNRK de rato, LL/2 de ca-
mundonge ou CYNOM-K1 de cinomoigo expressando PARZ enddge-

no, ou células 1321N1-hPARZ2-cl8 humanas sobre-expressando PARZ
humano, foram inoculadas a 5,000 (humano, cino) ou 7,000 (camun-
dongo, rato) células por poco em Placas de Cultura de Tecidos reves-
tidas com PDL (Greiner Bio-One). As células foram carregadas co co-
rante de Calcio Fluo-Screen Quest™ Fluo-8 No Wash (AAT Bioguest,
inc). As células foram pré-tratadas com IgGs ou Fabs diluidos em
tampéao de ensaio (HBSS, BSA a 0,1%, HEPES a 20 mM) durante 1 h
a temperatura ambiente. Para 0s ensaios em camundongo € ¢ino, as

celulas foram pré-tratadas com trombina a 0,5 nM ou 10 nM, respecti-
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vamente, para dessensibilizar a atividade de PAR1. As respostas de
calcio a PARZ a tripsina a 11 nM (humano), 400 nM {(camundongo) ou
80 nM (rato, cino) (Polymun) foram medidas em um Leitor de Placas
de Visualizacao Fluorescente (FLIPR) Tetra (Molecular Devices). Para
se determinar a atividade funcional contra PAR1 humana, as respostas
de calcio conduzidas por trombina na linha de células A548 humanas
foram determinadas também no FLIPR telra e em estes ensaios 1gGs
anti-PAR1 neutralizantes WEDE15 (Beckman Coulter) e ATAPZ (Life
Technologies) foram usadas como controles positivos. Para se deter-
minar a atividade funcional contra diversas proteases, células 1321N1-
hPARZ2-cI8 sobre-expressando PARZ humano foram pré-tratadas com
PaBB70129, antes da estimulacéo da liberacdo de calcio com tripsina
a 0,5 nM, triptase a 500 nM ou matriptase a 1 nM. As medicdes de flu-
orescéncia foram medidas antes da, durante a e apos a adicdo de pro-
tease e as RFU de pico calculadas por pogo. A % de respostas (em
relacdo a protease sozinha) foi calculada contra a concentracdo de
anticorpo e as 1Csps determinadas usando soffware GraphPad Prism.

[00175] Os resultados de células de humano, macaco cinomolgo,
rato & camundongo em estes ensaios s80 proporcionados na Figura 3
(A, B, C e D, respectivamente), as ICsos de PARZ calculadas na Figura
3E e Figura 6 (dados de especificidade de PAR1). Os calculos de {Cs
demonstram que PaB670128 inibe potentemente as respostas de cal-
cio de PARZ induzidas por tripsina em células de humano, camundon-
go, rato & macaco cinomolgo expressando PARZ (Figura 3E). Além do
mais, em celulas Ab549 humanas, a ativacdo de PAR1 induzida por
frombina ndo € inibida por PaB670129 mas pode ser efetivamente blo-
queada pelos anticorpos monacionais Vorapaxar e anti-PAR1 (Figura
6). Estes dados demonstram que PaB670129 € um antagonista poten-
te e especifico de PARZ. A aplicacao de PaB670129 sozinho a células

expressando PARZ ndo tem efeito nos niveis basais de calcio celular,
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demonstrando que PaB670128 n&o tem gqualquer atividade agonista
em PAR2 {Figura 4A). Além do mais, PaB670129 antagoniza potente-
mente as respostas provocadas por PARZ a diversas proteases inclu-
indo tripsina, triptase e matriptase (Figura 4B).

Ensaio de Calcio de PARZ Gligl-neuronal de DRG Priméarios

[00176]  Culturas dissociadas de génglios radiculares dorsais de cri-
as de ratos Sprague dawley (DRG) foram preparadas e cultivadas em
laminina e Placas de Cultura de Tecido revestidas com PDL (Greiner
Bio-One). As placas foram incubadas a 37 graus durante 24-72 horas
antes do uso no ensaio. As células foram carregadas com corante Fu-
ra-2 calcio a 2 uM (Life Technologies). As células foram incubadas em
tampéo de visualizacdo (HBSS, HEPES a 20 mM, Sulfinpirazona a 0,1
mM, antagonista de PAR1 Vorapaxar a 10 yM) contendo anticorpos
contra PARZ a 20 nM. O calcio intracelular foi depois quantificado por
visualizacdo radiometrica Fura-2 em um microscopio Olympus 1X81
equipado com uma [ampada em arco de Xénon excitando a 340 e 380
nm em resposta & aplicacao dos agonistas trombina (Sigma) e matrip-
tase (R&D Systems), peptideo ativanie de PARZ LIGRLO (SEQ 1D NO:
832) (Peptides International) e elevado potassio extracelular (50 miM).
O numero de neurbnios versus glia foi calculado por campo de vista
(neurdnios definidos como mostrando resposia a elevado potassico).
Os neurdnios e glia sensiveis a matriptase totais foram depois calcula-
dos por campo de vista. Os resultados do ensaio de calcio 580 propor-
cicnados nas Figuras 5A-F e ilustram que o anticorpo PaB670129 re-
duziu efetivamente a sensibilidade a matriptase em células neuronais
DRG (Figuras 5A-C) e ndo neuronais (Figuras 5D-F),

Exemplo 3. Efeitos de um Anticorpo Anti-PARZ2 em um Modelo de Rato
de Dor articular inflamatbria

[00177] A administrac8o intra-articular de lodoacetato Monossadico

(MIA) no joelho ipsilateral de ratos Sprague Dawley leva ao desenvol-
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vimento de uma hiperalgesia robusia e duradoura e alodinia associada
inicialmente a uma resposta inflamatoria. Se acredita que o desenvol-
vimento destes sinais em este modelo animal seja clinicamente rele-
vante; refletindo os sintomas exibidos por pacientes apresentando dor
inflamatoria crénica associada a condicdes subjacentes tais como 0s-
teoartrite (OA) ou artrite reumatoide (Bove ef al,, 2003, Fernihough ef
al., 2004; Kalbhen 1987). Foi previamente demonsirado que (usando o
suporte de peso como um ponto final) a evolucao temporal da hiperal-
gesia induzida por MIA segue um padrdo bifasico com um componente
inicial, predominantemente inflamatorio, que é sensivel a Cox-2; e
marcadamente reduzido pelo padréo de ouro Celecoxib. Esta fase in-
flamatoria inicial da lugar a um fendtipo de dor mais cronica que & sen-
sivel a Pregabalina (PGB) e insensivel ao Celecoxib sugerindo um
componente do tipo mais neuropatico subjacente.

[00178] Suporfe de peso. Os ratos sem tratamento distribuem o seu
peso corporal igualmente entre as duas patas posteriores. No enfanto,
gquando o joetho posterior injetado (esquerdo) esta inflamado efou do-
lorido, o peso & redistribuido tal que menos peso seja colocado no
membro afetado (diminuicao no suporte de peso no membro lesiona-
do). O suporie de peso através de cada membro posterior € medido
usando um testador de incapacitancia de rato (Linton instruments,
RU).

[00179] Ratos Sprague Dawley foram colocados no testador de in-
capacitancia com as patas {raseiras em sensores separados e a forca
média exercida por ambos os membros posteriores foi registrada ao
fongo de 4 segundos.

[00180] Procedimento. ApGs entrega, os ratos foram submetidos a
um periodo minimo de habituacdo de 7 dias antes do inicio do estudo.
Os ratos sem tratamento foram aclimatizados a cdmara de procedi-

mento nas suas gaiclas caseiras, com alimento e agua disponiveis ad
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fibitum. As habituacdes a camara de suporte de peso foram realizadas
ao longo de varios dias. As leituras de suporte de peso da linha de ba-
se foram tiradas no dia final.

[00181] No Dia 0, apds leitura da linha de base final, os animais fo-
ram anestesiados usando isoflurano e oxigénio misturados 3.1 em
condicbes estéreis. A area do joetho esquerdo foi rapada e limpa com
uma solucéoe diluida de hibiscrub.

[00182] A osteocartrite (OA) foi induzida por injecdo de solugéo de
MIA (Sigma, 12512), 25 pl. de 80 mg/mb (2 mg) na articulacéo do joe-
tho da pata posterior esquerda. Os animais de controle foram injetados
com solucdo salina. Fol permitido que 0s animais recuperassem em
um ambiente aquecido, anies de serem devolvidos a sua gaiola casel-
ra.

[00183] Os animais desenvolvem uma resposta inflamatéria pos-
MIA e podem proteger e lamber a area afetada. Os ratos foram, por-
tanto, cuidadosamente monitorizados quanto a sinais inesperados de
sofrimento ou dor severa, tal que gualquer animal exibindo tais sinais
poderia ser sacrificado imediatamente.

[00184] Os animais foram pesados diariamente durante a primeira
semana e dois a cada dos dias depois. O suporte de peso foi avaliado
nos Dias 3, 7, 10 & 14, apods injecdo de MIA, guanio ao desenvolvi-
mento de dor crinica. No dia 18 foram realizadas medicdes de suporte
de peso e 0s animais foram classificados e randomizados para grupos
de tratamento de acordo com sua janela de MIA em um desenho qua-
drado latino.

[00185] Regime de dosagem de anticorpos. Os animais foram tra-
tados com ParQ087 (PAR2+ve) 10 mg/kg ou controle de isotipo (PARZ-
ve) 10 mg/kg i.v. no dia 18 e medicdes de suporte de peso adicionais
foram realizadas 4 horas e 1, 2, 6, 8, 10 & 14 dias pos-dosagem de

anticorpos.
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[00186] Regime de dosagem de Fregabalina & Celecoxib. Os ani-
mais foram doseados com PGB (30 mg/kg p.o; 2 mbl/kg) ou Celecoxib
(50 mg/kg p.o; 2 mb/kg) diariamente nos dias 24, 25, 26, 27 e 28 pds-
injecao de MIA. As avaliacbes de suporte de peso foram realizadas 1
hr pés-dosagem nos dias 24, 26 e 28 e uma leitura adicional foi reali-
zada pos-cessacao do tratamento com farmaco no dia 32.

[00187] Nodia 1, 2, 6, 10 e 14 pos-dosagem, apds avaliacdo de su-
porte de peso, 400 yl de sangue foram retirados através da veia da
cauda para analise pk de grupos tratados com Anticorpo e Controle de
fsotipo (n = 5/grupo).

[00188] Avaliacdo do Estudo. As leituras de suporte de peso (g) fo-
ram realizadas para ambas as patas posteriores direitas e esquerdas e
a diferenca calculada. Os dados sdo expressos como de % de razéo
ipsilateral/contralateral ((WB esquerda/WB  direita)™100) (média =
s.e.m.).

[00189] Célculo: Leitura ipsilateral/leitura contralateral x 100. A dife-
renca de WB sem tratamento — diferenca de WB pré-dose foi definida
como a janela de MIA.

[00190]  Anélise estatistica: ANOVA com medicdes repetidas segui-
da por teste de comparacdo planeada usando InVivoStat (invivos-
tat.co.uk), (p<0,05 considerado significativo). Os dados foram analisa-
dos por comparacio de grupos de tratamento com grupo de controle
com veicuio em cada ponto temporal.

[00191] A injecdo de 2 mg de MIA na articulacdo do joelho causou
uma resposta de inflamacdo e hipersensibilidade marcada aparente a
partir do dia 3 como detectada por um desvio no suporte de peso entre
patas posteriores lesionadas e nio lesionadas. Esta resposta de hipe-
ratividade induzida por MIA era ainda evidente em todos os grupos até
ao dia 18 (e para além para animais de controle tratados com veiculo),

momento em gue 0s primeiros agentes de teste foram administrados.
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A injecdo de solucdo salina ndo teve efeito no suporte de peso.

[00192] Como demonstrado na Figura 7A, uma reversdo significati-
va € marcada da hipersensibilidade foi vista apds administracao diaria
de Pregabalina (30 mg/kg) a partir do dia 24-28 com um efeito residual
fraco ainda aparente apds cessacao prévia de tratamento no dia 32.
Em contraste, a administraco diaria de Celecoxib (50 mg/kg) a partir
do dia 24-28 mostrou no maximo uma reversao somente fraca de hi-
persensibilidade. Este perfil farmacoldgico sugere que a hiperatividade
observada durante esta fase da resposta a MIA tem natureza predo-
minantemente neuropatica, ao invés de inflamatoria.

[00193] Como também demonstrado na Figura 7A, uma reversao
significativa de hipersensibilidade foi vista com ParQ067 a partir das 4
horas pés-dose, até ao dia 28 (10 dias pos-dose). N&o foi visto ne-
nhum efeito com Controle de Isotipo durante 0 mesmo periodo de
tempo. A Figura 78 ilustra o efeito de fratlamento com diferentes con-
centracdes de ParQ067.

Exemplo 4. O Efeito do anticorpo contra PARZ, PaB670128, na Rever-
s80 da Ligacao Parcial de Nerves - Hiperalgesia Mecénica Induzida
em Camundongos C57BL/6 Fémeas

Infroducéo

[00194] A ligacdo parcial do nervo cidtice (PNL) como descrito por
Seltzer (1990) € um de um numerc de modelos de ligago de nervos
que sdo relatados como servindo como modelos pré-clinicos de dor
neuropatica. Produz uma hiperalgesia mecénica profunda que pode
ser medida usando um analgesimetro como descrito por Randall & Se-
litto (1957). Este exemplo descreve os efeitos da administracao do an-
ticorpo anti-PARZ, PaB8670129, na hiperalgesia em este modelo de
leséo nervosa/dor neuropatica.

Procedimento

[00195] Sessenta camundongos C57BL/6 fémeas foram submetidos
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a insercdo de transpondedores para propositos de identificacse pelo
menos 5 dias antes do inicio do estudo. A hiperalgesia mecénica foi
determinada usando um analgesimetro (Randall & Selitto 1957) (Ugo
Basile). Foi aplicada uma forca crescente a superficie dorsal de cada
pata traseira de cada vez ate ter sido observada uma resposta de reli-
rada. A aplicacéo de forca fol parada em este momento & 0 peso em
gramas registrado. Os dados foram expressos como limiar de excluséo
de retirada em gramas para as patas ipsilaterais e contralaterais. Apos
o estabelecimento de leituras de linha de base, os camundongos fo-
ram divididos em 2 grupos com razdes ipsilateral/contralateral aproxi-
madamente iguais que foram submetidas a cirurgia para ligar parcial-
mente ¢ nervo ciatico ou serviram como controles pseudo-operados.
Os camundongos operados foram anestesiados com isofluranc. Apos
isto, aproximadamente 1 cm do nervo ciatico esquerdo fol exposto por
dissecdo miligada através de uma incisdo ao nivel do meio da coxa.
Uma sutura (8/0 Virgin Silk: Ethicon) foi depois passada através da
terceira dorsal do nervo & apertada firmemente. A incisdo fol depois
fechada usando cola e foi permitido que 08 camundongos recuperas-
sem durante pelo menos seis dias antes do inicio do teste. Os camun-
dongos pseudo-operados foram submetidos ao mesmo protocolo mas,
apos exposicdo do nervo, 08 camundongos foram suturadoes e foi per-
mitido que recuperassem.
[00196] Os camundongos foram testados quanto ao inicio da hipe-
ralgesia aos dias 7 e 10 pos-cirurgia. Quaisquer camundongos mos-
trando uma razdo ipsilateral/contralateral de mais do que 80% foram
classificados como néo respondedores e removidos do estudo. Apds
teste ao dia 10, os camundongos foram adicionalmente subdivididos
em grupos dando 0s grupos de tratamento finais:

A. Grupe 1. Pseudo-operados + Conirole de isotipe 10
mg/kg s.c (N = 10}
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B. Grupe 2: Com ligacdo de nervos + Controle de isotipo 10
mg/kg s.c(N=9)
C. Grupo 3: Com ligacéo de nervos + Etanercept 0,3 mg/kg

s.c. (N =9}

D. Grupo 4: Com ligacao de nervos + PaB670129 3 mg/kg
s.c. (N=9)

E. Grupo 5 Com ligacéo de nervos + PaB670129 10 mg/kg
s.c.(N=8)

F. Grupo 6. Com ligacao de nervos + PaB&70129 50 mg/kg
s.c. (N =9}

[00197] Foi administrado aos camundongos controle ou moléculas
de ieste diluidas em Scolucdo Salina Tamponada com Fosfato (PBS)
no dia 13 e estes foram retestados guanto a mudancas na hiperalgesia
mecanica as 4 horas pés-dose e também aos 1, 2, 4 e 7 dias pds-
dose.

Analise de Dados

[00198] Leituras ipsilaterais e contralaterais foram realizadas para
cada animal em cada momento de teste. O suporie de peso através
dos membros posteriores ipsilaterais e contralaterais fol expressa co-
mo uma razao e os dados de grupo foram analisados (PRISM) usando
ANOVA de 2 vias e comparacdes par a par, onde apropriado, foram
feitas usando teste de Tukey.

Resultados

[00199] A ligacéo parcial do nervo ciatico causou uma hiperaigesia
mecanica gue se manifestou como uma redugdo significativa na razéo
ipsilateral/contralateral no dia 7 e 10 quando comparada com controles
pseudo-operados. Apds fratamento com controle de isotipo, os ca-
mundongos operados nado mostraram qualguer mudanca no nivel de
hiperalgesia mecanica a partir dos niveis pré-dose indicando uma au-

séncia de efeilo. A administracdo do padrdo de ouro interno, etaner-
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cept (0,3 mg/kg s.¢.), causou uma reversdo significativa da hiperalge-
sia a partir das 4 horas até 7 dias pds-dose de acordo com os resulta-
dos vistos em estudos previos. PaB670129 causou uma reversdo da
razdo ipsilateral/contralateral de um modo relacionado com a dose
com efeitos de pico sendo vistos tanto a 10 mg/kg como a 50 mg/kg. A
dose mais baixa de 3 mg/kg, embora significativa aocs 1, 2 e 7 dias
pos-dose, mostrou um efeito menor (ver Figura 8).

(002001 A ligagdo parcial do nervo ciatico induziu uma hiperaigesia
mecanica duradoura consisiente com resultados previamente relata-
dos. Sem desejar estar limitado pela teoria se acredita que isto sirva
como uma correlacdo pré-clinica da dor observada na dor neuropatica.
A administracéo de PaB870129 mostrou uma reversdo significativa e
relacionada com a dose desta hiperalgesia indicando um uso potencial
de anticorpos contra PARZ no tratamento da dor neuropatica.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
PRT = sequéncia de aminoacidos

SEQ 1D NO: nome de clone Tipo

1 ZZ218D2-D02 (Par0067) DNA VH

2 ZZ15D2-D02 (Parf087) VH PRT

3 ZZ15D2-D02 (ParQ067) CDR1PRT
4 ZZ1502-D02 (Par0067) CDR2 PRT
5 ZZ15D2-D02 (Par0067) CDR3 PRT
6 ZZ15D2-D02 (Par0067) DNA VL

7 ZZ218D2-D02 (Par0067) VL PRT

8 ZZ15D2-D02 (Par0067) CDR1PRT
9 ZZ15D2-D02 (ParQ067) CDR2 PRT
10 ZZ1502-D02 (Par0067) CDR3 PRT
11 ZZ1RUE-F02 (PaB870129) DNA VH
12 ZZ1RUE-F02 (PaB870129) VH PRT
13 ZZ1RUE-FO2 (PaB670129) CDR1 PRT
14 ZZ1RUE-F02 (PaB870129) CDR2 PRT
15 ZZ1RUE-F02 (PaB870129) CDR3 PRT
16 ZZ1RUE-FO2 (PaB670129) DNA VL

17 ZZ1RUE-F02 (PaB870129) VL PRT

18 ZZ1RUE-F02 (PaBg870129) CDR1PRT
19 ZZ1RUE-FO2 (PaB670129) CDR2 PRT
20 ZZ1RUE-F02 (PaB670129) CDR3 PRT
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SEQ ID NO: nome de clone Tipo

21 ZZ1DRB-B08 (PaB670010) DNA VH
22 ZZ1DRB-B08 (PaB870010) VH PRT
23 ZZ1DRB-B0B (PaB670010) CDR1PRT
24 ZZ1DRB-B08 (PaB670010) CDR2 PRT
25 ZZ1DRB-B08 (PaB670010) CDR3 PRT
28 ZZ1DRB-B08 (PaB&870010) DNA VL

27 ZZ1DRB-B08 (PaB670010) VL PRT

28 ZZ1DRB-B08 (PaB670010) CDR1 PRT
29 ZZ1DRB-B0B (PaB670010) CDR2 PRT
30 ZZ1DRB-B0O8 (PaB670010) CDR3 PRT
31 ZZ1GD-D05 (PaB670020) DNA VH
32 ZZH1GD-D0S (PaB670020) VH PRT
33 ZZ1GD-D05 (PaB670020) CDR1PRT
34 ZZ1GD-D05 (PaB670020) CDR2 PRT
35 ZZ1GD-D05 (PaB670020) CDR3 PRT
36 ZZ1GD-D05 (PaB670020) DNA VL

37 ZZ1GD-D05 (PaB670020) VL PRT

38 ZZH1GD-D0S (PaB670020) CDR1PRT
39 ZZ1GD-D05 (PaB670020) CDR2 PRT
40 ZZ1GD-D05 (PaBB70020) CDR3 PRT
41 ZZHGF-B11 (PaBg870034) DNA VH
42 ZZHGF-B11 (PaB670034) VH PRT
43 ZZ1GF-B11 (PaB670034) CDR1PRT
44 ZZHGF-B11 (PaBg870034) CDR2 PRT
45 ZZHGF-B11 (PaB670034) CDR3 PRT
46 ZZ1GF-B11 (PaB670034) DNA VL
47 ZZUGF-B11 (PaB670034) V0L PRT

48 ZZHGF-B11 (PaB670034) CDR1PRT
49 ZZ1GF-B11 (PaB670034) CDR2 PRT
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50 ZZ1GF-B11 (PaB670034) CDR3 PRT
51 ZZAKX3-FO1 (PaB870045) DNA VH
52 ZZAKX3-FO1 (PaB670045) VH PRT
53 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) CDR1PRT
54 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) CDR2 PRT
55 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) CDR3 PRT
56 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) DNA VL
57 ZZ1KX3-FO1 (PaB870045) VL PRT

58 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) CDR1PRT
59 ZZ1KX3-FO1 (PaB870045) CDR2 PRT
60 ZZ1KX3-FO1 (PaB670045) CDR3 PRT
81 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) DNA VH
62 ZZ1KX4-E11 (PaB870048) VH PRT
63 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR1 PRT
64 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR2 PRT
65 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR3 PRT
66 ZZ1KX4-E11 (PaB870048) DNA VL
87 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) VL PRT

68 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR1PRT
69 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR2 PRT
70 ZZ1KX4-E11 (PaB670048) CDR3 PRT
71 ZZ1KXB-B09 (PaB870064) DNA VH
72 ZZ1KX6-B09 (PaBs70064) VH PRT
73 ZZ1KX6-B0S (PaB670064) CDR1PRT
74 ZZ1KX8-B09 (PaB670064) CDR2 PRT
75 ZZ1KX6-B09 (PaB670064) CDR3 PRT
76 ZZ1KX6-B0S (PaB670064) DNA VL

77 ZZ1KX6-B0g (PaB670064) VL PRT

78 ZZ1KX6-B09 (PaB670064) CDR1PRT
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79 ZZ1KX6-B09 (PaB670064) CDR2 PRT
80 ZZ1KX6-B0OS (PaB670064) CDR3 PRT
81 ZZ1KX6-D05 (PaBB870068) DNA VH
82 ZZ1KX8-D05 (PaB670066) VH PRT
83 ZZ1KX6-D05S (PaB670068) CDR1 PRT
84 ZZ1KX6-D05 (PaB670068) CDR2 PRT
85 ZZ1KX8-D0S (PaB670066) CDR3 PRT
86 ZZ1KXB-DO5 (PaB670066) DNA VL

87 ZZ1KX6-D05 (PaBB870068) VL PRT

88 ZZ1KX8-D05 (PaB670066) CDR1PRT
89 ZZ1KX6-D05S (PaB670068) CDR2 PRT
90 ZZ1KX6-D05 (PaBB70066) CDR3 PRT
91 ZZ1KKE-AD5 (PaB670067) DNA VH
92 ZZ1KXE-ADS (PaB870067) VH PRT
a3 ZZ1KXE-AQS (PaB670067) CDR1PRT
94 ZZ1KXE-AQDS (PaB670067) CDR2 PRT
95 ZZTKXE-ADS (PaB670067) CDR3 PRT
96 ZZ1KXE-ADS (PaB670067) DNA VL

97 ZZ1KKE-AD5 (PaB670067) VL PRT

98 ZZ1KXE-ADS (PaB670067) CDR1PRT
99 ZZ1KXE-ADS (PaB670067) CDR2 PRT
100 ZZ1KXE-AQDS (PaB670067) CDR3 PRT
101 ZZ1KXE-B01 (PaB870088) DNA VH
102 ZZ1KXE-BO1 (PaB670068) VH PRT
103 ZZ1KXE-BO1 (PaB670068) CDR1PRT
104 ZZ1KXE-BO1 (PaB670068) CDR2 PRT
105 ZZAKXE-BO1 (PaB670068) CDR3 PRT
106 ZZ1KXE-BO1 (PaB870068) DNA VL
107 ZZ1KXE-B01 (PaB870088) VL PRT
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108 ZZ1KXE-BO1 (PaB670068) CDR1PRT
109 ZZAKXE-BO1 (PaB670068) CDR2 PRT
110 ZZ1KXE-BO1 (PaB670068) CDR3 PRT
111 ZZ1KXE-DO6 (PaB870070) DNA VH
112 ZZ1KXE-DO6 (PaB870070) VH PRT
113 ZZ1KXE-DO6 (PaB870070) CDR1PRT
114 ZZ1KXE-DOG (PaB870070) CDR2 PRT
115 ZZTKXE-DOS (PaB670070) CDR3 PRT
116 ZZ1KXE-DO8 (PaB870070) DNA VL
117 ZZ1KXE-DO6 (PaB870070) VL PRT
118 ZZTKXE-DOS (PaB670070) CDR1 PRT
119 ZZ1KXE-DO8 (PaB670070) CDR2 PRT
120 ZZTKXE-DOG (PaBg870070) CDR3 PRT
121 ZZ1L3F-AQ2 (PaB&70071) DNA VH
122 ZZAL3F-AD2 (PaB670071) VH PRT
123 ZZ1L3F-AQ2 (PaB870071) CDR1PRT
124 ZZ1L3F-A02 (PaBB70071) CDR2 PRT
125 ZZAL3F-AQ2 (PaB670071) CDR3 PRT
126 ZZ1L3F-AD2 (PaB670071) DNA VL
127 ZZ1L3F-AQ2 (PaB&70071) VL PRT
128 ZZAL3F-AQ2 (PaB670071) CDR1PRT
129 ZZ1L3F-AQ2 (PaB870071) CDR2 PRT
130 ZZ1L3F-AQ2 (PaB670071) CDR3 PRT
131 ZZAL3F-HO3 (PaB870073) DNA VH
132 ZZAL3F-H03 (PaB870073) VH PRT
133 ZZ1L3F-HO3 (PaB670073) CDR1PRT
134 ZZAL3F-HO3 (PaB670073) CDR2 PRT
135 ZZ1L3F-HO3 (PaB6870073) CDR3 PRT
136 ZZ1L3F-HO3 (PaB870073) DNA VL
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137 ZZ1L3F-HO3 (PaB670073) VL PRT
138 ZZAL3F-HO3 (PaB670073) CDR1 PRT
139 ZZAL3F-HO3 (PaBB870073) CDR2 PRT
140 ZZA1L3F-HO3 (PaB670073) CDR3 PRT
141 ZZ1NHH-AGS (PaB870075) DNA VH
142 ZZANHH-AQS (PaB670075) VH PRT
143 ZZINHH-AQS (PaB6870075) CDR1PRT
144 ZZINHH-ADS (PaB&70075) CDR2 PRT
145 ZZINHH-AQS (PaB670075) CDR3 PRT
146 ZZ1NHH-AQ0S5 (PaBB70075) DNA VL
147 ZZ1NHH-AGS (PaB870075) VL PRT
148 ZZANHH-A0S (PaB670075) CDR1PRT
149 ZZINHH-AQS (PaB670075) CDR2 PRT
150 ZZINHH-ADS (PaB&70075) CDR3 PRT
151 ZZANHH-F08 (PaB6870078) DNA VH
152 ZZ1NHH-F09 (PaB670076) VH PRT
153 ZZINHH-F08 (PaB670076) CDR1 PRT
154 ZZANHH-F0% (PaBB870076) CDR2 PRT
155 ZZINHH-F09 (PaB670076) CDR3 PRT
156 ZZ1NHH-F09 (PaB670076) DNA VL
157 ZZANHH-F09 (PaB8700786) VL PRT
158 ZZINHH-F09 (PaB670076) CDR1PRT
159 ZZINHH-F09 (PaB670076) CDR2 PRT
160 ZZANHH-F0% (PaBB870076) CDR3 PRT
161 ZZ10ZJ-C11 (PaB&70077) DNA VH
162 ZZ10ZJ-C11 (PaB870077) VH PRT
163 ZZA0ZJ-C11 (PaB870077) CDR1 PRT
164 ZZ10ZJ-C11 (PaB&70077) CDR2 PRT
165 ZZ10ZJ-C11 (PaB870077) CDR3 PRT
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166 ZZ10ZJ-C11 (PaB670077) DNA VL
167 ZZA0ZJ-C11 (PaB870077) V0L PRT
168 ZZ10ZJ-C11 (PaB870077) CDR1PRT
169 ZZ10ZJ-C11 (PaB670077) CDR2 PRT
170 ZZ10ZJ-C11 (PaB670077) CDR3 PRT
171 ZZ102Z3-G03 (PaB670078) DNA VH
172 ZZ10ZJ-G03 (PaB670078) VH PRT
173 Z2Z210ZJ-G03 (PaB670078) CDR1 PRT
174 ZZ102Z3-G03 (PaB670078) CDR2 PRT
175 ZZ10ZJ-G03 (PaB670078) CDR3 PRT
176 Z2Z210ZJ-G03 (PaB670078) DNA VL
177 ZZ10ZJ-G03 (PaB670078) V0L PRT
178 ZZ10ZJ-G03 (PaB670078) CDR1PRT
179 Z2Z210ZJ-G03 (PaB670078) CDR2 PRT
180 ZZ102Z3-G03 (PaB670078) CDR3 PRT
181 ZZ10ZJ-G05 (PaB670079) DNA VH
182 ZZ210ZJ-G05 (PaB670079) VH PRT
183 ZZ10ZJ-3G05 (PaB670079) CDR1PRT
184 ZZ10ZJ-G05 (PaB670079) CDR2 PRT
185 ZZ10ZJ-G05 (PaBB70079) CDR3 PRT
186 ZZ10ZJ-3G05 (PaB670079) DNA VL
187 ZZ10ZJ-G05 (PaB670079) VL PRT
188 ZZ10ZJ-G05 (PaBB70079) CDR1PRT
189 ZZ10ZJ-3G05 (PaB670079) CDR2 PRT
190 ZZ102ZJ-G05 (PaB670079) CDR3 PRT
191 PaB870080 DNA VH
192 PaB870080 VH PRT
193 PaB870080 CDR1PRT
194 PaB670080 CDR2 PRT
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195 PaB670080 CDR3 PRT
196 PaB870080 DNA VL
197 PaB670080 VL PRT
198 PaB670080 CDR1PRT
199 PaB670080 CDR2 PRT
200 PaB670080 CDR3 PRT
201 ZZ10ZA-C0O1 (PaB670081) DNA VH
202 ZZ10ZA-C01 (PaB670081) VH PRT
203 ZZ10ZA-C0O1 (PaB670081) CDR1PRT
204 ZZ10ZA-C0O1 (PaBB70081) CDR2 PRT
205 ZZ10ZA-C01 (PaB670081) CDR3 PRT
206 ZZ10ZA-C0O1 (PaBB70081) DNA VL
207 ZZ10ZA-C0O1 (PaBB70081) VL PRT
208 ZZ10ZA-C01 (PaB670081) CDR1 PRT
209 ZZ10ZA-C0O1 (PaB670081) CDR2 PRT
210 ZZ10ZA-C0O1 (PaBB70081) CDR3 PRT
211 ZZ10ZA-D02 (PaB670082) DNA VH
212 ZZ10ZA-D02 (PaBB70082) VH PRT
213 ZZ10ZA-D02 (PaBB70082) CDR1PRT
214 ZZ10ZA-D02 (PaB670082) CDR2 PRT
215 ZZ10ZA-D02 (PaBB70082) CDR3 PRT
218 ZZ10ZA-D02 (PaBB70082) DNA VL
217 ZZ10ZA-D02 (PaB670082) VL PRT
218 ZZ10ZA-D02 (PaBB70082) CDR1PRT
219 ZZ10ZA-D02 (PaB670082) CDR2 PRT
220 ZZ10ZA-D02 (PaB670082) CDR3 PRT
221 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) DNA VH
222 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) VH PRT
223 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR1PRT
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224 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR2 PRT
225 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR3 PRT
226 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) DNA VL
227 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) V0L PRT
228 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR1 PRT
229 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR2 PRT
230 ZZ10ZB-H05 (PaB670083) CDR3 PRT
231 ZZ1PXA-ADS (PaB870084) DNA VH
232 ZZ1PXA-AQS (PaB670084) VH PRT
233 ZZ1PXA-ADS (PaB670084) CDR1PRT
234 ZZ1PXA-ADS (PaB670084) CDR2 PRT
235 ZZ1PXA-ADS (PaB670084) CDR3 PRT
2368 ZZ1PXA-AD5 (PaB670084) DNA VL
237 ZZ1PXA-ADS (PaB870084) VL PRT
238 ZZ1PXA-AQS (PaB670084) CDR1PRT
239 ZZ1PXA-ADS (PaB670084) CDR2 PRT
240 ZZ1PXA-ADS (PaB670084) CDR3 PRT
241 ZZ10ODR-A02 (PaB870085) DNA VH
242 ZZ10DR-AQ2 (PaB870085) VH PRT
243 ZZ10DR-AQ2 (PaB670085) CDR1PRT
244 ZZ10ODR-A02 (PaB870085) CDR2 PRT
245 ZZ10DR-AQ2 (PaB870085) CDR3 PRT
248 ZZ10DR-AQ2 (PaB670085) DNA VL
247 ZZ10ODR-A02 (PaB870085) V0L PRT
248 ZZ10DR-AD2 (PaB670085) CDR1PRT
249 ZZ10DR-AQ2 (PaB670085) CDR2 PRT
250 ZZ10DR-A02 (PaB870085) CDR3 PRT
251 ZZ10DR-B05S (PaB670087) DNA VH
252 ZZ10DR-B0S5 (PaB870087) VH PRT
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253 ZZ10DR-B05 (PaB670087) CDR1PRT
254 ZZ10ODR-BOS5 (PaB870087) CDR2 PRT
255 ZZ10ODR-B05 (PaB870087) CDR3 PRT
258 ZZ10DR-B05 (PaB670087) DNA VL
257 ZZ10DR-B0OS5 (PaB870087) VL PRT
258 ZZ10ODR-B05 (PaB870087) CDR1PRT
259 ZZ10DR-B05 (PaB670087) CDR2 PRT
260 ZZ10DR-B0OS5 (PaB870087) CDR3 PRT
261 ZZ10ODR-B11 (PaB870088) DNA VH
262 ZZ10DR-B11 (PaB870088) VH PRT
263 ZZ10DR-B11 (PaB870088) CDR1 PRT
264 ZZ10ODR-B11 (PaB870088) CDR2 PRT
265 ZZ10DR-B11 (PaB870088) CDR3 PRT
266 ZZ10DR-B11 (PaB870088) DNA VL
267 ZZ10ODR-B11 (PaB870088) VL PRT
268 ZZ10DR-B11 (PaB870088) CDR1PRT
269 ZZ10DR-B11 (PaB870088) CDR2 PRT
270 ZZ10ODR-B11 (PaB870088) CDR3 PRT
271 ZZ10DR-CO5 (PaB670089) DNA VH
272 ZZ10DR-CO05 (PaB670089) VH PRT
273 ZZ10ODR-C05 (PaB670089) CDR1PRT
274 ZZ10DR-CO5 (PaB670089) CDR2 PRT
275 ZZ10DR-CO05 (PaB670089) CDR3 PRT
276 ZZ10ODR-C05 (PaB670089) DNA VL
277 ZZ10DR-CO5 (PaB670089) VL PRT
278 ZZ10DR-CO05 (PaB670089) CDR1PRT
279 ZZ10ODR-CO5 (PaB870089) CDR2 PRT
280 ZZ10DR-CO5 (PaB670089) CDR3 PRT
281 ZZ10ODR-F02 (PaB&70080) DNA VH

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 467/535




131/152

SEQ ID NO: nome de clone Tipo

282 ZZ10DR-F02 (PaB670030) VH PRT
283 ZZ10ODR-FO2 (PaB6&70080) CDR1 PRT
284 ZZ10ODR-F0O2 (PaB670020) CDR2 PRT
285 ZZ10DR-F02 (PaB670030) CDR3 PRT
286 ZZ10DR-FO2 (PaB&70080) DNA VL
287 ZZ10ODR-F0O2 (PaB670020) VL PRT
288 ZZ10DR-F02 (PaB670030) CDR1PRT
289 ZZ10DR-FO2 (PaB&70080) CDR2 PRT
290 ZZ10ODR-F0O2 (PaB670020) CDR3 PRT
291 ZZ10DR-G02 (PaB670081) DNA VH
292 ZZ10DR-GO2Z (PaB670091) VH PRT
293 ZZ10DR-G02 (PaB670091) CDR1PRT
294 ZZ10DR-G02 (PaB670081) CDR2 PRT
295 ZZ10DR-GO2Z (PaB670091) CDR3 PRT
296 ZZ10ODR-G02 (PaB670081) DNA VL
297 ZZ10DR-G02 (PaB670081) VL PRT
298 ZZ10DR-GO2Z (PaB670091) CDR1 PRT
299 ZZ10DR-G02 (PaB670091) CDR2 PRT
300 ZZ10DR-G02 (PaB670081) CDR3 PRT
301 ZZ10DR-G11 (PaB670092) DNA VH
302 ZZ10DR-G11 (PaB670092) VH PRT
303 ZZ10DR-G11 (PaB670082) CDR1PRT
304 ZZ10DR-G11 (PaB670092) CDR2 PRT
305 ZZ10DR-G11 (PaB670092) CDR3 PRT
308 ZZ10DR-G11 (PaB670082) DNA VL
307 ZZ10DR-G11 (PaB670092) VL PRT
308 ZZ10DR-G11 (PaB670092) CDR1 PRT
308 ZZ10DR-G11 (PaB670082) CDR2 PRT
310 ZZ10DR-G11 (PaB670092) CDR3 PRT
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311 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) DNA VH
312 ZZ10ODR-HO4 (PaB870093) VH PRT
313 ZZ10ODR-HO4 (PaB670093) CDR1PRT
314 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) CDR2 PRT
315 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) CDR3 PRT
316 ZZ10ODR-HO4 (PaB670093) DNA VL
317 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) V0L PRT
318 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) CDR1 PRT
319 ZZ10ODR-HO4 (PaB670093) CDR2 PRT
320 ZZ10DR-HO4 (PaB670093) CDR3 PRT
321 ZZ10D5-B08 (PaB&70094) DNA VH
322 ZZ10DS-B08 (PaB670004) VH PRT
323 ZZ10DS-B08 (PaB670094) CDR1PRT
324 ZZ10D5-B08 (PaB&70094) CDR2 PRT
325 ZZ10DS-B08 (PaB6700094) CDR3 PRT
326 ZZ10DS-B08 (PaB670094) DNA VL
327 ZZ10D5-B08 (PaB&70094) VL PRT
328 ZZ10DS-B08 (PaB670004) CDR1PRT
329 ZZ10DS-B08 (PaB670094) CDR2 PRT
330 ZZ10DS-B08 (PaB&70094) CDR3 PRT
331 ZZ10DS-HO5 (PaB870095) DNA VH
332 ZZ10DS-HO5 (PaB870085) VH PRT
333 ZZ10DS-HO5 (PaB670095) CDR1PRT
334 ZZ10DS-HO5 (PaB870095) CDR2 PRT
335 ZZ10DS-HO5 (PaB670095) CDR3 PRT
336 ZZ10DS-HO5 (PaB670095) DNA VL
337 ZZ10DS-HO5 (PaB870095) V0L PRT
338 ZZ10DS-HO5 (PaB670095) CDR1PRT
339 ZZ10DS-HO5 (PaB670095) CDR2 PRT
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340 ZZ10DS-HO5 (PaB670085) CDR3 PRT
341 ZZA0DT-E11 (PaB670087) DNA VH
342 ZZ10ODT-E11 (PaB670087) VH PRT
343 ZZ10DT-E11 (PaB670097) CDR1PRT
344 ZZ10DT-E11 (PaB670087) CDR2 PRT
345 ZZ10ODT-E11 (PaB670087) CDR3 PRT
348 ZZ10DT-E11 (PaB670097) DNA VL
347 ZZ10DT-E11 (PaB670087) VL PRT
348 ZZ10ODT-E11 (PaB670087) CDR1PRT
349 ZZ10DT-E11 (PaB870097) CDR2 PRT
350 ZZ10DT-E11 (PaB670087) CDR3 PRT
351 ZZ10DT-GO1 (PaB870098) DNA VH
352 ZZ10DT-G01 (PaB670098) VH PRT
353 ZZ10DT-GO1 (PaB870088) CDR1 PRT
354 ZZ10DT-GO1 (PaB870098) CDR2 PRT
355 ZZ10DT-G01 (PaB670098) CDR3 PRT
356 ZZ10DT-GO1 (PaB870088) DNA VL
357 ZZ10DT-GO1 (PaB870098) V0L PRT
358 ZZ10DT-G01 (PaB670098) CDR1PRT
359 ZZ10DT-G01 (PaB870098) CDR2 PRT
360 ZZ10DT-GO1 (PaB870098) CDR3 PRT
361 PaB670099 DNA VH
362 PaB8700389 VH PRT
3683 PaB670099 CDR1PRT
364 PaB870089 CDR2 PRT
365 PaB670099 CDR3 PRT
366 PaB870099 DNA VL
387 PaB670099 VL PRT
368 PaB670099 CDR1PRT

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 470/535




134/152

SEQ ID NO: nome de clone Tipo

369 PaB670099 CDR2 PRT
370 PaB670099 CDR3 PRT
371 PaB670100 DNA VH
372 PaB670100 VH PRT
373 PaB670100 CDR1 PRT
374 PaB670100 CDR2 PRT
375 PaB670100 CDR3 PRT
378 PaB870100 DNA VL
377 PaB670100 VL PRT
378 PaB670100 CDR1PRT
379 PaB670100 CDR2 PRT
380 PaB670100 CDR3 PRT
381 ZZ10D0O-HO1 (PaB6870101) DNA VH
382 ZZ10D0O-HO1 (PaBg70101) VH PRT
383 ZZ10D0O-HO1 (PaB670101) CDR1PRT
384 ZZ10D0O-HO1 (PaB6870101) CDR2 PRT
385 ZZ10D0O-HO1 (PaBg70101) CDR3 PRT
386 ZZ10D0O-HO1 (PaB670101) DNA VL
387 ZZ10D0O-HO1 (PaB6870101) VL PRT
388 ZZ10DO-HO1 (PaB670101) CDR1PRT
389 ZZ10D0O-HO1 (PaB670101) CDR2 PRT
390 ZZ10D0O-HO1 (PaB6870101) CDR3 PRT
391 ZZ1PX5S-F08 (PaB670102) DNA VH
392 ZZ1PXS-FO8 (PaBs70102) VH PRT
393 ZZ1PXS-F08 (PaB670102) CDR1PRT
394 ZZ1PX5S-F08 (PaB670102) CDR2 PRT
395 ZZAPXS-FO8 (PaB670102) CDR3 PRT
396 ZZ1PXS-F08 (PaB670102) DNA VL
397 ZZ1PX5S-F08 (PaB670102) VL PRT
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398 ZZ1PXS-FO8 (PaB670102) CDR1PRT
399 ZZAPXS-FO8 (PaB670102) CDR2 PRT
400 ZZ1PXS-FO8 (PaB670102) CDR3 PRT
401 ZZ1RCX-C09 (PaB670103) DNA VH
402 ZZ1RCX-C09 (PaB&70103) VH PRT
403 ZZ1RCX-CO9 (PaB670103) CDR1PRT
404 ZZ1RCX-C09 (PaB670103) CDR2 PRT
405 ZZ1RCX-C09 (PaB&70103) CDR3 PRT
406 ZZ1RCX-CO9 (PaB670103) DNA VL
407 ZZ1RCX-C09 (PaB670103) VL PRT
408 ZZ1RCX-C09 (PaB&70103) CDR1 PRT
409 ZZARCX-C09 (PaB670103) CDR2 PRT
410 ZZ1RCX-C09 (PaB670103) CDR3 PRT
411 PaB870104 DNA VH
412 PaB670104 VH PRT
413 PaB670104 CDR1PRT
414 PaB670104 CDR2 PRT
415 PaB670104 CDR3 PRT
416 PaB670104 DNA VL
417 PaB870104 VL PRT
418 PaB670104 CDR1PRT
419 PaB670104 CDR2 PRT
420 PaB670104 CDR3 PRT
421 ZZARDO-DO1 (PaB870105) DNA VH
422 ZZARDO-D01 (PaBB70105) VH PRT
423 ZZ1RDO-DO1 (PaB870105) CDR1PRT
424 ZZARDO-DO1 (PaB670105) CDR2 PRT
425 ZZ1RDO-DO1 (PaB870105) CDR3 PRT
426 ZZ1RDO-DO1 (PaBB70105) DNA VL
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427 ZZ1RD0O-DO1 (PaB870105) VL PRT
428 ZZARDO-DO1 (PaB670105) CDR1 PRT
429 ZZ1RDO-DO1 (PaB870105) CDR2 PRT
430 ZZ1RDO-DO1 (PaB870105) CDR3 PRT
431 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) DNA VH
432 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) VH PRT
433 ZZ1RDO-G02 (PaB670106) CDR1PRT
434 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) CDR2 PRT
435 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) CDR3 PRT
436 ZZ1RDO-GOZ (PaB6701086) DNA VL
437 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) VL PRT
438 ZZ1RDO-G02 (PaBB70106) CDR1PRT
439 ZZ1RDO-GOZ (PaB6701086) CDR2 PRT
440 ZZ1RDO-G02 (PaB6701086) CDR3 PRT
441 ZZ1RD3-D0g (PaB870107) DNA VH
442 ZZ1RD3-D0g (PaB870107) VH PRT
443 ZZ1RD3-DOY (PaB&70107) CDR1 PRT
444 ZZ1RD3-D0g (PaBs870107) CDR2 PRT
445 ZZ1RD3-D0Y (PaBs870107) CDR3 PRT
448 ZZ1RD3-D0% (PaBB70107) DNA VL
447 ZZ1RD3-D0g (PaB870107) VL PRT
448 ZZ1RD3-D0Y (PaBs870107) CDR1PRT
449 ZZ1RD3-DOS (PaBs70107) CDR2 PRT
450 ZZ1RD3-D0g (PaBs870107) CDR3 PRT
451 ZZ1RD3-HO3 (PaBB70108) DNA VH
452 ZZ1RD3-HO3 (PaBB70108) VH PRT
453 ZZARD3-HO3 (PaB670108) CDR1 PRT
454 ZZ1RD3-HO3 (PaBs870108) CDR2 PRT
455 ZZ1RD3-HO3 (PaBs870108) CDR3 PRT
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458 ZZ1RD3-HO3 (PaBs70108) DNA VL
457 ZZ1RD3-HO3 (PaBB70108) VL PRT
458 ZZ1RD3-HO3 (PaB870108) CDR1PRT
459 ZZ1RD3-HO3 (PaB870108) CDR2 PRT
460 ZZ1RD3-HO3 (PaB670108) CDR3 PRT
461 ZZARUC-CO1 (PaB870114) DNA VH
462 ZZ1RUC-CO1 (PaB870114) VH PRT
463 ZZ1RUC-CO1 (PaBg70114) CDR1 PRT
464 ZZARUC-CO1 (PaB870114) CDR2 PRT
465 ZZ1RUC-CO1 (PaB870114) CDR3 PRT
466 ZZ1RUC-CO1 (PaBg70114) DNA VL
467 ZZARUC-CO1 (PaB870114) V0L PRT
468 ZZ1RUC-CO1 (PaB870114) CDR1PRT
469 ZZ1RUC-CO1 (PaBg70114) CDR2 PRT
470 ZZARUC-CO1 (PaB870114) CDR3 PRT
471 ZZ1RUC-GO2Z (PaB670115) DNA VH
472 ZZ1RUC-G02 (PaB670115) VH PRT
473 ZZARUC-G02 (PaB670115) CDR1PRT
474 ZZ1RUC-GO2Z (PaB670115) CDR2 PRT
475 ZZ1RUC-G02 (PaB670115) CDR3 PRT
476 ZZARUC-G02 (PaB670115) DNA VL
477 ZZ1RUC-GO2Z (PaB670115) VL PRT
478 ZZ1RUC-G02 (PaB670115) CDR1PRT
479 ZZARUC-G02 (PaB670115) CDR2 PRT
480 ZZARUC-G02Z (PaB670115) CDR3 PRT
481 ZZ1RUC-B04 (PaB6701186) DNA VH
482 ZZARUC-B0O4 (PaB670116) VH PRT
483 ZZ1RUC-B04 (PaB670116) CDR1PRT
484 ZZ1RUC-B04 (PaB6701186) CDR2 PRT
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485 ZZ1RUC-B04 (PaB670116) CDR3 PRT
486 ZZARUC-B0O4 (PaB670116) DNA VL
487 ZZ1RUC-B0O4 (PaB670116) VL PRT
438 ZZ1RUC-B04 (PaB670116) CDR1PRT
489 ZZ1RUC-B04 (PaB&70118) CDR2 PRT
490 ZZ1RUC-B0O4 (PaB670116) CDR3 PRT
491 ZZ1RUC-AQS6 (PaB&870117) DNA VH
492 ZZ1RUC-A06 (PaB&70117) VH PRT
493 ZZARUC-AQ08 (PaB670117) CDR1PRT
494 ZZ1RUC-AQ8 (PaB670117) CDR2 PRT
495 ZZ1RUC-A06 (PaB&70117) CDR3 PRT
496 ZZ1RUC-AD6 (PaB670117) DNA VL
497 ZZ1RUC-AQ8 (PaB670117) VL PRT
498 ZZ1RUC-A06 (PaB&70117) CDR1 PRT
499 ZZARUC-AQ08 (PaB670117) CDR2 PRT
500 ZZ1RUC-AQ8 (PaB670117) CDR3 PRT
501 ZZ1RUC-AQ07 (PaB&70118) DNA VH
502 ZZ1RUC-AD7 (PaB670118) VH PRT
503 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) CDR1PRT
504 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) CDR2 PRT
505 ZZ1RUC-AD7 (PaB670118) CDR3 PRT
508 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) DNA VL
507 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) VL PRT
508 ZZ1RUC-AD7 (PaB670118) CDR1PRT
509 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) CDR2 PRT
510 ZZ1RUC-AQ7 (PaB670118) CDR3 PRT
511 ZZARUC-G08 (PaB870119) DNA VH
512 ZZARUC-G0B (PaB670119) VH PRT
513 ZZ1RUC-G08 (PaB670119) CDR1PRT
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514 ZZ1RUC-G08 (PaB670119) CDR2 PRT
515 ZZARUC-G08 (PaB870119) CDR3 PRT
516 ZZARUC-(G08B (PaB670119) DNA VL
517 ZZ1RUC-G08 (PaB670119) V0L PRT
518 ZZ1RUC-G08 (PaB670119) CDR1 PRT
519 ZZARUC-(G08B (PaB670119) CDR2 PRT
520 ZZ1RUC-G08 (PaB670119) CDR3 PRT
521 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) DNA VH
522 ZZARUC-C11 (PaB870120) VH PRT
523 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) CDR1PRT
524 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) CDR2 PRT
525 ZZARUC-C11 (PaB870120) CDR3 PRT
526 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) DNA VL
527 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) VL PRT
528 ZZARUC-C11 (PaB870120) CDR1PRT
529 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) CDR2 PRT
530 ZZ1RUC-C11 (PaB870120) CDR3 PRT
531 ZZARUC-H11 (PaB870121) DNA VH
532 ZZ1RUC-H11 (PaB870121) VH PRT
533 ZZARUC-H11 (PaBg70121) CDR1PRT
534 ZZARUC-H11 (PaB870121) CDR2 PRT
535 ZZ1RUC-H11 (PaB870121) CDR3 PRT
536 ZZARUC-H11 (PaBg70121) DNA VL
537 ZZARUC-H11 (PaB870121) V0L PRT
538 ZZARUC-H11 (PaB&70121) CDR1PRT
539 ZZARUC-H11 (PaBg70121) CDR2 PRT
540 ZZARUC-H11 (PaB870121) CDR3 PRT
541 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) DNA VH
542 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) VH PRT
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543 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) CDR1PRT
544 ZZARUD-AQ2 (PaB670122) CDR2 PRT
545 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) CDR3 PRT
548 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) DNA VL
547 ZZ1RUD-AQ02 (PaB&70122) VL PRT
548 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) CDR1PRT
549 ZZ1RUD-AQ2 (PaB670122) CDR2 PRT
550 ZZ1RUD-AQ02 (PaB&70122) CDR3 PRT
551 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) DNA VH
552 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) VH PRT
553 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR1 PRT
554 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR2 PRT
555 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR3 PRT
556 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) DNA VL
557 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) VL PRT
558 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR1PRT
559 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR2 PRT
560 ZZ1RUD-HO3 (PaB870123) CDR3 PRT
561 ZZ1RUD-HO08 (PaB870125) DNA VH
562 ZZ1RUD-H086 (PaBg70125) VH PRT
563 ZZ1RUD-HO8 (PaB870125) CDR1PRT
564 ZZ1RUD-HO08 (PaB870125) CDR2 PRT
565 ZZ1RUD-H086 (PaBg70125) CDR3 PRT
566 ZZ1RUD-HO8 (PaB870125) DNA VL
567 ZZ1RUD-HO08 (PaB670125) VL PRT
568 ZZ1RUD-H086 (PaBg70125) CDR1PRT
569 ZZARUD-HOS (PaB870125) CDR2 PRT
570 ZZ1RUD-HO08 (PaB670125) CDR3 PRT
571 ZZ1RUD-BO08 (PaB&6701286) DNA VH
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572 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) VH PRT
573 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) CDR1 PRT
574 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) CDR2 PRT
575 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) CDR3 PRT
576 ZZ1RUD-BO8 (PaB&70126) DNA VL
577 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) VL PRT
578 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) CDR1PRT
579 ZZ1RUD-BO8 (PaB&70126) CDR2 PRT
580 ZZ1RUD-B08 (PaB670126) CDR3 PRT
581 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) DNA VH
582 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) VH PRT
583 ZZARUD-H10 (PaB870127) CDR1PRT
584 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) CDR2 PRT
585 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) CDR3 PRT
586 ZZARUD-H10 (PaB870127) DNA VL
587 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) VL PRT
588 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) CDR1 PRT
589 ZZARUD-H10 (PaB870127) CDR2 PRT
590 ZZ1RUD-H10 (PaB870127) CDR3 PRT
591 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) DNA VH
592 ZZ1RUE-AQ1 (PaBB70128) VH PRT
593 ZZ1RUE-A01 (PaB670128) CDR1PRT
594 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) CDR2 PRT
595 ZZ1RUE-AQ1 (PaBB70128) CDR3 PRT
596 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) DNA VL
597 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) VL PRT
598 ZZARUE-AQ1 (PaB670128) CDR1 PRT
599 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) CDR2 PRT
600 ZZ1RUE-AQ1 (PaB670128) CDR3 PRT
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601 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) DNA VH
802 ZZARUF-AQ1 (PaB670136) VH PRT
603 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) CDR1PRT
604 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) CDR2 PRT
605 ZZ1RUF-AQ1 (PaB670136) CDR3 PRT
606 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) DNA VL
607 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) V0L PRT
608 ZZ1RUF-AQ1 (PaB670136) CDR1 PRT
609 ZZ1RUF-AD1 (PaB870136) CDR2 PRT
610 ZZ1RUF-AD1 (PaBg870136) CDR3 PRT
611 ZZ1RUF-BOS (PaB670137) DNA VH
812 ZZ1RUF-BO8 (PaB670137) VH PRT
613 ZZ1RUF-B0G (PaBg870137) CDR1PRT
614 ZZ1RUF-BOS (PaB670137) CDR2 PRT
615 ZZ1RUF-B0O6 (PaB870137) CDR3 PRT
616 ZZ1RUF-B0G (PaBg870137) DNA VL
617 ZZ1RUF-BOS (PaB670137) VL PRT
818 ZZ1RUF-BO8 (PaB670137) CDR1PRT
619 ZZ1RUF-B0G (PaBg870137) CDR2 PRT
620 ZZ1RUF-BO8 (PaB&870137) CDR3 PRT
821 PaB670141 DNA VH
622 PaB670141 VH PRT
623 PaB670141 CDR1PRT
6824 PaB670141 CDR2 PRT
625 PaBB70141 CDR3 PRT
626 PaB670141 DNA VL
827 PaB670141 VL PRT
628 PaBB70141 CDR1PRT
629 PaB670141 CDR2 PRT
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630 PaB670141 CDR3 PRT
6831 PaB670142 DNA VH
632 PaB670142 VH PRT
633 PaB670142 CDR1PRT
634 PaB670142 CDR2 PRT
635 PaB670142 CDR3 PRT
636 PaB670142 DNA VL
637 PaB670142 VL PRT
638 PaB670142 CDR1PRT
639 PaB670142 CDR2 PRT
640 PaB670142 CDR3 PRT
841 PaB670143 DNA VH
642 PaB670143 VH PRT
643 PaB670143 CDR1 PRT
644 PaB670143 CDR2 PRT
645 PaB670143 CDR3 PRT
646 PaB870143 DNA VL
847 PaB670143 VL PRT
648 PaB670143 CDR1PRT
649 PaB670143 CDR2 PRT
850 PaB670143 CDR3 PRT
651 PaB670144 DNA VH
652 PaB870144 VH PRT
853 PaB670144 CDR1PRT
654 PabBg70144 CDR2 PRT
655 PaB670144 CDR3 PRT
856 PaB870144 DNA VL
657 PaB670144 VL PRT
658 PaB670144 CDR1PRT
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659 PaB670144 CDR2 PRT
860 PaB670144 CDR3 PRT
6681 PaB670148 DNA VH
662 PaB670146 VH PRT
663 PaB670146 CDR1 PRT
664 PaB670146 CDR2 PRT
665 PaB670146 CDR3 PRT
666 PaB870146 DNA VL
6687 PaB670148 VL PRT
668 PaB670146 CDR1PRT
669 PaB670146 CDR2 PRT
870 PaB670148 CDR3 PRT
671 PaB670148 DNA VH
672 PaB670148 VH PRT
673 PaB670148 CDR1PRT
674 PaB670148 CDR2 PRT
675 PaB670148 CDR3 PRT
876 PaB670148 DNA VL
677 PaB670148 VL PRT
678 PaB670148 CDR1PRT
879 PaB670148 CDR2 PRT
680 PaB670148 CDR3 PRT
681 PaB870149 DNA VH
6882 PaB670149 VH PRT
683 PabBB70149 CDR1PRT
684 PaB670149 CDR2 PRT
685 PaB670149 CDR3 PRT
686 PaB670149 DNA VL
687 PaB870149 VL PRT
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688 PaB670149 CDR1PRT
689 PaB670149 CDR2 PRT
690 PaB670149 CDR3 PRT
691 PaB670151 DNA VH
692 PaB670151 VH PRT
693 PaB670151 CDR1PRT
694 PaB670151 CDR2 PRT
695 PaB670151 CDR3 PRT
696 PaB670151 DNA VL
697 PaB670151 VL PRT
698 PaB670151 CDR1 PRT
899 PaB670151 CDR2 PRT
700 PaB670151 CDR3 PRT
701 PaB670152 DNA VH
702 PaB670152 VH PRT
703 PaB670152 CDR1PRT
704 PaB670152 CDR2 PRT
705 PaB670152 CDR3 PRT
7086 PaB670152 DNA VL
707 PaB670152 VL PRT
708 PaB670152 CDR1PRT
709 PaB670152 CDR2 PRT
710 PaB670152 CDR3 PRT
711 PaB670153 DNA VH
712 PaB670153 VH PRT
713 PaB670153 CDR1PRT
714 PaB670153 CDR2 PRT
715 PaBB70153 CDR3 PRT
7186 PaB870153 DNA VL
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717 PaB670153 VL PRT
718 PaB670153 CDR1 PRT
719 PaB670153 CDR2 PRT
720 PaB670153 CDR3 PRT
721 PaB870156 DNA VH
722 PaB670156 VH PRT
723 PaB670156 CDR1PRT
724 PaB670156 CDR2 PRT
725 PaB670156 CDR3 PRT
726 PaB670156 DNA VL
727 PaB870156 VL PRT
728 PaB670156 CDR1PRT
729 PaB670156 CDR2 PRT
730 PaB670156 CDR3 PRT
731 PaB670157 DNA VH
732 PaB670157 VH PRT
733 PaB670157 CDR1 PRT
734 PaB670157 CDR2 PRT
735 PaBe70157 CDR3 PRT
736 PaB870157 DNA VL
737 PaB670157 VL PRT
738 PaBe70157 CDR1PRT
739 PaB670157 CDR2 PRT
740 PaB670157 CDR3 PRT
741 PaB670158 DNA VH
742 PaB670158 VH PRT
743 PaB670158 CDR1 PRT
744 PaBB70158 CDR2 PRT
745 PaB670158 CDR3 PRT
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748 PaB670158 DNA VL
747 PaB670158 VL PRT
748 PaB670158 CDR1PRT
749 PaB670158 CDR2 PRT
750 PaB670158 CDR3 PRT
751 PaB670159 DNA VH
752 PaB670159 VH PRT
753 PaB670159 CDR1 PRT
754 PaB670159 CDR2 PRT
755 PaB670159 CDR3 PRT
758 PaB870159 DNA VL
757 PaB670159 VL PRT
758 PaB670159 CDR1PRT
759 PaB670159 CDR2 PRT
760 PaB670159 CDR3 PRT
761 PaB670160 DNA VH
762 PaB870160 VH PRT
763 PaB670160 CDR1PRT
764 PaB670160 CDR2 PRT
765 PaB670160 CDR3 PRT
766 PaB670160 DNA VL
767 PaB670160 VL PRT
768 PaB670160 CDR1PRT
769 PaB670160 CDR2 PRT
770 PaB870160 CDR3 PRT
771 PaB670161 DNA VH
772 PaB670161 VH PRT
773 PaBB70161 CDR1PRT
774 PaB670161 CDR2 PRT
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775 PaB670161 CDR3 PRT
7786 PaB670161 DNA VL
777 PaB670161 VL PRT
778 PaB670161 CDR1PRT
779 PaB670161 CDR2 PRT
780 PaB670161 CDR3 PRT
781 PaB670162 DNA VH
782 PaB670162 VH PRT
783 PaB670162 CDR1PRT
784 PaB670162 CDR2 PRT
785 PaB670162 CDR3 PRT
786 PaB670162 DNA VL
787 PaB670162 VL PRT
788 PaB670162 CDR1 PRT
789 PaB670162 CDR2 PRT
790 PaB670162 CDR3 PRT
791 PaB870163 DNA VH
792 PaB670163 VH PRT
793 PaB670163 CDR1PRT
794 PaB670163 CDR2 PRT
795 PaB670163 CDR3 PRT
796 PaB670163 DNA VL
797 PaB870183 VL PRT
798 PaB670163 CDR1PRT
799 PaBB70163 CDR2 PRT
800 PaB670163 CDR3 PRT

(002017 SEQ ID NO: 801 - Pré-pro-proteina PAR2 Humana (No. de
Acesso do GenBank NP_005233.3)
MRSPSAAWLLGAAILLAASLSCSGTIQGTNRSSKGRSLIGKVDGTSH
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VTGKGVTVETVFSVDEFSASVLTGKLTTVFLRIVYTIVEVVGLPSNGM
ALVWVFLFRTKKKHPAVIYMANLALADLLSVIWFPLKIAYHIHGNNWIYG
EALCNVLIGFFYGNMYCSILFMTCLSVAORYWVIVNPMGHSRKKANIAI
GISLAIWLLILLVTIPLYVVKQTIFIPALNITTCHDVLPEQLLVGDMFNYFL
SLAIGVFLFPAFLTASAYVLMIRMLRSSAMDENSEKKRKRAIKLIVTVL
AMYLICFTPSNLLLYVHYFLIKSQGQSHVYALYIVALCLSTLNGCIDPFV
YYFVSHDFRDHAKNALLCRSVRTVKOMQVSLTSKKHSRKESSYSSS
STTVKTSY

SEQ ID NO: 802 - Ligante Ligado a PARZ Humana
SLIGKVDGTSHVTGKGVTVETVFSVDEFSASVLTGKLTT

SEQ ID NO: 803 - Regigo de Arcabouco de VH 1 Exemplificativa
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS

SEQ ID NO: 804 - Regiao de Arcabouco de VH 2 Exemplificativa
WVRQAPGKGLEWVS

SEQ ID NO: 805 - Regido de Arcabouco de VH 3 Exemplificativa
RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR

SEQ ID NO: 806 - Regigo de Arcabouco de VH 4 Exemplificativa
WGEQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 807 - Regido de Arcabouco de VL 1 Exempilificativa
SIELTQPPSVEVSPGQTASITC

SEQ ID NO: 808 - Regido de Arcabouco de VL 2 Exemplificativa
WYQQKPGQSPVLVIY

SEQ ID NO: 809 - Regido de Arcabouco de VL 3 Exempilificativa
GIPERFSGSNSGNTATLTISGTQAMDEADYYC

SEQ ID NO: 810 - Regido de Arcabouco de VL 4 Exempilificativa
FGGGTKLTVL

SEQ ID NO: 811 — CD2 de VH Exempilificativa
TISYSGSHISYHDSYHH

SEQ ID NO: 812 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSLISYHDSVHH
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SEQ ID NO: 813 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSHISYADSVHH

SEQ ID NO: 814 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSHISYHDSVKH

SEQ ID NO: 815 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSHISYHDSVHG

SEQ ID NO: 816 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSLISYADSVKG

SEQ ID NO: 817 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYSGSHISYADSVKG

SEQ ID NO: 818 — CD2 de VH Exemplificativa
TISYHGSHISYADSVKG

SEQ ID NO: 819 — CD3 de VH Exemplificativa

IHNDPMDV

SEQ 1D NO: 820 — CD3 de VH Exemplificativa

INHDPMDV

SEQ ID NO: 821-- VH Exempilificativa
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
EVWVSTISYHGSHISYHDSVHHRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 822 -- VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
EWVSTISYSGSHISYHDSVHHRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSES

SEQ ID NO: 823 -- VH Exemplificativa
EVOLLESGGGLVQPGGSLRLECAASGFTFSSYAMNWVRQAPGKGL
EWVSTISYHGSLISYHDSVHHRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 824 - VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
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EWVSTISYHGSHISYADSYVHHRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAY
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 825 -- VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYRQAPGKGL
EWVSTISYHGSHISYHDSVKHRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAV
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 826 - VH Exemplificativa
EVOLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYRQAPGKGL
EWVESTISYHGSHISYHDSVHGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 827 - VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
EWVSTISYHGSHISYHDSVHHRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTA
VYYCARINHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ 1D NO: 828 -- VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYRQAPGKGL
EWVSTISYHGSHISYHDSVHHRFTISRDNSKNTLYLOGMNSLRAEDTA
VYYCARIHNDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 829 -- VH Exemplificativa
EVOLLESGGGLVOPGGSLRLECAASGFTFSSYAMNWVRQAPGKGL
EWVSTISYHGSLISYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAY
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 830 -~ VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
EVWVSTISYSGSHISYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOQMNSLRAEDTAY
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO: 831 -- VH Exemplificativa
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMNWYVRQAPGKGL
EWVSTISYHGSHISYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVY
YYCARIHHDPMDVWGQGTLVTVSES
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INCORPORACAO POR REFERENCIA

[00202] Todas as publicacbes e patentes mencionadas aqui séo

deste modo incorporadas por referéncia na sua totalidade como se ca-
da publicacdo ou patente individual fosse especificamente e individu-
almente indicada como estando incorporada por referéncia.

[00203] Embora tenham sido discutidas modalidades especificas da
presente descricdo, o relatdrio descritivo acima & ilustrativo & néo res-
tritivo. Muitas variacbes da descricdo se tornardo aparentes aos peri-
tos na técnica apds revisdo deste relatbrio descritive e das reivindica-
cbes em baixo. O escopo total da descricdo deve ser determinado por
referéncia as reivindicacbes, em conjunto com seu escopo total de

equivalentes, e ao relatbrio descritivo, em conjunto com tais variacdes.
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo aoc antigeno

compreendendo um dominio variavel de cadeia pesada (VH) ¢ um
dominio variavel de cadeia leve (VL), caracterizado pelo fato de que a
VH compreende:

i uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3, mas em que 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicdes, delecbes ou
insercbes de aminocacidos estdo opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ 1D NO: 3;

iy uma VH-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 4, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 subslituicbes, delecdes ou
insercdes de amincacidos estéo opcionalmente presentes na sequén-
ciade SEQIDNO: 4 e

i) uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5 mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 substiluicbes, delecbes ou
insercdes de aminocacidos estao opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ ID NO: 5,

e em que a VL compreende:

iy uma V0L-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 subslituicbes, delecdes ou
insercdes de amincacidos estéo opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ 1D NO: &;

iy uma VL-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 9, mas emque 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, delectes ou
insercdes de aminoacidos estao opcionalmente presentes na sequén-
ciade SEQIDNO: 8 e

iy uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminocacidos de
SEQID NG: 10, masemque 1, 2, 3, 4 ou 5 substituicbes, deleges ou
insercdes de aminoacidos estdo opcionalmente presentes na sequén-
cia de SEQ 1D NO: 10;
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em que as substituicdes, delecdes ou insercdes de ami-
noacidos reduzem a afinidade de ligacdo do anticorpo ou seu fragmen-
to de ligacdo ao antigeno por PARZ humano em nao mais do que
1000, 800, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50 ou 10 vezes em compara-
¢cao com um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tendo uma
VH com uma sequéncia de amincacidos de SEQ ID NO: 2 e VL com
uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 quando testado a
um pH de 7.4 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

2. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno, de
acorde com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que as substi-
tuiches, delecbes ou insercbes de aminoacidos compreendem uma
substituicdo homdloga.

3. Anticorpo ou seu fragmenic de ligacao ac antigeno
compreendendo um dominio variavel de cadeia pesada (VH) ¢ um
dominio variavel de cadeia leve (VL), caracterizado pelo fato de que 3
VH compreende:

iy uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3;

iy uma VH-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 4, mas em que uma histidina esta opcionalmente presen-
te em qualguer uma ou mais das posicdes de aminoacidos correspon-
dendo as posicbes 1-17 de SEQ IDNO: 4; e

i) uma VH-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 5, mas em gue uma histidina esta opcionalmente presen-
te em qualguer uma ou mais das posicbes de aminoacidos correspon-
dendo as posicdes 1-8 de SEQ 1D NO: 5;

e em que a VL compreende:

iy uma V0L-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: g;

i) uma V0L-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
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SEQIDNO: g e

iy uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 10; mas em que uma histidina esta opcionalmente pre-
sente em qualquer uma ou mais das posicbes de aminoacidos corres-
pondendo as posicdes 1-14 de SEQ D NO: 10,

4. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acorde com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH
compreende:

iy uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacides de
SEQ ID NG 3,

iy uma VH-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQID NO: 4,

iy uma VH-CDRS tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 5,

e em que a VL compreende:

i} uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 8,

i) uma V0L-CDR2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NGO 9,

iy uma VL-CDR3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 10.

5. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH
compreende:

iy uma VH-CDR1 tendo a sequéncia de aminocacidos de
SEQ ID NO: 13,

i)y uma VH-CDRZ2 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 14,

iy uma VH-CDRS3 {endo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15,
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e em que a VL compreende:
iy uma VL-CDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 18,
iy uma VL-CDRZ tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 18,
iy uma VL-CDRS3 tendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ 1D NO: 20.

6. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que uma his-
tidina esta presente nas posicbes de aminoacidos correspondendo as
posicbes 5, 8, 12, 16 e 17 de SEQ ID NO: 4; e em que uma histidina
esta presente nas posicdes de amincacidos correspondendo as posi-
ces 2 e 3de SEQ ID NC: 5.

7. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 3 ou 5 ou 8, caracleriza-
do pelo fato de que uma histidina esta presente na posicéo de amino-
acido correspondendo a posicdo 5 de SEQ 1D NG: 4.

8. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacbes 3 ou 5, 6 ou 7, caracteri-
zado pelo fato de que uma histiding esta presente na posicdo de ami-
noacido correspondendo a posicéo 7 de SEQ 1D NO: 4.

9. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacdes 3 ou 5, 6 ou 7, caracteri-
zado pelo fato de gue uma histidina esta presente na posicdo de ami-
noacido correspondendo a posicao 8 de SEQ ID NO: 4.

10. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ac antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 ou 5, 6 ou 7, caracteri-
zado pelo fato de gue uma histidina esta presente na posicdo de ami-
noacido correspondendo a posicdo 12 de SEQ 1D NO: 4.

11. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno, de
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acordo com qualquer uma das reivindicacbes 3 ou 5, 6, 7, 8 8 ou 10,
caracterizado pelo fato de que uma histidina esta presente na posicéo
de aminoacido correspondendo a posicdo 15 de SEQ ID NO: 4.

12. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 3 ou 5,6, 7, 8, 8, 10 ou
11, caracterizado pelo fato de que uma histidina esta presente na po-
sicao de aminoacido correspondendo a posicdo 16 de SEQ 1D NO: 4.

13. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes tou 5,8, 7, 8, 8, 10 ou
11, caracterizado pelo fato de que uma histidina esta presente na po-
sicao de aminoacido correspondendo & posicdo 17 de SEQ 1D NO: 4.

14. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acorde com qualquer uma das reivindicacbes 3 0u 5,6, 7, 8, 8, 10 ou
11, caracterizado pelo fato de que uma histidina esta presente nas po-
siches de amincacidos correspondendo as posicdes 5 e 8 de SEQ ID
NO: 4.

15. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacgbes 3ou 5,8, 7, 8, 8, 10 ou
11, caracterizado pelo fato de que uma histidina esta presente nas po-
siches de amincacidos correspondendo as posicbes 5, 8, 12 e 16 de
SEQID NO: 4.

16. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicactes 3 o0u 5, 6,7, 8, 8, 10 ou
11, caracterizado pelo fato de gue uma histidina esta presente nas po-
sicbes de aminoacidos correspondendo as posicdes 5, 8, 12, 16 e 17
de SEQ ID NO: 4.

17. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno, de
acordo com gqualguer uma das reivindicactes 30u 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15 ou 16, caracterizado pelo fato de que uma histidina esta

presente na posicdo de aminoacido correspondendo a posicao 2 de
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SEQ ID NG 5.

18. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacbes 3ou b, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16 ou 17, caracterizado pelo fato de gue uma histidina
esta presente na posicdo de aminoacido correspondendo a posigdo 3
de SEQ ID NO: 5.

19. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 3ou 5,86, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17 cu 18, caracterizado pelo fato de que uma histi-
dina esta presenie nas posicbes de aminoacidos correspondendo as
posiches 2 e 3 de SEQ 1D NO: 5.

20. Anticorpe ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicac8es 3ou 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 ou 19, caracterizado pelo fato de que uma
histidina esta presenie na posicdo de aminoacido correspondendo a
posicac 1 de SEQ ID NO: 10,

21. Anticorpo ou seu fragmento de ligagéo a0 antigeno, de
acordo com quaiquer uma das reivindicagbes 3ou 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20, caracterizado pelo fato de que
uma histidina esta presente na posicdo de aminoacido corresponden-
do a posicéo 5 de SEQ 1D NO: 10,

22. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 3ou 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que
uma histidina esta presente na posicdo de aminoacido corresponden-
do a posicdo 6 de SEQ 1D NO: 10

23. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacbes 3 ou 5, 14, 7, 8, 9, 10,
11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, caracterizado pelo fato

de que uma histidina esta presente na posicao de aminoacido corres-
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pondendo a posicdo 14 de SEQ 1D NO: 10.

24. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com reivindicagao 3, caracterizado pelo falo de que a VH-
CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 4, 14, 24, 34, 44, 54, 64, 74, 84,
94, 104, 114, 124, 134, 144, 154, 164, 174, 184, 194, 204, 214, 224,
234, 244 254, 264, 274, 284, 294, 304, 314, 324, 334, 344, 354, 364,
374, 384, 394, 404, 414, 424, 434, 444, 454, 464, 474, 484, 494, 504,
514, 524, 534, 544, 554, 564, 574, 584, 594, 804, 614, 624, 634, 644,
654, 664, 674, 684, 694, 704, 714, 724, 734, 744, 754, 764, 774, 784,
794, e 811-818.

25. Anticorpe ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 3 ou 24, caracterizado
pelo fato de que a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de aminoa-
cidos selecionada do grupo consistinde em: SEQ ID NOs: 5, 15, 25,
35, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, 115, 125, 135, 145, 185, 165, 175, 185,
195, 205, 215, 225, 235, 245, 255, 265, 275, 285, 295, 305, 315, 325,
335, 345, 355, 385, 375, 385, 395, 405, 415, 425, 435, 445, 455, 465,
475, 485, 495, 505, 515, 525, 535, 545, 555, 565, 575, 585, 595, 605,
615, 625, 635, 645, 655, 665, 675, 685, 695, 705, 715, 725, 735, 745,
755, 765, 775, 785, 795, e 819-820.

28. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacbes 3, 24 ou 25, caracteriza-
do pelo fato de que a VL-CDR3 compreende uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada do grupo consistinde em: SEQ 1D NOs: 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 80, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,
190, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260, 270, 280, 280, 300, 310, 320,
330, 340, 350, 360, 370, 380, 390, 400, 410, 420, 430, 440, 450, 460,
470, 480, 490, 500, 510, 520, 530, 540, 550, 560, 570, 580, 580, 600,
610, 620, 830, 640, 650, 860, 670, 680, 680, 700, 710, 720, 730, 740,
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750, 760, 770, 780, 790 e 800.

27. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com reivindicagao 3, caracterizado pelo falo de que a VH-
CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 14; em que a VH-CDRS3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ ID NO: 15, e em que a VL-CDR3
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
1D NO: 20,

28. Anticorpe ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH-
CDRZ compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ 1D NO: 811, em que a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminocacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 819, e em que a Vi-
CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 10 ou 20.

28. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH-
CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ ID NO: 814, em que a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 820, e em que a VL-
CDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ 1D NO: 10 ou 20.

30. Anticorpo ou seu fragmento de ligagéo a0 antigeno, de
acordo com reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH-
CDRZ compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ 1D NO: 816; em que a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ D NO: 15, e em que a VL-CDR3
compreende uma seguéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
D NO: 10 ou 20.

31. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
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acorde com reivindicac8o 3, caracterizado pelo fato de que a VH-
CDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a
SEQ 1D NO: 818; em que a VH-CDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos correspondendo a SEQ 1D NO: 15, e em que a VL-CDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ
1D NO: 10 ou 20.

32. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
28, 30 ou 31, caracterizado pelo fato de que a VH compreende regides
de arcabouco que s80, pelo menos, 90% idénticas a cada uma de
SEQ 1D NOs: 803-806.

33. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 ou 31, caracterizado pelo fato de que a VH compreende regides
de arcabouco que s8¢0, pelo menos, 95% idénticas a cada uma de
SEQ 1D NOs: 803-806.

34. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30 ou 31, caracterizado pelo fato de que a VH compreende regides
de arcabouco correspondendo a SEQ 1D NOs: 803-806.

35. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33 ou 34, caracterizado pelo fato de que a VL compre-
ende regibes de arcabougo que séo, pelo menos, 90% idénticas a ca-
da uma de SEQ D NOs: 807-810.

36. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
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acordo com gualquer uma das reivindicactes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33 ou 34, caracterizado pelo fato de que a VL compre-
ende regibes de arcabouco que séo, pelo menos, 85% idénticas a ca-
da uma de SEQ ID NOs: 807-810.

37. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33 ou 34, caracterizado pelo fato de que a VL compre-
ende regides de arcabouco correspondendo a SEQ 1D NOs: 807-810.

38. Anticorpo ou seu fragmento de ligacéo a0 antigeno, de
acordo com reivindicacao 3, caracterizado pelo fato de que a VH com-
preende uma sequéncia de aminocacidos que €, pelo menos, 80%,
85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a uma
sequéncia selecionada do grupo consistinde em: SEQ 1D NOs: 2, 12,
22,32, 42,52, 62,72, 82,92, 102, 112, 122, 132, 142, 152, 162, 172,
182, 192, 202, 212, 222, 232, 242, 252, 262, 272, 282, 292, 302, 312,
322, 332, 342, 352, 362, 372, 382, 382, 402, 412, 422, 432, 442, 452,
462, 472, 482, 492, 502, 512, 522, 532, 542, 552, 562, 572, 582, 592,
602, 812, 622, 632, 642, 652, 662, 672, 682, 692, 702, 712, 722, 732,
742,752,762, 772,782, 792, e 821-831.

39. Anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao antigeno, de
acordo com reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VL com-
preende uma sequéncia de aminoacidos que €, pelo menos, 80%,
85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a uma
sequéncia selecionada do grupo consistindo em: SEQ 1D NOs: 7, 17,
27,37, 47,57, 67,77, 87, 97, 107, 117, 127, 137, 147, 157, 167, 177,
187, 197, 207, 217, 227, 237, 247, 257, 267, 277, 287, 297, 307, 317,
327, 337, 347, 357, 387, 377, 387, 397, 407, 417, 427, 437, 447, 457,
467, 477, 487, 497, 507, 517, 527, 537, 547, 557, 567, 577, 587, 597,
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607, 617, 627, 637, 647, 657, 667, 677, 687, 697, 707, 717, 727, 737,
747,757,767, 777, 787, & 797.

40. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acorde com reivindicacao 3, caracterizado pelo fato de que a VH com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ 1D
NO:. 821 e em que a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ 1D NO: 7 ou 17.

41. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com reivindicacao 3, caracterizado pelo falo de que a VH com-
preende uma segquéncia de aminoacidos correspondende a SEQ ID
NQO: 824 e em que a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondende a SEQ ID NO: 7 ou 17.

42. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com reivindicacdo 3, caracterizado pelo fato de que a VH com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ ID
NQO: 827 e em que a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ ID NO: 7 ou 17.

43. Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com reivindicacao 3, caracterizado pelo fato de que a VH com-
preende uma sequéncia de aminoacidos correspondendo a SEQ ID
NO: 831 e em que a VL compreende uma sequéncia de aminoacidos
correspondendo a SEQ 1D NO: 7 ou 17.

44 Anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 ou 39, caraclerizado pelo fato de que a
VH compreende uma sequéncia de aminoacidos que €, pelo menos,
80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 99% ou 100% idéntica a SEQ
D NO: 12 em que a V0L compreende uma sequéncia de aminoacidos
gue &, pelo menos, 80%, 85%, 90%, 92%, 93%, 95%, 97%, 99% ou
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100% idéntica a SEQ ID NO: 17,

45 Anticorpo ou fragmento de ligacdo ac antigeno, de
acordo com qualguer uma das relvindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 ou 44, caracte-
rizado pelo falo de que o anticorpo ou fragmento de ligacao ao antige-
no € um fragmento de ligacao ao antigeno.

46. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ac antigeno, de
acordo com a reivindicacao 45, caracterizado pelo fate de gue ¢ frag-
mento de ligacao ao antigeno é um scFv.

47. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacao 45, caracterizado pelo fate de gue ¢ frag-
mento de ligacao ao antigeno é um Fab'.

48. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 ou 44, caracte-
rizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacao ao antige-
no € um anticorpo.

43. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 48, caracterizado pelo fato de que o anti-
corpo & um anticorpo monocional,

50. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualguer uma das reivindicactes 48 ou 49, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo igG.

51. Anticorpo ou fragmenio de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8§, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

48, 49 ou 50, caracterizado pelo fato de que ¢ anticorpo ou fragmento
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de ligacdo ao antigeno é humanizado.

52. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das relvindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 46, 47,
48, 49 ou 50, caracterizado pelo falo de que o anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno € humanao.

53. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51 ou 52, caracterizado pelo fato de que a VH é codificada
por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleoti-
deos que tem, pelo menos, 90% de identidade com qualquer uma de
SEQ 1D NQs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131,
141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271,
281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411,
421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 481, 501, 511, 521, 531, 541, 551,
561, 571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 651, 661, 671, 681, 691,
701, 711,721,731, 741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841.

54. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 53, caracterizado pelo fato de que a VH ¢
codificada por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nuciectideos que tem, pelo menos, 95% de identidade com qualquer
uma de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 891, 101, 111,
121, 131, 141, 151, 181, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251,
261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391,
401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531,
541, 551, 581, 571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 651, 661, 671,
681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841.
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55. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 53, caraclerizado pelo fato de qgue a VH é
codificada por um acido nucleico compreendendo a sequéncia de nu-
cleotideos de gqualquer uma de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61,
71, 81,91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211,
221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351,
361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 491,
501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 591, 801, 611, 6821, 631,
641, 651, 661, 671, 681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771,
781, 791, e 833-841.

56. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47
48, 48, 50, 51, 52, 53, 54 ou 55, caraclerizado pelofalo de que g VL €
codificada por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos que tem, pelo menos, 90% de identidade com qualquer
uma de SEQ ID NOs: 6, 18, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116,
126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256,
266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396,
406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 5386,
546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676,
686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776, 786, ¢ 796.

57. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 56, caracterizado pelo fato de que a VL &
codificada por um acide nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos gue tem, pelo menocs, 95% de identidade com qualquer
uma de SEQ ID NQOs: 8, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116,
126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256,
266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396,
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406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536,
548, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676,
B8G, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 778, 786, e 796.

58. Anticorpo ou fragmento de ligacdc ao antigeno, de
acordo com a reivindicac&o 56, caracterizado pelo fato de que a VL é
codificada por um acido nucleico compreendendo a sequéncia de nu-
cleotideos de gualguer uma de SEQ 1D NOs: 6, 186, 26, 36, 46, 56, 66,
76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 1486, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 2186,
226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356,
366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496,
506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636,
646, 656, 666, 676, 686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 7786,
786, e 796.

58. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57 ou 58, caracterizado pelo fato de
que a VH & codificada por um acido nucleico compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideos que tem, pelo menos, 90% de identidade com
SEQ D NO: 11.

60. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicac8o 59, caracterizado pelo fato de que a VH é
codificada por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nuclectideos que tem, pelo menos, 95% de identidade com SEQ 1D
NO: 11.

61. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 59, caracterizado pelo fato de que a VH &
codificada por um acide nucleico compreendendo a sequéncia de nu-
clectideos de SEQ 1D NC: 11,
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62. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 ou 61, caracterizado
pelo fato de que a VL € codificada por um acido nucleico compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos que tem, pelo menos, 90% de
identidade com SEQ 1D NO: 186,

63. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acorde com a reivindicacéo 62, caracterizado pelo fato de que a VL é
codificada por um acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nuclectideos que tem, pelo menos, 95% de identidade com SEQ 1D
NQ: 186.

64. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicacdo 62, caracterizado pelo fato de que a VL ¢
codificada por um acido nucleice compreendendo a sequéncia de nu-
clectideos de SEQ 1D NO: 16

65. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 80, 61, 62, 63 ou 64, ca-
racterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligagéo ao
antigeno se liga a PARZ.

66. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64 ou 65,

caracterizado pelo fato de gue o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
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antigeno previne a interacao de tripsing, triptase e/ou matriptase com
PARZ.

67. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 46, 47
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65 ou
66, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacao
ao antigeno previne a clivagem de tripsing, triptase e/ou matriptase de
PARZ.

68. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 83, 64, 65, 66
ou 67, caracterizado pelo fato de gue o anticorpo ou fragmento de li-
gacdo ao antigeno previne a clivagem do dominio exiracelular de
PARZ.

69. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
687 ou 68, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de
figacdo ao antigeno inibe a exposicao do ligante ligado.

70. Anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8§, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 82, 63, 64, 65, 66,
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67, 68 ou 89, caracterizado pelo fato de que ¢ anticorpo ou fragmento
de ligacao ao antigeno previne a interagao do ligante ligado com a se-
gunda alca transmembranar de PARZ.

71. Anticorpe ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 683, 64, 65, 66,
67, 68, 69 ou 70, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou frag-
mento de ligacao ac antigeno se liga a PAR2Z com uma maior afinidade
aumpHde 7 4 doqueaumpHde 6,0,

72. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 68 ou 70, caraclerizado pelo fato de que o anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno se liga a PAR2 a pH 7,4 com uma Kp de
menos do que cerca de 5 nM, 1 nM, 900 pM, 800 pM, 700 pM, 650 pM,
600 pM, 500 pM, 200 pM, 100 pM ou 50 pM.

73. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com a reivindicagao 72, caracterizado pelo fato de que o anti-
corpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno se liga a PARZ2 a pH 74
com uma Kp de menos do que cerca de 700 pM.

74. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,

687, 68, 68 ou 70, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou frag-
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mento de ligacdo ao antigeno se liga a PAR2 a pH 6,0 com uma Kp de
mais do que cerca de 1 nM, 5 nM, 10 nM, 15 nM, 20 nM, 25 nM, 30
nM, 40 nM, 50 nM, 60 nM, 80 nhM ou 100 nhM.

75. Anticorpe ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 683, 64, 65, 66,
67, 68, 69 ou 70, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou frag-
mento de ligacdo ao antigeno se liga a PAR2 a pH 6,0 com uma Kp de
mais do que cerca de 30 nM.

76. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74 ou 75, caraclerizado pelo fato de que o
anticorpo ou fragmento de ligac&o ao antigeno tem uma [Csp de menos
do gue 100 nM guando compete com um anticorpo ou fragmenio de
figacdo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5 e 8-10 a um
pH de 7.4 em um ensaio de ligacéo a PARZ.

77. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69 70, 71,72, 73, 74, 75 ou 76, caracterizado pelo falo de que
o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma [Cse de me-
nos do que 50 nM quando compete com um anticorpo ou fragmento de

ligacédo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5e 8-10 aum
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pH de 7,4 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

78. Anticorpo ou fragmenio de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das relvindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 46, 47,
48, 49, 80, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69, 70, 71,72, 73,74, 75, 76 ou 77, caracterizado pelo fato de
que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma [Csp de
menos do que 40 nM quando compete com um anticorpo ou fragmento
de ligacao aoc antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D NOs: 3-5e 8-10 a
um pH de 7.4 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

79. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69, 70, 71, 72,73, 74,75, 76, 77 ou 78, caracterizado pelo fato
de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cso
de mais do que 500 nM quando compete com um anticorpo ou frag-
mento de ligacao ao antigeno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5 ¢ 8-
10 a2 um pH de 6,0 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

80. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 48, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68,89, 70,71, 72,73, 74, 75,76, 77, 78 ou 79, caracterizado pelo
fato de gue o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma
ICso de mais do que 1000 nM quando compete com um anticorpo ou

fragmento de ligacdo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5
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e 8-10 a um pH de 6,0 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

81. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das relvindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 46, 47,
48, 49, 80, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 88, 89, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79 ou 80, caracterizado
nelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno tem
uma 1Cso de mais do que 1100 nM quando compete com um anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D NOs:
3-5 e 8-10 a um pH de 6,0 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

82. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 80, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 681, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69, 70,71, 72,73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80 ou 81, caracteriza-
do pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno
tem uma 1Cse mais do que 20 vezes mais baixa a um pH de 7.4 do que
a um pH de 6,0 quando compete com um anticorpo ou fragmento de
ligacéo ac antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D NOs: 3-5 e 8-10 emum
ensaio de ligacdo a PAR2Z.

83. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8§, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 82, 63, 64, 65, 66,
67,68,69, 70, 71,72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81 ou 82, caracte-
rizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antige-

no tem uma [Csg mais do que 25 vezes mais baixa aum pH de 7 4 do
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qgue a um pH de 6,0 quando compete com um anticorpo ou fragmento
de ligacéo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ 1D NOs: 3-5 e §8-10 em
um ensaio de ligacdo a PARZ.

84. Anticorpo ou fragmento de ligacdc ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 683, 64, 65, 66,
67, 68,89, 70,71, 72,73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82 ou 83, ca-
racterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno tem uma 1Cso mais do que 30 vezes mais baixa a um pH de
7.4 do que a um pH de 6,0 quando compete com um anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigeno tendo as CDRs de SEQ ID NOs: 3-5 ¢
8~10 em um ensaio de ligacao a PARZ.

85. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69, 70, 71,72, 73, 74,75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83 ou 84,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno tem uma ICso de menos do gue 3,0 x 10 M em um ensaio
de influxo de calcio em células A548 humanas.

86. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67, 68,69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84 ou

85, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo
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ao antigeno tem uma [Cse de menos do que 1,5 x 10" M em um en-
saio de influxo de calcio em células A549 humanas.

87. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45 46, 47
48, 49, 80, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 681, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68, 69, 70, 71,72, 73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85
ou 86, caraclerizado pelo fato de que o anticorpe ou fragmento de -
gacéo ao antigeno tem uma ICso de menos do que 7,0 x 10" M em
um ensaio de influxo de calcio em células KNRK de rato.

88. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68,69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86 ou 87, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno tem uma ICso de menos do que 5,5 x 1077 M em
um ensaio de influxo de calcio em células KNRK de rato.

89. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68,869, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87 ou 88, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cso de menos do que 7,0 x 10" M
em um ensaio de influxo de calcio em células CYNOM-K1 de macaco

cinomolgo.
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90. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 683, 64, 65, 66,
B7,68,69, 70,71, 72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88 ou 89, caraclerizado pelo fato de que o anticorpo ou frag-
mento de ligagao ao antigeno tem uma 1Cse de menos do que 5,0 x 10
M em um ensaio de influxo de calcio em células CYNOM-K1 de ma-
cace cinomolgo.

91. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47
48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 58, 60, 61, 82, 63, 64, 65, 66,
67,688,869, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89 ou 80, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cs de menoes do que 6,0 x
1017 M em um ensaio de influxo de calcio em células LL/2 de murino.

92. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1, 2, 3, 4, 5,86, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,
29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47
48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,
67,68,69, 70, 71,72,73,74,75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90 ou 91, caracterizado pelo falo de que o anticorpe ou
fragmento de ligacdo ao antigeno tem uma 1Cso de menos do que 4,0 x
1017 M em um ensaio de influxo de calcio em células LL/2 de murino.

93. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de

acordo com a reivindicacdo 92, caracterizado pelo fato de que o anti-

Peticdo 870190089557, de 10/09/2019, pag. 513/535



25131

corpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno € eliminado mais lentamen-
te a partir de soro de um paciente tratado do que um anticorpo ou fra-
gmento de ligacédo ao antigeno nao tendo modificacbes de histidina.

94. Anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno, de
acordo com gqualquer uma das reivindicagdes 3 e 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69,70, 71,72, 73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92 ou 93, caracterizado pelo fato de que a histidina ou
histidinas opcionalmente presentes reduzem a afinidade de ligaco do
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno por PARZ humano
em ndo mais do que 1000, 80O, 700, 500, 400, 300, 200, 100, 50 ou 10
Vezes em comparacdo com um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno tendo uma VH com uma sequéncia de amincacidos de SEQ
D NO: 2 e VL com uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7
quando testado a um pH de 7.4 em um ensaio de ligacdo a PARZ.

95. Acido nucleico capaz de expressar o anticorpo ou fra-
gmento de ligacdo ao antigeno, conforme definido em gualquer uma
das reivindicacbes 1,2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37,38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71,72, 73, 74,
75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93
ou 94.

96. Acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nu-
clectideos que €, pelo menos, 90% idéntica a qualquer uma de SEQ
D NOGs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 81, 101, 111, 121, 131, 141,
151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281,
291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421,
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431, 441, 451, 461, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561,
571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 651, 661, 6871, 681, 6891, 701,
711,721,731, 741,751, 761, 771, 781, 791, e 833-841.

97. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacao 96, ca-
racterizado pelo fato de que ¢ acido nucleico compreende uma se-
quéncia de nucleotideos que €, pelo menos, 95% idéntica a qualquer
uma de SEQ ID NQOs: 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, 111,
121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191, 201, 211, 221, 231, 241, 251,
261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331, 341, 351, 361, 371, 381, 391,
401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471, 481, 491, 501, 511, 521, 531,
541, 551, 561, 571, 581, 591, 601, 611, 621, 631, 641, 651, 661, 671,
681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751, 761, 771, 781, 791, e 833-841.

98. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacao 96, ca-
racterizado pelo falo de que ¢ acido nucleico compreende a sequéncia
de nucleotideos de qualquer uma de SEQ 1D NOs: 1, 11, 21, 31, 41,
51, 81, 71, 81, 91, 101, 111, 121, 131, 141, 151, 161, 171, 181, 191,
201, 211, 221, 231, 241, 251, 261, 271, 281, 291, 301, 311, 321, 331,
341, 351, 361, 371, 381, 391, 401, 411, 421, 431, 441, 451, 461, 471,
481, 491, 501, 511, 521, 531, 541, 551, 561, 571, 581, 591, 601, 611,
621, 831, 641, 651, 661, 671, 681, 691, 701, 711, 721, 731, 741, 751,
7681, 771,781, 791, e 833-841.

99. Acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nu-
clectideos que &, pelo menos, 80% idéntica a qualguer uma de SEQ
1D NOs: 8, 16, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 138, 148,
156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276, 286,
296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 416, 426,
436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556, 566,
576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676, 686, 696, 706,
716, 726, 736, 748, 756, 766, 776, 786, ¢ 796.

100. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacdo 99, ca-
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racterizado pelo fato de que o acido nucleico compreende uma se-
guéncia de nucleoctideos que &, pelo menos, 95% idéntica a qualquer
uma de SEQ ID NOs: 6, 18, 28, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, 116,
126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196, 206, 216, 226, 236, 246, 256,
266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336, 346, 356, 366, 376, 386, 396,
406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476, 486, 496, 506, 516, 526, 536,
546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 616, 626, 636, 646, 656, 666, 676,
686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756, 766, 776, 786, ¢ 796.

101. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacdo 99, ca-
racterizado pelo fato de que o acide nucleico compreende a sequéncia
de nucleoctideos de qualguer uma de SEQ 1D NOs: 6, 18, 26, 36, 46,
56, 66, 76, 86, 96, 106, 116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186, 196,
208, 216, 226, 236, 246, 256, 266, 276, 286, 296, 306, 316, 326, 336,
346, 356, 366, 376, 386, 396, 406, 416, 426, 436, 446, 456, 466, 476,
486, 496, 506, 516, 526, 536, 546, 556, 566, 576, 586, 596, 606, 6186,
626, 636, 646, 656, 666, 676, 686, 696, 706, 716, 726, 736, 746, 756,
766, 776, 786, e 796.

102. Acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nuclectideos que e, pelo menos, 80% idéntica a SEQ 1D NO: 11,

103. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacdo 102,
caraclerizado pelo fato de que o acido nucleico compreende uma se-
quéncia de nuclectideos que &, pelo menos, 95% idéntica a SEQ ID
NO: 11,

104. Acide nucleico, de acordo com a rejvindicacao 102,
caracterizado pelo fato de que 0 acido nucleico compreende a se-
guéncia de nucleotideos de SEQ 1D NO: 11.

105. Acido nucleico compreendende uma sequéncia de
nuclectideos que e, pelo menos, 80% idéntica a SEQ 1D NO: 16.

106. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacdo 105,

caracterizado pelo fato de que o acido nucleico compreende uma se-
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quéncia de nucleotideos que &, pelo menos, 95% idéntica a SEQ 1D
NO: 186.

107. Acido nucleico, de acordo com a reivindicacdo 105,
caracterizado pelo falo de que o acido nucleico compreende a se-
guéncia de nuclectideos de SEQ 1D NO: 186.

108. Vetor compreendendo o acido nucleico, conforme de-
finido em gualguer uma das reivindicagbes 95, 96, 97, 98, 99, 100,
101, 102, 103, 104, 105, 106 ou 107.

108. Conjunto de vetores compreendendo: a) o acido nu-
cleico, conforme definido em qualguer uma das reivindicacbes 96, 97,
98, 102, 103 ou 104, e b) o acido nucleico, conforme definido em qual-
quer uma das reivindicactes 99, 100, 101, 105, 106 ou 107.

110. Célula hospedeira compreendendo um ou mais dos
vetores, conforme definidos em gqualguer uma das reivindicacdes 108
ou 109,

111. Composicdo compreendendo um transportador far-
maceuticamente aceitavel € o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno, conforme definido em qualguer uma das reivindicacbes 1, 2,
3,4,5,6,7,8, 9 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 258, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46 47, 48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65,66, 67, 68,69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80,
81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93 ou 94.

112. Composicdo liofilizada compreendendo ¢ anticorpo
ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, conforme definido em qual-
quer uma das reivindicactes 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 18, 17, 18, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34,35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
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91, 82, 93 ou 94.

113. Composicdo liofilizada reconstituida compreendendo
o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno, conforme defini-
do em qualquer uma das reivindicactes 1,2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47 48, 49,
50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 80, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69,70,71,72, 73,74, 75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93 ou 94.

114. Composicdo, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 111, 112 ou 113, caracterizado pelo fato de gue a compo-
sicao & formulada para administracdo por pastitha, pulverizacao, admi-
nistracao oral, liberacao retardada ou liberacio susientada, adminis-
fracdo transmucosal, xarope, mucocadesiva, formulacdo bucal, com-
primido mucoadesive, administracdo topica, administracdo parenteral,
injecao, administracade transdérmica, solucdo oral, administracaoc retal,
administracao bucal ou administracao transdérmica.

115, Estojo compreendendo ¢ anticorpo ou fragmento de
ligacao ao antigeno, conforme definido em qualguer uma das reivindi-
caches 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23,24, 25, 26, 27, 28, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 48 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 58, 57, 58,
59, 80, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,
78,79, BO, 81, 82, 83, 84, 85,86, 87,88,88,90,91,82,930u%4 oua
composicio, conforme definida em qualquer uma das reivindicacdes
111, 112, 113 ou 114,

116. Método para tratamento da dor em um sujeito com
sua necessidade, compreendendo administracao ao sujeito de uma
guantidade terapeuticamente eficaz do anticorpoe ou fragmento de liga-

¢ao ao antigeno, conforme definido em qualquer uma das reivindica-
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¢bes 1,2, 3, 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 48 47, 48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 80, 81, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,869, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,
78,79, BQ, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93 ou 94,

117. Método para tratamento da dor em um sujeito com
sua necessidade, compreendendo administracdo ao sujeito de uma
gquantidade terapeuticamente eficaz da composicao, conforme definida
em gualguer uma das reivindicacdes 111, 112, 113 ou 114.

118. Metodo, de acordo com qualguer uma das reivindica-
¢hes 116 ou 117, caracterizado pelo fato de que a dor € selecionada
do grupo consistindo em: dor nociceptiva, neuropatica e do tipo misto.

119. Metodo, de acordo com qualguer uma das reivindica-
¢ches 116 ou 117, caracterizado pelo falo de que a dor esté associada
a uma dor de cabeca, dor de cabeca crdnica, uma enxagueca, um
cancer, uma infecao viral, artrite reumaioide, osieoartrite, doenca de
Crohn, doenca hepatica, esclerose multipla, lesdo da medula espinhal,
neuralgia pdés-herpética, neurcopatia diabética, dor da parte inferior das
costas, doenca cardiaca inflamatéria, doenca renal, gastrite, gengivite,
doenca periodontal, asma, doenc¢a pulmonar obstrutiva crdnica, doen-
¢a autoimune, sindrome do intestino irritavel, fibromialgia, dores nas
pernas, sindrome das pernas inquietas, neuropatia diabética, uma
condicdo alérgica, um procedimento cirtrgico, lesdo fisica aguda ou
crénica, fratura 6ssea ou uma lesdo por esmagamento, lesfo da me-
dula espinal, uma doenca inflamatoria, uma condicao de dor neuropa-
tica ou disfuncional n&o inflamatdria ou uma sua combinacio.

120. Método, de acordo com a reivindicacdo 119, caracte-
rizado pelo fato de gue a dor & dor de osteoartrite.

121. Metodo, de acordo com qualguer uma das reivindica-

coes 116, 117, 118, 119 ou 120, caracterizado pelo fato de que o sujei-
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o € um humano.
122. Método de producao do anticorpo ou fragmento de -

gacédo ao antigeno, conforme definido em qualguer uma das reivindi-
cacbes 1,2,3.4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 48 47, 48, 49, B0, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
59, 80, 81, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,869, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93 ou 94,
compreendendo 08 passos de:

expressao do acido nucleico, conforme definido em qual-
quer uma das reivindicacbes 95, 96, 87, 98, 89, 100, 101, 102, 103,
104, 105 ou 108, purificacdo do anticorpo ou fragmento de ligacdo ao

antigeno.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ANTICORPOS ANTI-PARZ E SEUS USOS",

A presente descricdo proporciona anticorpos e fragmentos
de ligacdo ac antigeno capazes de se ligarem a PAR2Z. Em algumas
modalidades, os anticorpos ou seus fragmentos de ligagdo ao antige-
no anti-PARZ se ligam a PARZ de uma maneira dependente do pH. A
descricdo proporciona adicionalmente métodos para fabricacéo & uso

dos anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

3339 Cé6 404 CEBCAAT

Campo 2

29 0C14C59 4D9 3D 0B

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: LISTAGEM DE SEQUENCIA P241932.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 10/09/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 14:06:53
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 3339C6404CEBCAAY
- Campo 2: 290C14C594D93D0B
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