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"GLICOENGENHARIA QUIMIOENZIMÁTICA DE ANTICORPOS E

S FC DÓS W~S"

DIREITOS no G.QVERNO NA INVENçÃQ

Fdqi] FEEa imençào foí feita ca-n çj apQio do gove-tno

cam q5 números de corLces3ãa GMQB0374 e GM096973 c.Qr1cedidas

pelo Natíonaí Iristítutea "uf Health. O gove rno tem

determínad'as diEeitos na ínvençáo.

REFERÊNCTA CRUZADA A PEDIDQS RELACÍONAIX)S

LQ02 I O pedido reívírtdica príorídade aa Pedído

ProviRÔEio d'os EUA N " Ci/597 .468 deposit-adó m 10 de

tevereiro de ZIJL2v q g¢mEçádg da AµaÁ É 1n(mrpQrad0 TlCj

pEeser1te d!acto par reEerència, para todos cjs firis..

ANTE'CEDENTES DA TN'VEN'çÃO

1003] çaü\ÊX) dã Invençâo

[004] a invlenEaQ refere-se ã .síntese da qlicoproteinas,

e mai.s paFtieuIaEulM]te, à utiiízação dé wma Erido S muta.nte

é xecomtjinar!te, uma endo-PN-acetíiglucosaminidase ele

.Strepto0üc¢uÀ pyoganes, que pgs8ui aLividade

tran3glicQsi1açãçj e ativídade dê hidrólíse iiudtada de modo

permítindo a remd'ela¢ào de glieosijaçàc' ef icíente .cicj

dMLUo ünt icorpo-Êc.

[lj05] De8E£i/çãQ da u£níca RaagiQnada

((JÔ6J os antíeQEpej8 =rá«LQnai5 (mAb) do' tipu IgG, são

túÍiR impartaT1Le c1a5&e de p,roteínas terap'éuticas utilizadas

pa£a o tratãmento dè cãncer, d(jençag auto-imunes e

L.'ifeccios.as. {1"3 ) Ant icorpos IgG são cQmpoEtos de duas-

ca'jBias pesadas 'e dua's cedeias leves que e3tao assôeiad.m

para format três domíriLQ's distinta3 da 'protéína, imc1uirido

dtiis domiríi.a.s Eab varíáneis e um domíniô cQrU5EanLe Fg

letisLa1A'zável) liqadçj por uma reg'ião de dabradíça
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fleu.iveL.. Os dominíos- d.e Fab são responsãveís pela lígação

ao ar1Líg#no, enqua'ntQ qü'e q domínio Fc está envolvido em

Fw1çõ&s eferoras mediadas peto receptot E'c, tais como

eítOtoxicidadIe celular dependente de. ant.icorpos {ADCC} e

gitâcoy,icidade dependente de complem¶nto (CDC) . (2,r 4) c)

doMríio Fc é lljh homdímero que pcirta dais N-glicancts nas

IQgaí£ de N-glícosí1açào gon¶eFva,dQs (N29"7) . Üs

D1igQs-saca£íde"os ligad-os sào do tipo cornplexo hianten.ae corn

cQnaideFáve1 hecerQqenèidadè estrutüral, eín qtíe a núclen de

heptas"saca.rídeo N,-1ígâdo pMe ser dif8EencialÍrLente decorado

eom fucc'3è nuelear (F-uc) , bissE-etríz N"agetilgjucQ3amina

(GLCNAc) , g"alactt>se Lermi'nãl lgàl) , e áeido síálica

termíriaí { Sia) gDmQ mostracio tlà Figu:ta ] . (5-7) Estuda's

estFutuLaLs de raim=X cristalmgráEicos e RMN iindicam que

kj8 gligansjg Fc Èào colocados' entre .os dois' s.ubdominias

CH2/CH3 b têm múltiplas inceraçi3ss Md c0valentes cc)m os

domini'cts E'c. (8-14) ÈÈtés estudos têm most:radõ qütâ a

1igaçàD dê díe4ent£s glicanos Fc pode ter iuipaeto dL7tintD

sabre às cúnfQrmÀeãe3 dQ dômíniEj Fc, jjuplicarLdo um papel

ímportante da gl.iEQs.iLação na manutenção de uma adéquada

estmjt ura de dc'mít'.io Fc pa-ra interaçães céjw FeeeEjkcjrK Fc

re3peçt ivos a$3QgiadQs CDltl as tunções efeeoràs do müeotpo

{8-14) .

ÍQM Foi ainda dexnonstrad.o que as estruturas Eínaa CIÉ

N-gíiga'nas Fc são deteminantes' importantes das ativtdade.4

de pfq- e arl±i-iMlaNaLDLias' de ântÁcorpas. (Z, 15), pDr

exemplo, a Falta de fueose de núclea, bem çomo a iígaçãr de

1w porçáo GIcNW bissectoc, aumenta dramaticameate a

atiMdade da ârÍticc)rpo pãra q receptDr FcYIIIa (FbYRIIIa) ,

que ê re3pon3ával paía citQtoKLgídade celular dependenre de

a n E íé'cí @05 (ADCC) . (11, 16- L8) Assim, mAbs com baíxo teor
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de tüeo»e SàQ pe oeur ados. para a m'elhoria da efic-áeia

Hntia'ngEr in ViVOa (19, 20) Pof 0utro lado. a gliooforma

re a-2 , 6-síaíí1adà termínal, um compcm e nt e msnor da

ijmm0gl0bulínda intravEnQsa (IVTG) reunidos a partiF dos

sDt'os de mí1hates de Madares dz saàgu'e saljdávei8, toi

retemerite ídjErntí£ica'd0 cqmo a espécie ativa pa ra a

HtLvidjadé anÈí"ínflamat6ría de IUIG eni um modelQ de rato de

arLri¢e reúmâtóide (AP.l . (2l-23j contüdo, Igg disporiíveís

ccmârcíaímentè, lncluimdo ant icQrpo8 monoclenais e ÍVIG,

tipica'mmke exístern como misturas de glicoEormas que não

sàD 1Mais pa,rà as suas respectivas atividades

teraµêutícas. Êlo'r exewplu, ãs glicofcmras Eg maiores d'e

antiLEUFpo5 mQnogIQRai5 atualmerite utilizadas para. o

tEatamento dô uT]cer sào de núcleQ fuc08i1ado qtie pe'ssuern

~ afinidadè relativamentè baix.a pata (j reeptox die

atívação FcWP.IIÍa, demons'tmn.do pQUEa efZrácía

paFticuíarmente pata aquelE5 pacie'ntes- cmi q pQlimQrfismD

alélico ÉcYRKIà-n5g de bai'xa afiriidade. lZ, 19, 20)

[lj08] O impaELcj da glícosíXçào s,o'hre as fwnções

kiolágicas .e. resultado tEraEjêutico de antico'rpos. ígG tem

estimu.lado grandê interesse tjd de5envglvíuLerlto de mêtodcts

para contro.lar a alAcoM1açào de antícarpos. Umã abordagem

é a de cDntrDlar os perfis de glícQ8ilaçao durante a

prMüçãa p.ar uíeio de enqenharia djçj camirí-ho bi'os'sintétieo dê'

glieano em váHOs sístpjüa$ de exprêsSão, incluíndo célulàs

ho3pedeíras de mamí£eFo\, de plaatas e de le"vedurã (24-30) .

Eq'se controle de gliExj5iIaçàQ, resultou ría produçaQ de

baíxE$-f1jcgIse Qú não f"uoclgilada anticmtpc)s monoelmn.ais com a

melharia da ativídade ADCC. Porém, as gIig0forma$ que pâdem

ser gêradas por e3ta ahordagmn tem sido limítadaa, e na

maíaria dos ca.qos, um cántrole completo a uma gli.co£orma
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hQmcjgênea definida é difícil.

Iqq9] üma aríáíi se recmte das várZos Eármacos de

gLicoptoteinas terajpèutieas dispE'níveis no m.etcado,

ia|olLlindD r it LÈximaib Àr1LimrpQ rnancIclDnal, iridicmu

modli£Zcaçâes signífícativãs dQs perfis de g1ícDsiIação de

díferenteq lates prodúzÍdôs ern diFerente3 petiodos. ( 311

É3tà análise impliua ò d'esaEio na manutênçâa de uma

pradução gDnsi5teAte de fàrrnagos à base d'a gliccjpFQ'teínas e

tam.béín Imranta prqoeuµaçõe5 reguíatórías , como alteraçà"es

da gliaoulaçãQ Fc seUa niai" provável impactar a et ícác.ia

terapêwtica.

[QOiOj Uma abordagmn a I ter nat íva para 1ídaE cqiti a

íricorjgLstên[eia e heterogeslleidade na glicDsilaçao de

qlig0pEüEeLnas é a rea1izía¢áQ de £emodelaçãcj d'e

gíicosiiaçã.o atravês a.paraç'ão d,os N-gZican.os heterciqê'neus e

ampliar as cadeias de açúcaF pOr glícosilação enzimática.

(3Z, 3 3) Tal gliÜ(jsílaçàa eRzimática fgii recerILemerLte

dkscEi'LQ' u3andQ um mét-cdo quiwiQerLFimáIFico para remodalação

dê glicosiLação Fc que ti Eâ proveito da atívídadI#

t ran_sg1ieasilaçÀa de' várias endoglicosidage5 e. seüs

mutanres gligcjsintas8 usãndo glicano o&'azolinas cQm'cj seus'

sjjtzst EatQ3 (34"36) Esta ab-o:rda.gem de rem.odelaçào consiste

etn duas êtapas: aparaçâo dá todas õs N-g1icarjDs

hecerQqêrLeos por um èndogHc'asidase para deixaF apenas o

'prímeiro GICMAC no (s) local (ís) de glicosi1açã,õ e, em

seguída, voltar a adicimar u-na estrututâ 'bem def inida de

N—giicanos em bioccj EKlr meiD de uma reaçãc' de

trãnsg1ícosílaçàü catali.sada por endQgligosidase. (.32)

[OQll) üm tmbal-ho recente demonstrou que a. engenharía

de glicosila.çào de dominio dé IgG-Fe pode ser co,r,seguída

pot uma ccmbinaçãa a êxpres s ào em células CH,© o'u dè
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leveduEa do doMnio Fc e a sua subsequenta remodeiação

quiMDmEiju1nw atravêS cK nma abQxdagem, d0,5gl,igasi1ação /

EegLlíco5LLaçao enzimática- {34-36) Fai demorísttado que a

endb-E'Nm|cQti1giuco6amímidase de ArthL'c)bacter

proFq?hQmiIieb endo& ê alràmente €iCíenee para glicosila,t

a dtmtrüo Fc carttendri GLCNAC utuíza|ndo v-ã.ríos oxazolín-as

de núcleo ae N-g1ieanE) sinütícà® ccmo substrat"a.s. l34, 35J

Nq etitanto, as iiwiraçôes da estadõ atual do método são

evídentes: (a) riem endo.4 nem erídoM {oiütÉâ ando-glícosídas¶B

de Nucc'r hiemalis) foi capaz dê tEan5fcl=iaF daninio j.9G-FC

Fucosi1àdo-nÚcleo., l3Sl a's uíncipais gl ieofõrmas de tnkhs

EeQÜmibirlantes e ivig; (B) muta|nE#$ Endoo eram capazes de

fíxar um núcíeô Ma n 3G1cNAC a um domí riío de GIcNAC-FC

fucosilado, (36j , 1Nâ8 nenjiurn dó6 endõlj, en[dôA, endcM, e

seµs muítanmes (36-39) B£am t:apazea de Eransfetir N-glicano

típo complexo íntacto a dtírnínío G1CN"AC-EC ou EucouladD3 ou

riào fueosilado: e (c) a temode1açào de glieo|si1a|çào de

anciearpo$ tgG de camprimeT1Lo gowplen intactQs gõm N-

glímnos de típo compiem aíinda astã para ser aIjçarLçackj.

(0012] EWi uma tentativa de de s'errm Lv« LúFI ®ist«na

de(;l1cclsilaçàQ / glicosilacão enzimátíca QtiglDnjte para

rmQd|e1açãQ de glicmsilação cie glicQprQteina, atençà'a se

vctltou para endaS, uma endo-l3-N-aceti1gl=QsamínjLdase

(ÉNGâsej de Streptococcus p yc'geiies, que é eapaz de

hidFoiisar (3s F'c N-glicanos de ânticcirpos rgg intàetos pok

clívAr a 1igaçã0 £1, 4-gl-icosídica no núcleo quítobíose dos

N -glicanos. (4Ó"42) . Endo-S possuí atividade de

LrÀT1&gjicosilaçãQ, tal como q ca.paz de utili zar MarI3GIgNAc

omzolina cümo subsrrãtr doad0r pata glicôsilar urn ·aceptüc

de GIcNAc. No entarlt:cl, a End.OmS' de tipo Fe1vagem tambêm

possui atividade hídcolitica altamente ativa, de modo que 6



6/65

pt'oduto IgG glícçj3íla"dQ tambèm está 3ujeitQ a hidrÔjiSê

rápida se a Erid'o-S de tipo selvagem é utÁiizada para a

síntese e remode.1açào de glig0si lação.

[0013] À luz das atívidades acima conhecídas de Endo S,

se:ria vantajoso proporeíonâE uiu mutante de Enda-S que

apresenta uma atividade de tEansgIicQ'$ilar ecrm atividad{= de.

hidrolizaçãu redu.zída.

SUMÁMO DA INVEiNÇACj

[0014] A .presente invençàQ prrjpQFciQna n1ucanres

selecicmados e Endo-S Eemmbinanteg ctijs mesm.os, que exibem

atividâde de hid-tòUse reduzidã .e atividade de

trans?1icosilaçãE) aumeÜjLa|dH pâra a sínLese de anTigQrpas

IgG a fragmentus Fç desres, pm qiie 'tma CadMa de açúcãÉ

desejado é adicio"rL.ado a tm aceptor GIcNAc-Içj'G de nüc'leQ

fucQsí1àdD ou nM ÍjugDsiladQ .C'omo tal, a ptesente í'nvençãQ

permit8 a sín'íe.se e remode1açàa de ànLigcjr.pQ5 re£apêutígQs

e fragmentc's Fc dos me smo para proporcic'nar certa5

atividades biolôgicas, ta ís camo, c? tempo de meia-viAa

p'rglQngacia in vivo, rúenor ímuriageni,cidade, a atividàde in

vívn melhDrada.,, au.mento da c-apacidade- de dírecíciriamento,

E/QU a capacidade de entregar um agenEê. terapêutico.

[0015] Ehi nm aspecto, :ã µresente inveáçãa prE)pQFcigIr1a a

atividade LrarIsglíccjsíl.ação de uma endo-Pbj-

aceLílgluco8amindase de- Streptoco.ccus py0"gene5 (SE'Q IIJ NQ:

i) e seusi mutãntes, em que os muEa'ntes rêm p'eja níems ')5%

dé hom,õlogia ao mesm e eKib@ àtivid^ de

transglicosilação ern aceptores de GIcNAc-IgG tarltjo de

MgÍso fucosiladQ3 camo não njc3q'íla|do, m que as

%dQglico5ida5e8 pemitew a tranSfWêncía de ljW

alíqassacarídea (sob a fcirmã de uma axazQliría dê açücar

ativadoj em blcmo pa ra wm GIcNA'c- lgG FueosilaIdn'3 ou nào
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HcQ8íladQ ((ju um tragn}entD Ec do nie.smo) de modo a £orm"ir

uma tíaoa glicotorma dê TgG (üu um seü fragu)enra Fc) .

Í0ol£j Em Dutro aspeuto, a presente i-nveríção proµQrcicIria

mtantes Ehdo-S qae mstram maEeadamente uma màior efieácia

de cransgÀicQsilaç!àD Qli mvida[de hádrolítica de produto

dímírmída ou aboLjLda|. Mutcnt8s inclmm pNEerÊrncia mutaçães

sítio"Específica3, inaLlíndtj uma mutação Asp-23 3. Os

HnltarLtes inclu'ew, mas nâD enâo LimitAdçjg a, O233Q lSEQ Ii)

NO: 2} e ÜZ33A (SE'Q ID NQ% 3).

L00i7] Bm. lw. autra aSpectQ\, a presente imvençã q

propõrcicmà iim métQdD qutmioarlzimátiv0 para a p,reparaçào dê

gI±eoformaâ de núclèo tucosi1ado ou nã'o füc©silado

hUmDgêneAS de antie"orµos IgG, que cDmÊLFeende:

a Ü pEoporcioríaR urn .aeeptoE selecíonado a partir do grupo

que co'n,sisr'e de um g-1c,mc-Tqg DÊ Mcleo fucosilado, GICNAC-

IgG de núc.leo não Euc oailado au Fmgm.entos da IgG- Ec

eorrespondentes ;' e

b. reagir d aceptar wm utu &uljstxaLo cié doador, incluindo

uma porção de c)ILgQ$sacaridecj ativado, na presençã d'e

mutaRkeb Endb-S-Asp 233 dé 5t~tjc)coccus pyogEnes pa ra

trans£erir a pcjtçÀsj ds (jligdsgacarídea ativado pàra o

aceptor e pIrQdúzir a g1icQproteína tueQ8iladé Qú nào

f ucosilada hcmogènea.

(Qti18] Errí aimda um Dút:co aspeeto, a pIte3£nt/e invançào

EÍmpQreiQna ím jüé|cadQ para a pxepaxàçãQ de uma IgG de

riúcleo £uc"o.sí1-ada (jü f ragmento IgG-fàc renda umã pcLrçàc|

Dligos8acarídeo predetemu'adaY We compxeendê:

a. prQpo'rciDn,ar um age!ptoE de IgG dé núgLeo tucQgilado

qiúe compreencis um residuo N-acet Llglucosminà de TYüaeQ

fúcasilado ligada a aspara'qina (GICNACj '; e

b. enzimaticamente reaqi£ d aceptDE ã'E I 9g dh Mcleo



8/65

Íug(DsiLadE) gtm um dòadot de oIigossacaEíde.g ativado na

presenç.a de mütance de .S-Ea'dogiico-sidase D233Q (SEQ ID NO:

2) e D233A LSEQ ID NO: 3) , em que q doador de

oligossacarídêo ativado porta. 'wa pcj£çâo oliqossacatídeo

que c.-úmpreende um número e tj U.po ci? residuos de açúcar

pr edete rmí rza d ü, e-m qu.e a poFção dB oltgõ,ssacaríd'eo estã

ligada de fo-ma covalente ae' aee'p.tor de IgG de núcleu

fucíjs Llado, preparando-se assim a IgG de miclea fHgosila,dQ

OLl fragm.ento IgG- Fc tendo a porção de âligo-ssac'a.rídeâ

pEedetermin.ada .

[0019] Em ainda outro aspecta, a présèrIte in'Venção

prapcIEcí.or1a ama µorção de o1igQ.ssaç;aFicjeÜ- at.ivâdü, tal como

glieano ou oliqo,53a€arLdeo uxazali'na, £Iuaret"ci de

glliE@5iIa, gíimosil azida ou um glicõMdo de arila, tal

ecmo um substrato dúadcjr pa-ía a 3iDtesj& de glicopmtainas

dê AúclRQ £ueoMíado homogêneas ou gLlícqpEQt4nas não

FucD»ila[das·. De pEeferência, a porção dê Q]igQs3ae1arideD

ativado g um o1igQ$sãgarídeQ oxazolina.

[0020] ün um outro aspecto, a presente íríumçào rgEeEe-

3e a úm mêtodo q'jimioer1zi-mática para a ptepar.açàct de .um

a|n|E icor pq dé ,mclntãÍkje tüs fucasi Lados cm rião fü'cosil'ados.

hamagêneo"s -o"u um F Fà gmen tcj Fc do mesmo,, dito mètodo

compta"endend"a :

ptQÊX)rciDnÀr um ageptor' selecionado a pattir do GICNAC-

·aLnrícõEp9 de núcleo fuco3i1adQ olj riàa f ucosilado ou um

fragmanto F'c do mesmo; e

reagit o aceptor eom um 2ubstratç' de doad'or na pres.ença de

um mtlrante Endo-S Asp-233 de StEeµtQçQccus pyogenés, èttl que

o smbstra.to dDador cQmpIEe%d& um cDn!punentp ol ígo3sacarideo

predeterminadl'o corn arrí núIaerQ e típo àe resíduos de açúcar

definidàs e tipas d'e Iigàçãa I'%pecíticc)s, fornecendci a3sim
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Cj anttcorpu de moríõmero eucçjgíladQ ou não EucQ$i1ado

hemugêneo ou um f£agmento EL' do mesmo . Em uma" mcida Lidade,

uma GIcNAc fjjeQ¶ilad'o contendct proteina é urrí al fa"l—6-

fRcQ5i1-glcNAc% pKqt&ina.

[OCl21] Em outro aspecto,. a presenre invençãô refeme-sa a

ljm tn'êLodô dE rmlQd'elar u-m antIcQEpD ou seu 'fragrn.ento Fc CQXi

wn QiigQs&acaritleo possüindo um companente oIigossacarídeo

pre'deteEmíTLado com um mlmero e tipo de residuos de açúcae

def inidos e eom tíEjoQ e3peEiEijms de Mgaçãci, cempreendendo

q mêttKlo{

a . prQpQEciAnar jjim anticQrpq de núgleQ fúco3Í lado Qú

fraqmenLo Fcdo mstro que campreenáe Fc N-glicaEKj3;

b. trãtaK o ánticm:pò de núcleo tucos'llado õu Ílragmento

F'ç COül Lúhà enláo-enzím de hidrólise para. prod,uzZr üma

porção GZCNAC ligada a Asn; e

c. uníE q o1ígos3aeaLride0 á p©rçãQ GJcNAc liqmÍa a Asn na

pre3ença de um mut,a|nEe dè Enida-9' tenda uma, sequênciâ de

arun!Qáci/d0$ 8eLaeiQUada a partir do grupo que consiste em

,= Ilj ND: 2 e ,SEQ ID N'Q: 3, adlicíomndh assim d compo'nente

oliqo,ssacatidéQ p:tedéterminado.

[od2z] Êm. um qu[tq àspectm a presente invençãQ re'fere-

se a u-m métoM de remodelaç'ão de uma IgG de núcLeD

ta("mgi,ladQ ou. n.ãa tucE)si1adg ou £LagmenEçj IgG-fc com uuí

c)IígQs'sac·aFLdEo pos.suirLdc um cQmpQnerLre o1igosisãcaríd.ec)

predet-erminado com um níunero e tlpa de rHsíduÜ,s dB açú.car

d4iriidos e eo.m ôs típas de lig=âo e5pegifícçjs, o método

egNreendendo:

a. µrQpç)rc iona-c una tgC: de n9cleo

Eug'osiL,adI3 qlj fragmento IgG-fc obtido

nat!urais tyj rec ombi naAf~es qu'e

Mterogêneos;

fucosí iado ou não

a partir de fontes

portam N-gilieanos
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b. tratar a Igg ou Traqmeóto Wg—ec ríatuEaI au

Ee=rlbinarIL@ ecm umm qnda"enzírrka (tma eMôg1ícos ídas e d'ie

tiPa g'&lvag% nú um &ndogíicQsidas'e mutante CoiÂ atividade

hidtolitica efimiente} para hidrc)lLsa% a 1íg,âição enti:e cn

cioís reaíduos âe GlcNAE posi c ic'n a[d.03 rna3 5 pFóximos do

dauiínio paptidáco Eor mMa assijn ííma proteína

de8qlicQsiIâ= µortnndo tün aoepror de GICMc dê Mcleo

£umsílado ou não íucosiíada; e

e. unir o compotiente- oliqQssacaFíde"Ds prê-dêtèr'Inir!ado a,o

ag#pttlr d,e G1,cNAA para, ,EecQnsL,itljír a li,gãçào beta-l, 4-

g1ícasi.-dica ainzavês tEarÍsgIi-Qosi Lação com um mL1tante Endo-S

asp-233 àe st-cept'ococcua pyQgerles:, ass.im aerescêntandQ q

ca@o'nente E)ligBssacar',ídeo pré-determir1a,dQ para remodel'ar o

iqG dk m|ücLga fucosiíadâ quj não H1=sLLado ou Er a gment e!

IgG"Wc.

[0023] oligo'ssacmdeQ& Á*azEninag apiicáveis incluem,

mas nào se líníicand'o a, t ípQ èlavada teQE de manos'e, tipa

hibrídjo!, oxazolína uaLogLidcanu e N-gliuano tíPCl ccjmEjlexo,

bmn cd.uq ôs SEljS derivadôs modiEica|dcjg sel'êt ivamente, tais

couta aqAe1es mm et íquetas especificas. De pxeferência, di-

, tzrí.- , tetra -., perita-,, hexíl -, hepta-, octi I-, 'nDna-,

deca" ou 'undeeaasacatídeo oxazolínas' sâo utilízados como

sub'stratas daàdores para a 'síntese quiMíQenEimácica

altamen.te -efícíante de ·aritigoEpDs IgG de núcleo fucosi1ado£

ou não' f uccjs íladci homcjgênecj5 e Eragment05 dw IgG-We.

[0024,] Em ãindã oútro aspécto, a present,e irLv'e:r1çàD

refere-se a um méüido pata sinoerizat um am: icorpa ou

Fragmento m.QdíEi-cadQ do mesmo, compreendendo" o mé-tado;

a . propor.ci0na£ uiü1 mtíeotpo lgG natur'almente ejsistenEe,

ím an,ricoEpa recQmbinante ciü rm damínic) Fc!. que pDEta ,Fc M-

qLícünos comâ pr8curs"c)res7
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b . RegjÁcoM1ar Fe ntilízando LjTÍIà endjog1ÍcDsídase,, tal

eoáiD ma Endo-"S selvagem para d,êglicµjsi1at d dQmInio l?c

para fo'rmar um aceptor de -GIcNAC"; em que 0 acâptor die

GLCNAC é posicionado na região Fc iÁq antíccmpo e q aeeptot

ík GJcNAc 'é, çju; núc1'e'A fucQgilad(j ou nàQ fucosiladW e

c . t.tansglig'Q$i1·aT q ace.ptor de GICNAc nQ antícQFpQ TqG

natuwalmente- exístente,- o antícc'rpo r ecumbúíant e mj o

dcímínià E'c cEtúi wna oligossacarideo Q;sa2Qlína qli uma

c)xãzQlm sialoqlicano terido tün númerá prBdeLerminadQ de"

FesíduQs de açácar sab a catálise de uma enzima 3aleciqnada

a partir do grupo que consiste etn matantes Enda-S incíuindo

a .S'EQ ÍD NÕ: g e SEQ ID NCR 3, parà formar q üntícoFpQ

müdifica'do gorrí uxn núm"eto pr'edeteiminado de residuüs de

açúcar.

[0Q25J Em ainda outro aspecto, a pKes?ente inveâ'çãQ

prQpQrciQna 'um inétQÜio de temodelar wma LmunmiDbuLina

íntravenosa (IVIG) exibindo glicofoFm.as-WR sialíladas, Ci

métcsdo que compteende-:'

a. p'roporcionat nma JVIG pc)rEandQ' Ec' N-gLL=nDs;'

b. Fc d.eglico:silar ds F'c N-glicarTcj'3 usanda uma

endo'g1icosidasIé inchürido Endo-s seivãgem para ftmiar

a=ptD'tes GlcNAc; em qüe qs aceptares de GICNAc sãu

posicícmados na regíão Ec da IVIG e cjs aceptores de GJcNAc

Dü &aQ fucej5ilaàQs E)ú nãO f ueosi1ado; e

c. trarlsg'licQsilãt os acepL0Fes de GIcNAc gQm uma

oxazolima siaKglícano tendb um númeFo predetermínado de

res4os de açúcar soh a eatàli3e dê uma enzima ,2elecíonada

a partir do gEup€) qüe coMíste ein muEaAtes Enda-.S' inctuindo

SEQ RD túj; 2 e SEQ ED NQ: 3, para formar uma rl/rg

3jaIi1ada.

[Clü2G] Uhl owtro aspecto dâ prêsame invençãg proporcicma
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Ijdüã coWposiçào contendo preparaçaQ de IVIG que compreeadh

pelo menos 90È de glícaformas Ec uaLí1adãs hou!Qgênea5 para

aumentar a atividáde antí-intltária, errí que as

qIigDEoma|s Fc sÍaliladas sãci sintét i.zadas ú'sando um

mutante de S\treptogQcru& pyagene's Endo-S Asp-233 em

ec)wbinaçaIQ eem uma port;ãu G1CNP.é posicionada ria reqião Fc

de uma IVÍG de8gii~i1a[da e uIna oXúZo1inã sialog1icarLo

teado '.im nümerci predetarminado de resíduos de a.çücar.

[Q027J &n ainda lui1 outro aspectQ, a pEe3ente invançào

têfere-se a üm m'étDdQ pa:ra a síritese de anticorpos IgG de

riúcieo fucosíiado çyj nM £ucosi1ãdo homogêneos ou

f£aglmeÈ7tDs: de igG-Fc, o mêtctdn q'ue cQmpFeende:

d . 'ptopotcionar um arIticc)rpcj ÍgG rLatura1 áu recombinante

ou fragm$mto IgG-Fc, eüt ©è d ÍclG FeeQmbinanEe oü IgG-Fc é

praduzída a partír de um s-istema de expressào de proteína

tfpica, ineiuindo ülâS nào li-m£tada a levedüras, ins'etcis,

piantà@, e qualquèt sistema de éxpre'ssâo cie mamífeto;

b'. remc)ver q.s N-g1íganQs da uma erízima selecianada a

,parti l cln grupo que cor.s íste ein EndE)-H, EMO-A, Endo-S,

e/aú 'ertdo-F3 para fomar um proteina conte.ndo GIcNAc de

TUúEleQ fucosi ladü ou nâo fucQsE1ado;

c. pro'porcionar uma QxazolírEa de açúc'ar ou de õxazoli-na

sialoglicano cdri um component'e oliga&$acarídeD desejado que

coME}reende uní númera e tipo cie resíduos áe 'açúcür na cadeda

defínído.; e

d. e-nzímatic-a-mente tFa.q'sg1ímsílaF a p.roteí'na contendo

GtéNÁC fugDsi1ado au não tucôsiladâ cd!u üTUà axazoLina d'e

açúmr rendü um númerâ d.ém'ado de r2sídu.os de a.çúcar ou

oxiazoj-ina siaIogíícano tendo um nüm'ero desejado dê acácar e

de £egiduos de 'ác'idQ siálico COül íuna endoglicmsídase

seÍacionada a part ir do gnjpD quê consiste eru mut'ant-es de
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StLept(jcoceu.s' pyogenes EMo-S a3p -233', formando assim tlllí

anLiaorpQ Wg de nítcleõ fücosZiados ou fjãQ ft1gç)síL·ad

.homogêneo o ou fEaglmento IgG-Fc possuindo uma e-xtensào cicj

njimero de8ejadQ de resi-duos de açúear e/ou ácído siál'ico.

(QCi28] Éstá FLrevistc) que a UligDssagaEitiE2o oRa,"zc]liÁ,a Qü

oxazoLina 3ialQglicanQ Eerddo um camponènte -õ.lígo_ssacarídeo

pRdIetermínadô cmn im núEneFo e tipo de residuos áe açúcar

dIeEinídc\ pode canipr e ende r ainda uma etiqtieta cju porçào

adicional, ineluindo, um agenu= tera.p-êutíco ou fármaco,

taís como pa.ra o tratamentci de cãncer, EllV c)ú ô.utrôs vítus,

substãncías que ativam Og' reeeptores na m'embrana plasmàtica

das céiulae, agent es qâe afetam d quimica intracelmlar,

agIBrjte3 que afetam física, celular, genes, anáKgos do gene,

RNA, anátoQos de RNA, DNA, análoqos de DN8, se'quências de

aminõácido.s dos rec!epEQre.$ dé snperfície, tais como CCR5 ou

CD4, es'rrutüra an.tígêníc'a que tem afinídade para um

anticorpo e3pecífico.; ,3equêncLas de amir)oáeido.g de ligandos

de teceptor'es., tais gdíiio gpi20, gp"41 ou gpi60, ancagonistãs

de raceptores, b1oquea&res das recepto Fes , enzimas,

substra.tos de enQiIr(as, ínibidc'res de enzimas, woduladores

de enzimas, pEoteirIa5 te4apèuLíca3, análogos 'de pLoteína3,

rnecabolitos, análogüs de metabolir-os, oLigonacleotideos,

anál-ogos de D1ígonucleotíneQ5,

antígenos,, 'anticorpos ou os seus

anticorpej. um arLticDrp(j dÁferente

que ê r'eativo a QÜtEâi bactéráa

Fno'Fgãníc'Q& , í arw meLàlicDs.r

polímeros, compostos EWãrescentes

antigenos, anâlogüs' de

frãgrnentos, análclgos de

'do Rnticorp0 mÜdifigado,

receptora, ví rus, íons

]a'gEegados de metãis,

q quais'quer combinações

dos me's mos .

[ 0'029] Como tal, a' presente ínvenção propQrciona ainda'

uni díspositivo de admimNEraçào pdEa a admirdstraçãa de um



14/65

fà L"Tnac'R cili agente t.erapêutieo pos $uindg) uma ati vidade

bLoIágiga paXa EraEaE uni estadm q dispoaitívu- d.e

adminLs|rEaçâo que c'ornpreer1de: ljm Fí:agm.ento de I¶G-FC Dü Igg

remodejlada tendo unía eadeía de açúcar pré-det#rm,inada Qlj

sialõgLi=nQ e um ag#nte terapêut ico ou fãFrrlaçQ .líqado ao-

re9í¢julo de açúgàr temAnal ou ácído siãlíco.

[OQ3'D] A prwseate invençào prevê a uíodificacào de

ãnücmrpas monAclorbaís relacicmados eam Cj HIV, Lncluindo,,

ntas Mo Iímitado a 17b, 48d, a32, Cll, 2G12, F24Cl, IgGlbl2,

19e,, x5, mu-í55 e F91, .tudôs .DS quais estão di&pç2lníveis

=m/ercialmenteÜ

[QD31] OijtÊQ'S a,ntigerpQs ralacionados ccm çi cãncer o.u

Qüzras dbenças também 'podem: ser remodelados para um aj u'ste

Índividual a detennínados receptcims, auwentaMo assijn a

auvidad'è biãlógica, os ancicorpas manaclõnais podeni

iTLg1ui e, mas não estâo Lirnitados a., cetuximab, rituximab,

murwonab-.C.03, abcíxi.nab, da.cli mmah , basilj-ximab',

paláviz.umab, inf1ixímab, tra,'$t\jzun\ab, qetntuzunab

ozogàmicin, a1errIcazumab-, Lbrítumamab tiuxetan, adalim.ulnah,

=aLjzumab, tositumnmabí I- 131 to,ütúmomab, efalizumab,

bevâcizwnab, pa'n ítumumab, pert1jzumab£ natalízumab,

etaNerc'eµt, I'GN1C!I {Aph'co.n) , valocíxímab (Bioqen TdIQe and

FDL BíaPharm) , Antí-CO80 mAb (BicjgerL Itiee) , Anti-CO23 mAb

{Biogen I,del), CAT-3B88 (CambrÍdge Antibody TechnoLagy) ,

C©E'-7 gj (ImclDne'| , erapcuzumab { I!rlmúrLomedi c,s ] , MDX-OIO

{M,edarex and BMS) , MUK-06Q {Medarex) .,. MIJX-070 lMedarexl ,

ma-cuzumab (Metck) , CP-675, 2Q6 (E'f izer) , CAL (Roche) , SGN-30

(·seattle GenetÍcs), zamo1imumab (SerQncj and &=nmab) ,

ade(:atumumb (Ser'enc/) , QeegQ"woKLab (Uriíted Therapeutics) ,

rIímoLuzumab (YN Bioscience) , ABT"8"M (Abbott LaboEatoEies) ,

denosuraâb (Amqml , AM LOB (-Amgéri) , AMG 714 (AmgerL) ,
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Mn:tolizumah (Bzog«i Idee a'tid pdl BisjPh,a=) , da.clizumab

lMogsnt Idae antl PDÍ, BioPharm) , 'qolimumab (Centocor and

Sahering-plough]K cnto 1275 (Centoc-or) ., ocrelizumab

(Genet@ch and Roche} , HuMax-CD2 0 lGenmabi , belimumab (HGS

aná GSiü, epTatuzmab (IIml]namedies) , MLN1202 (Míl1enn"ium

Pharmaeeuticals) , visi Iizumab (PIJL BioPharm) , tocilizumab

(RDEhe) , QcreLlizumab (Rochel , certoli z1jmab pegol (UCB,

Íortnerly Celltech) , ecuí i tWtaâb {Mexíon Phazm'aceutica1s) ,

pêxelizumab (AlexiQn Pharrnaceutícals and Procter & Gamblê) í

abeãxírrtab (Cèntcmor) , ranibiz (genetecb) , mepolizumab

(GSK), TNX-355 (Tano·xj, gü lqY+Q29 (Nyeth) .,

ÍQQ3,2] Ãinda um eljtr0 aspecto da írivenção refere-ae a um

mêtodo de rem.odelar um ar1tiEoEEK) que inclui inicialmente

u.ma cadeía de açúc.ar heteEogêneD, o mêLodQ que compre.ende:

a . remQver a cad'eia cile agúcar hêterogênea do antíco'rpQ

com uma endoglicosida.se pa£a deixar uma única porção GIcNAc

Eucosi lada ou não fucosilada ligada a um Xcal de

gl.icôsilação originãl: e

b.. transferir um rdcleo cllígQssacarídeo ou Qxazo1irla

sía.logl icarto eom, µelo menos,, u.na etiqüeta paía a põrção

GIcNAc f ucosila[dlA ou nào fugc]sZladg' p0e uma

tEa|nsglígÁsilaçaQ catalisada por endoglicoaida.se- par-a 30-

obWr tim antícorpa eti-quetadü, em que a endoglí.cosidãse :é

3e1eRümada a parti.t cicj gtupo que consiste 8Íll mu,tÀnt®s de

E'ndo-S incluindo SEQ "D No: 2 e SEQ ID NQ: 3.

[ü033] A pQrçãQ ,de BtfLIa'deta pod.e ineiuir, -nas nâo está

Limítada a, a'ntígenos, fàrmacas terapêuticos, taís üomo

paLa q câncet c:ú o HIV, teixinas, sondas fluorescenres,

híotina, espécies cie PEG, lipídeos qu nugjéQt ídeos.

{0'034] » our eo a.specto, a pre3eRte ínvençào proporciona

uma compos j çá o que cçjmpreEt]de p.elo menos um Klutarlte de
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s[repÉ0ÚQccu& pyo'ganies Endo-S A3p-233 3eIecic)nado a partir

ctc' gEuFIa qL7e consiste em 11233Q (SEQ ID NO: 2) e D233A (SEQ

ID No! 3) .

IQÍJ35] Em ainda outro aspecto, a pres-ante invenç'âo

proporcíona uma pFepataçao substancia1merlte hDmagênea dewi

anticorpo de T1úcieD tmosilado ou nào fucosi1ado ou tim

frãgÜLento Ec dQ mesmo t.endo uma porção c!llgo3sacaEíd'eo

predetermi nada, em que a p£epaEaçao subgtàríciâImelRte

hamogênea é p[Dduzida pctr qualquer um dQ5 métodos acima

m,encinFladDs, Tambêm .sào tornecidas E(mpQs ií çães que

com,p"reendem tais preparações hamogêneas.

[0036] Em ainda am outxo aspec:LD, a ptesen te inven ção

pEQporgiorla um métDdo de LracajÜenuj 'útílízandó um antic'orpo

r'emMelado rerído um estado de glicQ&ilaçãg desej'ado e/cm

Eo:rma sialilada .em uma quantidade suficienté pãra modulãe a

a'tividade bi0I6gica do Mdivíduo tratado.

10037] Outros alsp-ectos, c'aracteristú:as e modal idades da

ínvençào serà.o mai3 evidêt±és a parüt da divulqaçãü qt.te se

segue e re.ivin(jicaçDes am=xas,

BREVE DESCRTÇÃQ DAS EIGUPAS

[0038] A Fígura ] mostr-a as estrutuEas dè um arLricoFpQ

IgG e tipíeo iÍdg Fc N-glícanos. a ) Estrututa dã Al-fa

:esµinha dorsal de rgt: humana, mog'tEando regíons funcionaís

(mod'5=Iad0$ cmn baR na côdíg.o E',DB IWH): bl A êstrutura de

um comprimento tQtâj de bi-anterInaiy tipc camplexo de N-

glicanQ8 ligados a Asn-297 'no dominio Fc ( m GIcNAc; ©

Man: © gài: 0 Gle, Á Füc: 0 Siã).

{OQ39J A Figura 2 mos'crã o alinhamento da sequèncíã de

emc)sgopía (SEQ ID Nà: 4] e EndoF3 K3EQ ID NO? 5) .

[0'M0j Figura8 3 A e B mostram q esquema para a

r%(jdelagãQ de glimsilaçào cie riruximab para glicoformas



17/65

naturàis e seletivamence ÜLodiFiçadüs homogêne a s ( m|

GIcNAc.; 0 Man; 0 Gal; O GIc, Á Fue,. 0 Siãl.

(QQ41J A Éigüra 4 mE)stra a SDS-PAGE e análise de ESI-MS

de remdelação de glicôsiía.ção de riLuxímaib. (a) a análise

de SDS'-PAGE: pj s'ta 0, marcadores de proteina: Pista l,

rítuxímab csmetcial; Pista 2, ErtdâS ritux Lmab de-

giimsilado (1) : Pis'ía 3, prcduro de transglícosi Lação (3)

a partír da reação c,atalisada lµoIr EndU$-D233A entre çl) e

oxazolína síalaglícam (2) ; písrà 4 , p todur cj de

trans9i ímsilação dà reação catalísada pcir Endeis-D233Q de

{L} e (2) ; pist-a 5,, o produto dé tran5gIicosilação (5) a

partiE da catalisada reaçã'o pQr endc)g-D233Q entre q

ritu*ímb desgLígB3iladQ (1) e Man3G1cNAc oxazolina (4);

pista 6, q prodiato de transglicosila.çào {7) .a partir· da

reaçâo c'atalisada Fxjr endos-02 3 3Q entre e) ritüximab

desglicos'iladts Ii) e N3MaT13GlgNAg oxàmlina (6) . (b) esi-ms

(depois de desgonvQ1Qção) da cadeia pesada do rituxiraab

eame rúí al . (C) ESI-MS cjq Eituximab de-glicosilado (1) . (d)

wi"m5 dc' ptodáto tKansgliçDsí1aeãD (3) . (e] ESI-MG do

pí(xmta de trarlsgiiQosiiação {5) . (E) ESI-MS dó pruduto de

tEansgIícasíLamQ (7) .'

[0'Qq21 A3 Figutas 5 A e B mosLram a remode1a'Qãcj

enzimát ica parã gtl icof q rma não-fucQsiíada hamogênea d.é

rituximãb m GIcNAc; © Man; 0 Gal.; O Glc, À. Eúe: 0

Sia ) .

[0043] A Fígiuta 6 WQstxa a SDS-P= e aMlise de ESI-MS

de g'1ic[jengenhari@ Cio rituKímab p,aEa a glicofotma G2 não

fuco-sílada. {a) análtse de 5:DSmW'AG&: písta 0, marc'adores de

proteína: pista 1y £itjuxinIãb cc)melrgial; Pista 2, (j

ritmsímab dê-gLicosiíado pcjí wdois (1) ; Pista 3, q produto
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dêfwcosíladá (8) ; E'ista 4, & glícDforma G2 modíEicada por

glícoeng'enharia. (b) &S'I"M5 (dEpois de desconvolução) da

cadeía pesada do rituximab dèfúeasilado (8) . (C) ESI-MS da

cadeia pe'sada de riruxim"ab modífícadz por glícoe'ngenharia.

G2 (11l).

[QCi44] A E'igura 7 Mostra o glicoerlgenharia de Fc áe

sítijo espegifigD de IVIG humano.

m GIcNAc; & Man; 0 Gal; O Glc: Á Fuc: '0 SiaC

IOQ45] A Figura 8 mastra qs perfis de HPLC fluorescenres

da N-glicanos marcades com 2AB a parrír de Fab e Fg de

IVIG. a) ã partír Fg d.e IVIG nativa.; b] a parti£ de Fc de

IVllG modiEicada poe glic'oengenhdria; c) a partir de Fab de

IVIG naEivQ); d) a pattit de Fab deq TVlG modi.fíc-ado por

gLícEjengenharía. As estrutur'as de glican"a lnc'l uem ds

seguíntes comµQnentes: m GIcNAc; 0 M'an; ® g-al:' O Glc:

Á Nc: 6 Sia).

[O(J46Í Fíg|UEa8 g A-C' mosttani sansoqramas SPR tipícos: de

iígação de G2-ritwxíw.ab e rítuxim'ab cotnercíal, cmm

re5pe'etíUos Reeptore'g Ec\ç FcyRHIa-V158 (.A) , FcyRIIIa-PlS8

l©) ,, 0 FcYRIIh (ç) . Qs a.nticürpQs foram imobi lízados por

gaptwLta dê PFQ|teirIa A e a :Ligação mi analísada por injeç'ào

das r+eFtívUE r'«eeptoras FeY em uma sêrie de díluiçõe8 de

2 veZe's a parrit de 4Q µg/m1 (1,33 M) .

[0(147] A Hqura 10 mos.tra a MAl,DI-TOF MS dos Fc N-

glÁcanos IibeEadà5 pelo tratamento cam pNgáse E' eom os

mesrnoq 8ímbolos., Em7£o£1ne definido na Fíg!1Àra 1,

j0'owj A Hgura 1l niostxa a IGLDI-TOP MS das Fc n-

gLáEar1cjs liberadoa por tratamento com EndoS ccm qs mEzEnvs

sXs., c"on£r definido na Fígura I.

L0D491 As Eigüraã 12 A-C mostram a aináli80 pqf L.C-MS de
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fiE|jxLmabs a) ó perfil de LC tit"uB:imab redtizido'; b) ESI-MS

da cadeia leve: c) MS decorIvolUídQ da cadeia J-eve; d) ESl-

MS da cadeia pes'adaj e) decvnvolui.dos MS da cadeía pe.sada.

[QD50Í Á Figura "L3 mostra o pet£i,l de EIPLC flu'QresgenÍ:e

de M-qlicarLQs ma ccados gçjm 2-AB Líbemdos das amostras d"e

rítuxímah comert:ia1 e m.odi f ieado por glicaengenharia por

t£âtmeato .com PNGase F, â) a partir de ritüximab

coúmrciai; bí a partir dê rituMimab siali lado (3); C) ,a

partjx do ritu.ximab nào EucgsiladD (ÍO) . W GjCNAç; @

Man; 0 Gal; O Glc: A Fuc; 0 Siãj.

[0051] A Figura Iá most.râ a amàlíse dè SDS-PAGE de

transglicosilaçâo por 9ndas do tipo selvagpn. Pista 0,

.ma.rcadaKqs de ptgrrjeína; pi3Fa l, rítuxirna.b com.ercíal; Pista

2, rituxímab dé-glícosiíada por EndoS (11 ; É'ísta 3' a pi.sta

7, o moFúEoramentQ da EeaçãQ de transgLicõgiia¢ãQ entre

rituxiWah de-glico5ila'do (1) e o.xàzQiina sialogl-i.cano (2) :

Písta 3,15 Mnutcis; Písta 4, 30 min; P'ista 5, 1 h: písta 6,

2 hi Písta 7, 4 h.

[00521 Às Figuras 15 A e B mDetrajn o monicoramanto de

LC-MS para d'efugasZLaçãõ da Euc {CX2, 6) GI-cNAc-rituximab (.j)

com a m-Eucosidase de ri-m de bovino. Qs pet'fis

d.ecogvoluidos ESI-M3 de eadeia pesada do rituxímb f'o:ram

mQ$LradD$ {EG-RX, cad{"ia pesada de Fuc{a2,,6) GICNAC-

rituximab;' G-RX, cadeia pesada de glcNAe-riE|]xj-mab) . aj

lne uhaç àa uom a a-£ueosidase, durarlLe 2 dias; b) a

Íncubagào mm a o-fucasídase, durante 7 díals; C) a

incubaç ãQ com a a-fuLosidase, durante 14 di,as; e d) a

íncubaçaçj cam a w-fucmsidase, durante 20. dias.

[DQ'53] A FiglLjEa 16 Íno.strã a aMlise de S1)S- E'AGE de

glicoengeriMrL3 de IVIG, Pisi:a CI, marcador de proteína;

Püta L, IVIG comercial; E'ista 2, IVIG (lll apõs
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de5glieosilaçã5 por EndoS; Pista 3, WIG (12) ciepais de

trarl5gIiLcQsj!jaçãQ catalísada por ~OS-D233Q cum oxa.zolína

sialoqltc'ano..

jQ054] Pigüüa F A q b mostíâm os £esiduQs de

amí riaâ c Ldbs dê mu ta n tes d e 5 =p tDcoccu s pyogenes Endo- S -

Asp 233 D233Q (SBQ ID ND: 2) e D233A (SFQ ID No: 3'1,

Eemc t ivàmmít 2 .

QESCRIGÀO detalkaíja iia 1NvENuo

[OD55l A pF%qentje invençà"o p.'ropcIrciE'na nQvFjs muEantes

gLiqo.sirLtase Endas Rsp .2.33 qüe, aprBgeT1tam uma efíiciência

naIUáveí trans'q1icQsí1açàQ capaz de transferir N-glicanos do

Upo ccmplwo de g1ieanei- oxazolínas atXvados' para

d@5glicQgilar dnt icorpas íntaeto» sem hidtálisé do prQdutq.

VBrifig"o@-se aqui que qs mrantes qIíg0$ijntase Endas ASp

233 agir-am de F'orm-a e£íciente tarrto em núcleo £uccj®ilado

CQltlO nào fIjco.2iladg domíníD GlcNAe-Fc de antiçDrpQs

inrHçLos p,ata, fE)rn,eqeK' várias giiRotQrmas íg,g deTir]iAQ8.

Al!errI disso, airLtíçoEpQs' e ímmoq1obu1imas intravenosas foram

kran&EorTnadc)s ern glícQfoiuna5 Fe totalm'ente ®iâjjlada's' com o

ãuUíérItcI da atividade drLti-inf1awatári,a. Ainda

adiciondLmenté, a ptes'ente ínvenção- prop'oEci"oma uma

g1£g@EQxTna homogênea po,s-suindo 'am aumento da ativíd'ade de

Aijcc com atívidade de ]iga,çã(j ao receptQF FcY"I'Ija KefQ,r¢ada,

e gLicofcLrIrlas mamadaâ com azido, que pode ainda s9f

tFa'Fl,3formadQ5 em c)u.trDs: glicoEm:mas.

[®St6] A prâtica da ptesente invenção irá emFlregar,

salvo indigaçãQ em çontrário, técriicas 'EDhvenfionai8 de

ímum1ogáa, bZclLQgiã mo1ecu1a f, mícrobíolngía, biologia

ceIvümr e ADN recxmbinarite, que BtãQ dentro da pericia na

térdea. v'eja-6e., por gxeIuplQ, sambEoo k, et al, clonagem

MQ'LECULAR CLONTNG: A LahcjFaErjFy Manluai,. 2 " ediéào 11%9) ;
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Cutrent Protacols in 'MOLECULAR BIOUJGY (FM Ausubel, et al

eds, {1987} ...); a aérM METHODS IN ENZZ'MOLOGY (Ácad'emic

Pks3, Inc.) : pc.í 2: A ERAC'TICAL APPROACH (M. J.

MacPhlersejn, 13. IL Ham0$ md G. R. Taylcm eds. tl995)),

Rarlõw and LarLB, eds. (19'88) antibqdie.s, a lae[oratõry

MAN UAL, and ANI MAL CELL CULTURE ( R·. I, Freshney, ed ,

(lg81)) .

Iôq37] Encende7se que CiS aspectDs da pLe&ente inveaçào

aqu.i dê scrí ta iricluem "camposto'"' e/ou "consístindu

e$,geneia1menE@ euí" a@èctos.

fD058j Definiç6es

l0os% Tal como utilizado a'qui na especi Eicaçào, 'um" Dú

"unte-° pçnem Mgni£Ícar um oij mais. como é üsado na presente

dàcumentQ HàS EeiviMic·açòea, quaÍ1d0 asada juntamente cem a

pa lavr a "' que ciampreende ",, a 5 palavra s '"' um" ou " uma " pa dem

3igTlíficjaF um oli waits do que um. C0ii\ü é üSàáQ iiq presence

doct1merltcj "$jüt£á" pcÁe significar peio mertos um segUlndQ ou

Wais,

[O'DBQ'] C'om ê usadci no Ejte2ente dooumerLLQ, "atividade

bjDlôgLi ca'"' reterème às prçjRriedades fàrwacodiMmícas e

Eaxmacoc iné t ica s , ijn|cluinda, por exRmplo, a af inidade

mQiecular au e:Eettos biLoqluiwi co s ou tisiol(3gicos

remlt-ante, afínidadê pactâ cl EBcepLot Qú o efeito

fi&iQLógiço ou hioquhico resultante, afinid.ade nàci- de

recepúx çnj efeíto bioquámíc'o au Eist-âlôgico., eficágia,

bíjodqspQnihLLidade, âb9oÉçào, disttibljiçâE), metabalismo qu

eliminação.

[D06l] Comr é usãdo no presente docum.ente', "açú.car"

£efere-se a Lúllã maLêcula coE!tendg um carÍbgidratE) oxidada rjü

não c'xLdado, ineluindo, mas não limitado a, um

monh&sàgwideQ, dissacarideo, tríssacarid.ea,
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QligQs5aca£ídeo c'lj polissacaEíde'o, incluindo, pgr exemploK

N-acat í1glu(:D$aminà, nlano8e, galactüse, ácidü N-

acetílneüramíníco lãcidQ siâlico) , gli'co3e,, frutQse,

Eucoseí sotbos:ê, Fannose, Manc)eptulQ&e, N-

acetilgalactD3amina, a di.hidroxiacetona, xLloss=, xilúLase.,

arabíno-se, qlicera1de"ído, sacarose, Lactcíse, maltosê ,

tHalo$E, celobívse Oij qaalqaer combinaçào facto de a L-qli

lj- Lsámr(3 . Sugar tefere ãinda que, 'essas maiéculas

prodúzídás naturalmenta, recombína'nte., simtetic.amente,, ehu

5=|i"síntetieamente.,

[(]C)62] Cquiq é usadà rLD pregente d,acumentQ, "hom:aqêneo"

EeE&re-se a glicQprQtein·as de núclea -Euc-osilad.o Qü

g1íctjpEoteír1a5 não Eu.cosilada.s em que o componente

cj]igc'ssaeaFídeo c,ompEeende pelo merLos 75%, mis

pLe£'etencial,mente peÍcj m'enQ'.s BOzí., pejto níancis 85¶ ou pelo

merios 9C)Q, e ma is pxeferívelmente pelo merios 9"t% do niesmo

núinerv e tipos de res-iduos de açiücar.

[OQ63J comp é usa;d.o Iiq pre5ente docume'nto, "proteína" ou

"glícQpEoteín-a" é intermutá'tel. cam q'5 termcis peptídêo e

glieopeptídeõs.

fO'ô64 ] Coiikj ê usado no pEe.seríTe documentü, '"hQmQlQgiã"

retere-se à sequèncía de ãminoácidos cam a identídade ou

semejhança ent E'ê doís poLipeptídeos substancíal é tendo,

pelc' men-os, 90%, e mab praerenciã1m'ente pelO ÍlíenDs 95% de

séimlhança cW tim µQli,peptjdeo de Fsiiierêncía. Pa ra

po1Aµep"t ídeos.,. o compEijTÍentD -de camparação para obter as
W

hQmQ1Dqia.4 percantuais acíma descritas entre sequências

será getalwente d'e pelci men'os 25 aminoágídQs,

a LternaEivment-8 pelo menus .5'0 aminoácídos , mai,s

:p£Elvave1mente, pelo menos 1 QO aIn.inÜácido9Í £ rr|ai3

provavelmente 200 aminoàcidas' 0u mais. Pcilipept ídeDg
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5ub,stançialmentE idêntieôs ou homô Iogos iT1gluem adig5es,

deL8çàes!, truncagen3 irlterrlas cjú imserções, subs|títukiçõjEÍs

enservaEiv'as e nào con,servãtivas, ou. outras modi£ie~es,

loca4ízadas = µosÍgõea da sêquência de amin'oâcidos que rAo

destxoem à tljrlçãcl do endDgLicDsidase. Ds perita.s na arte

re coííh ecéK ào os in{jiKÍ0to8 aminoãcidos que padem ser

mod í fi cadós Ctlj substituidos por qljtro3 Eesídnels

q'jímicaTrlente 3'emelhantI2s, sem alterar sôstancialmence a

ativZdade.

[ODB5] Como ê usado no gre1"erLte docutnento, '·'modúlar"

réfere-se a um aumento gu u"ma dimínuiçãa na "arivídacie

bZQ16gica", tal como definido aciina, quarido comparada com

um antícorpo de engenharia d'e glicosilação da presente

invençào para uin anticorpo nãa módiEicado por engenharia

deglicQ5iIaçàD.

[0066] Cam"o ê usa'do no p£esenLe "documiento, "malêcula de

imu.noglobul ina" ou "ant'ic'ocpns" re,fere-se a moléculas que

cantêm uín local de Iigaçâo ãf) antigeno qüe se li-ga

espeeiTicãwence a w ant.ígenâ ou a uma regíão Fc, q'ue sa

liga ao,s receptuFes celljllare5. E3tFN.ltuFaltnent£, Çb anticarpo

mais' simpies qµe ocçjrté rbat!jral=te (por exemplo, IgG)

ccjmr)reende quatxo cadêías pcIlipBptidjicas, duas pesadas. (H)

E2r duas c:adeias leves {L) ínter-·c'adeías' liqadàs pot pontes

d i.q5ul£etdo. As aun0gL0buLínaa natutais constituem uma

grarde famílía de mD1égu1às que inclui "ÜáÈiQs tjpos de

mléculas, taís Cornâ Iglj, íqG, IgA, ígM e IgE. O tenm

também abrange atítícotpos. híbridos, Ou anucQrpQ5

alterados,· e seua Eragmentos, incluindg E'c fEagmer[E {$) r

Fqqg7j Os anticorpQ5 padem ser fragmentados utílízandô

técriícas cQrtvenciDriais, ta L 'como aquí descritas e cjs

fragmentçjs pesquisados quanto à utilidaãe dó mesm(j mdo
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cn!m descrito para os anticorp'Qg ínteírom U-m fraqm.ento Fab

de uiua 'molécúla de iwu noglDbAlLna é uma proteína

nuLEimérica que Q'ç}nsi$tje' da porçà'o de. uma mol-êcu1a de

ímunoqlmbulína qtie cxmtèm as porçães im.unQlog ica-mente

aEivaâ de uma cadeia pesada dè inunoglQbuLina e uma cadeia

leve cle imu,nogíabúiina covaleRtemente àcoplados em corijunto

e é ca.paz de se combinar especificammte cam um antigeno.

Os fraqmEntQs Fàh & Fc pgdem ser pEepaEados ptx digEgtÁQ

pKoteolíEica de mDl.égulas de mmQg1obulina

sTjb.sEaRgialmnte iritagtas cDm papaíria, utílízanda mÈtDdo5

que 3ão b«n conheeídos Rà técnica. Nq eEltant'j\, úül fragmenLo

F'ab ou È€ tambêM po=m ser preparadDg atxavés = expre$8ã|cI

m ~ csélíüa hospedeiFa adequada as pí3fçôw de3ejada/s da

eadeia pesada d"e i'.w.unDgIQb'ulina e eadeiã lê've de

imuno.glo.bulina, utilizanda métodos eonhec"idos na 'àrre.

[Q068l Ccuno é' usado nQ prpsente documento", -com respe:Íko

a anticorpos, "3ubstancialm'ent# puro" sig-üfiea sepatado

desse,3 eontaminant.es que o acornp.anham Tlb seu 'estado natuXal

oú á8 cpntaMnanLes pFQduzidos ou uulLzadç)s HCt pr-a"cessa de

obten'ção dQ a|crEíccLrpo.. Esta termo íncl.uí aíada o produto

desejiadò com eMadô d'e g'1icosi1âçào únicci, seja CJLl tião se

esté è5t8d'o ijj|e'luí glicasilaçã.o eür um único local Qtj, ¶7ários

lm:ais. Tipicamente, o antícorpo ê mibstancia Lmente pllfej,

quando cDnstituiL pelo m.enos 60t, exn peso, do anticürpo na

Eormu1açao. Por examplo, o antigDrpD na pr.eparaçáo ê pelo

MÉiõs cerca de 7Fi Éi, em ceeras mocialidad.e"s, pelci menos,

cerma de 8(JS, em certas ncdallidades de cerca de 85%, em

cErta5 m.odalidades, pelô mgno3, cerca de 9Q'S, érn certas

rnadaiidades., pe1o 1nerLQs, cema .d'e 95m e mais

prefeLerLcia1men[e, pe1jQ menos eerca de 9£)2, em pesct, do

antígoKpQ d'esejadcm Uiü ant ieorpo substancíalmen'te puro
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includ um awEíctjFpD produzído natura1menteÍ de Eorma

recow.bina!nte ou sinE£Eicamnte .

[Q069f cxmo é usadti na preseMe d'ocum.ento, "quarítidade

t er apau L Lcamente efícaz" refere-se a u-na quantidade que

resulta em iama melhotia ou remediação dos sLntqmas da

doeriça au ck]nldliçã[a.

[0070] às antígs úteis para a uníão 'como u-na etiqueEa

a uma glic.oproteína de núcleo Eucosiladas Cbü rjãa fucasiiado

mMiEieada da p.resente irüvenção e nt'ais- prefêrivelmenta un

atír ícorpc' qu um seu f ragmento' pode ser um a'ntígeno

esttanho,, um antigenQ endôqe'noi kjs 'sêü3 f r agm'én tos Qlj

varíante's pc>ssüirido a mesúna atividade funcional .

toôm Cejjüq é usado n o presente docum.enta, "antígeno

endâgerto" refere-se a uma prote!Ína ou parte dela que eRtá

natw-ralm'ènte presgrite no a'himM teg%tQr d,e célula's Qlj

tecidõ, tal cmo Íillüà prQteína cel.ular, um :agente"

imunwregu1ador, au um agewte terapêutÍco.

jQ072] Coma é usado qo presmitè doCurnenta,, "HnLígerí©

estranhct" teÍki:e-se a umà pmeeírw Qú um seu £ragmentQ, que

ê estraríha para a cêlula ou tacicio animaí receptot",

íncluindo, m.as nâo Iimitado a , ama proteína viral, uma

pratèina do parasita, um agente ímunorr'egulador cju uma

agente terapêurico.

Iqq73] O antigenà estranhu pçjde 8êr üma pNtêína, um

f ragtrleFtto antigêníeo, Qü £ragmento8 antigên.icos deste que

se origínajn a parrir de 'aqenLes patQ-gêníc-ú.s vírais e

parasit.àrias.

[QQ74J Em aítetnativa, d antígeno estranho pode 3eF

codílicado poe um gene síntético .e pode ser cons-rruído

usanda métQdE)s convencicmàis de ADN recombimzríte; o gene

6intêt"Lca pcide expressar ant ígenos ou parte3 dele que se
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origínam de patágena3 vírai3 e pa.tasàta. Estes parógenos

pociem ser ijNEeccio8as "em hospedeiros hurnanos., animais

dQmésticxj5 e animais .silvestr.és.

[0Cl75] O antígeno e8tranhc) pode ser qualquer malécuia

que é expresm pqf qualquer aqente patogênico viral ou

parasita, antes ou durante a entrada., a colcmiz'açào, ou a

replicàção derLEEo dó animal hospedeiro.

[OQ76] Os aqentes patmqênic'os víÉãis, a partír do qual

os antígenas virais 3ão d'erivados in'c1uem., mas não 'estào

limitados a, OEtomixÍjYírürs, tal ecmo g virus da gripe (ID

de Taxonomia: 59771) ; rewovirus, taí8 ccmo o rsv, htl-v-i

(ILJ de Taxonomia : 39015) e HTLV"1I (ID de Taxonomia:

119091 ';. He.rpe3 vhus, co_m E.BV (ID de TaxanDmÁa: 10295) ,

GMV (ID de Ta.xanomia: 10358) qu o vixus d6 herpes simplex

(n" ATCC: UR-14B'7) ; Lentivimis, tais c" éj HIV-1 lTD de

Taxxmomia: 1272l) e o HIV-2 (ID de TaxQncDmía: 1170'9) ,;

Rabdovírús, tais como a raiv-a ; pi.goulQvírus, taís cumo

paliovirw (ID de Taxonomía: 12080) ; Pmrvárus, tRl caino

vaccinía ( í D de Taxonomía: 10245) ; Rctavírux IIÍJ dê

fÍ'axonwía:' 109i2) ; e Patvovírus, tais c0mQ vírus adeTkcj-

a.ssbCiado 1 (IP de TWonania; 85106) .

(0"077] Extmplos de ant ígenos vi rais ineluem, ms nào

estào limitadrs a, os antígencj8 çJd vtírús da

imur]DdeficiêrlgZà humana Net (Naticmal Ins'titute cjf AlleKgY

arid rnf8ctíous Dísease" HlV, N° de Cat. de depC)siED 183: N"

GeriBank AF23B278) f- Gag, F:FlV (Nãt íonal Institute dÍ Allèrgy

and InfectiE}üs .Díseãsè hiv, n° de cat. de depõsito 2433: ..

N" GenBarLk U.39362) , TaE (Natíonal Institu.te Qf Alíergy and

Infacti-aus Disease HIV,, N" de Cat. de depósíto 82H n"

GenBank M1313'?l , Rev (NationaL rnstitu"te of Ailergy and

In£ectious Diseasé HIV, N° de Cat. cie depõsirQ 2088; - N"
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Gen8ank Ll4572) , pqj (Nati0naL Institmte of Allergy and

1Mect Lous Dísease HIV, N" riê Cat. de depósito 238; . N"

Gen8ank AJ237568) e de célula3 T e B ep1topo3 de eêlulas d'é

qplZO: çj dntigen'o de süp'rticle & hepatite b (N" GerLBànk

AFQ435783 ; antíqenos rotavírus, como VP.4 (N" Gen8ank

Ajt293721) e VP7 (N" Gen8ank A't0(j3871l : ant"genos. dg virus

da gtipe, tai3 cumo a hesnagiuLínin|a (N° GevíBank AJ4Q4627) ;

nucleoproteína (N" GenBank AJ289B72) ; e antj~as do vLrus

de ha-tpea símplex,, taís ctm© timídina cinase jNl° de aeesso

geúwnk AB04737El].

[007B] 03 agentes parcWêníeQs bagEeriQnQs, a partír dó

quaí os aritiqenos bactariartos são cl'mívadós, inclUImi mas

Md estào 1Lmítados ãj MycQba e teri um spp. # %L=bagEer

pyZor:i, Sa1monel)a sep., Shiqella spp,, £. C.QZi, RiC'k-et tsía

spp. , Listeria spp. Legíanella pei eumon ía e , /?Èn='u dcmc'n as

spp. , Vibrio spp. e BorellÍa burçCiorferi.

[0Cl79l Exemplos de antígeríos protetore.s de agentes

patogênicQ$ ba'cFerianQ.s íncluem as antíge.nüs somáticos de

E. coli enterotoxigénicas, taí2 cquic' èj antÍgeno, "CE'A:/I'

Eímbriais e a subünida'dê b nào tMica da toxina termo-

làbil: pertactina d.e BDrdeIteIla pertussís, a adenílato-

cigiase-hemoIísína de B- piertussls, tiim £ ragme n tQ C da

toxina do tètano de Clcj=ridim tetani, 'OkSPA de Rareltia

burgdarEeri, prQtêírIas pâmcristalilws à superficíe da

camada de proeegçàQ de Rickettsiâ prowaEekíi e Ríckettsia

tw^j , Listeríoíísina (tamb&n cçInhEcida como '"Llo "e " Hly

"] e/ou a sup£F&údo dismutãsè (ta\mbáT1 gDR|heçidQ eümo" SOD

"e" p60 " j de üstmia lúQj7QC yt ogenes, a urease de

Heíicabacter µy1cwí, e o damíntu de ligaçãQ àE) reeeptar Cle

toMma letal e/vu o antíqeno pr(3IEetQr dê BaeilluS anth,ràx.

t0lj8:Q] Exmplo's de a|nEig,ençh$ de âtU\âs biológicas qu
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patógen.os ingluem, TklãS nào BStãE) limítados a, varíolà,

aruxaz, tularemia, peste, listería, brucelose, hepatíte,

vac"círtia,. micobT3ctéría's,, coxsackia, tuberc'.Alo$eÍ maláría,

erhlichejsi.q e meningite bact2riana.

[OD8I1 Cls- parasicas patogêrLicos, a partír dci qual os

ãntígerios de parasitas ââa derivadc'3., incl.uem, mas' nào

Éstã.o limítados a, P1a'smodíum spp., tai& GOUío q E'lasmodium

falMparum (n" ATCCz 301 45) ; "r:Lpanosscuna gW\., taía corrto

Trypanascma cruzí {Fi" AJ'CC: 50797) ; Giard'ia .spp, taí6 c'om

giardia iAtesLínalí5 tn" ATCC: 309B8D); BjMPhi1u3 3E?P. &

Babesia am~ eaís cQnio Babes'ia microti ln" ATCC: 30221) ; .

En tamaabã spp.., taís como En tamoeba histolytica {n" ATCC:

30D15) ; &ijneria ,spp., ta is co.mo EimerU máx.ima (n° aTcE

40357) .; T,eishínania spp. , (ID CÍ2 TaxDnQKda:. 38568) ;

sE!hj5eQ'soma spp., tais cQm"0 Schístosoma manscmi .(N° Gerü3ank

AZ301495) ; Brugía 'spp., tais cqwc) Brugia malayi (N° Ger!Bank

BB352806] : Fagcida ·spµ. , tais como Fasciola hepá tica (N"

genmt\k af2ei6903) .; Dirof ilaria spp. , taí como LLLrQfi1aFja

ímmitis (N° Gen8ank AFO0830Q) .; Mehereria spp. , tais eomo

Nli ehe.reri a ba ncràft i lN" Gmi8ank A-F25'0'996) ; e Onchocerea

spp:eomo Onchocerca vo1vulL]s (N" G'en8ank BE588'251] .

[OClâ2'] Como "exe'mplus de antigeno8: 'de para3itas incluem,·

mas não es'táo lírnitados a, .g.s antigengs do estágio de pré-

erittçjgitãriQ$ do E1aswQdium spp. , taig como o antigenc

cirQunspQrQz'QitQ dp pl a smodi um Ea'l cipa rum (N" Geri8ank

M22%2) P. v:Lvüx {N)" de aciesso GenBank M2067'Üj ; os

antígenos da estáqio de tiga'dá de Plas"mQdium 3pp,. tais cjqíuo

o antígeno de estágio çjç fígacio' 1 {tal como referida como

L8A=1; N° GenE!-at1k AF0B9&0'2}; antigewos d"D estãgío mercjzQitQ

aê Elasw.odium spp; taí coino o antigeno de' superficie de

meIQzQíto 1 (tambérn ref2ridD eom MSA-I Dü de MSp-l; N"
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GenBaínk AÊ199410) ; os anEí,gEnog de superMcie de Entamoeba

histalytíca, taás c a lectina especíZ"ica de galauEo3e

(Nq de acès3ò G~ank M5985(JJ olà a pro'teina r'íca êm se'rina

de Entamceba hi3tD1ytica; as praceínas de superfLUe de

Leishmünia sm, camD 63 klja glícQproteÍ'na {gp63) de

Zjei5hmania major (n" Gen8ank YOt)6à7') a'ii a glic"Qp£otQina de

4G koa (gip46) dê Leishmania ma jar: paramiasina ci9 Brug'ia

walayi (N° 'GetíBank U77590) , a i5QmpEase triose-fo,sfato de

Sthii b tastma maj3|sQni {N" G-eni3an k W,067'8]), a p£otQirla

seme lhan Ee a globina secretada de Trichastrangylus

(x)1.u'hn fomis (N" Gen8ank Mi63263l: as glutãtíona-.S-

transferases de Fasciola hepatica {N" Gen8ank M77682) ;

$ehistQsoma bovis (np Gen8ank M77682) ; s. japoriicum (N"

genBtínk u58012) e KLÉÍ de Schiscosoma japçInigljm e S. hovis

(Bashír, et aj-, supEa) . .

'[oD83l Exernplos de antígenos esp'ecíficos de tumares

irícluem antí gerID espeaífico da práscara (PSA) ., TAG-72 e

CEA; t irQsLnase humana (N° Ge-n8arík M2'7L60) ; proteína

relacio:nada corn a tírcjsina3e (também r'eferida cotno TRP: N"

g£nBank Aj132g33) ; e a'ntígeriüs peptídícos específieos de

rumore'5>

[0084] Como exem1Qs- de antigen"Q3 cle tran3plar1'te inejuem

a mlèeuia CD3 sobre à3 eélülas T 'e' antígems de

histo~atibi1idade,. tais com,o Hla A, HLA-B, HLA-C, HLA DR

e HLA.

[0085) Exemplos' de antíg,enos aut o- im'LIr) e s incluew a

ca'dda IAS Pu q'je é útil em vacirLas terap'êuticas eontra a

ermefalüMelite aHtÜ.-uune (n" GEnB-ank DB8762);

de&carhoxilase do ácid.o gíatâmico, Cj

Eerapêuticas eontra a di'abetes tipo

(N" Getí8ank NMD1344 5) ; receptQF de

que ê út:il mí vacínas

L insu1ino-dEpende.nte

cirüttofina (TSRR) ., cj
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que ê ÚLÍL em vacinas teraP'êutícqa3 oantra a dçjença .de Grave

(N" Gerú3ànk NMOD03€9) e da µrate£na reIaei0nada eom a

tjFqginase 1, çj que é ütil em vacinas tjeLdFêutigaq o<jntrâ o

viUAigo (N" Gen8ank NMQQD550Í .

[QD86] Fármacos' ãrití-HIV que pM~ ser utílizados pârà a

mnstruçM dos ant i cctrpom Olj fEa'gmenEos marcadqs dwteB

in[c1uem, nías nãa éÃtàj lhütadas a agenzes antivirais, taís

COÍíícj inibídores de RT nuc1eo3ideQs, i.nibidQres/antagUnistas

de CCR5', iriibídores de entrada viral 2 os seas análcígo's

EuFgeionais. Esp.ecif icam'ente., um agente aritiviral p'oCie ser

inihídores de RT rmcleosideos, como a zidovudina (ZDV,

AZT) , Lamivudinã (3TC) , Estavud.ína (d4T) , didan"osina (ddlj ,

zalcitabina (ddCl , Abacavir IRBC) , E!nirivína (PTC) ,

Tenofovít (TDÈl , IjBlavítadi1la (DLV) ., efaviEeTIE (EFV) ,

jnèvt sapina (Nvpj , Saquina.vir (SQV) , Ritonávir GTV] ,

Endinavicr (IDV) , NElfinavL[ IME'V) , amprBnavir IÀpa1} ,.

L%ijnavLt (LPVl , AtaZanavir , Coíubivir (ZW/3'TC) , KaWtra

(R'N i LPV) ,. Trizivir (2DV/3TC/ABCj;

[QD87] íníhidores / antagotiistas do CCRS,, tai8 comà SC'H-

Cp SCH-D, PRO 140, T8K "779, TAK-2ZQ, análogos d't· RANTE'S.,

AK6D2, [jK-427, 857, ajjLicDLpQ8 monocl.cIrlais; e inibidQres de

eÁtEad'a vital, tais cpAiü Fuze"on lT-2D) tenfiuvirt ída) , NB-2,

NB'-'64, T-649, T-1249, C-SCH, SCH-IJ, PRO 140, TAK 779, TAK-

22'0 , análagos de RANTES, AK602, UK-427, 857.; e anàlogos

TuRgiQílai8 ou seus equivalentes.

['QO"B8] Admite-se que muitas qlicoproteinàs de Tíúcleo

fucosílado e glicaRr0teínas náa fucosiladas 'difererites

padew ser mditícadas d8 ac'ordo c'om os métodos da presente

.invsnçãa, ou utilímdas como uní ag.e.nte terapèutieo para a

gonj%a'ção a um açàcar Lq rminal, incluindo ma.s não se

limitãrido a, harmõrbiQ aár0nocQFticotróp.ica (ACTH) ;
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detivãdos &7 homònis adLerlocartigc)t ráfíC'Q (por exemp.lo,

ebitatide) ; angiotensina; da angicjterLâina, rij a3paraginase:

peµtideos natríu.rêticus atriai-w peptídao's atriais

diurêticos' de sõdio: bacítracina; beta-endorfiaàs.: Eàtores

de coagulaçào sanguínea VII, Ví II e lX; fator tímico

san.guineo (FTS) ; derivados do fator tunico sangMrteo;

bom.besina: fatot morfogênicD õss'eò (BMP) : pFQEeina

mârfQgenét,i,ca ó'ssea,; bràdiMnina; ceFUleírLa; pal ípept ídeo

CÍQ gene da ca.lcitonina (CGRE') ; calcitoninas-:· CCK-8; fatores

dé cxescímento dê células lpor emmplo, EGE; TGE'-alfa; T'GF-

beta; FDGF; Êgf ,ácidQ; fgf b'ãsic'o) ; ceruleina; químíocinas;

cc)legLst.âqulnina; -co1ecístoqu.inína-8; coLEcis'toquinina-

pancreozimina (ccK-pzj ; colístina; Eatores estimüladores de.

col6nías {pot èxempla CSF; GCSE; GMCSF> MCBF) ; fator de

Líbêração de cq eti gQ'trQpirLã (CRF'] ; cítDcíAas;

dap.ressina; dínort"ina.; dipaptídeo: dism¶j'La3e'; dijnõFEine;

e]L0d0ísin-a;' eÁdorf'inas; endotelina; peptídeos e^telina-

àntaqDnista; endc)teEinas; 'encsfalinas; derívadós de

erIge£al.ina.; fator de crescimento epídêrmieQ (EGF) ;

eritropoiet ina (EPQ).; heb£mônio 'fQlígu1o-es'timu1ance (FSH) :

gal.ãnina: pQlípeprideQ ini.bicior qástríco; polípeptídea de

lib«mção de gastrina (GRf?) .; gastrinas: G-CSF: glwcagon:

glatationa pe£oKídase;' glatatio-pêmxidase; gona'datEüfina5

(pQr exemplo, gorladDtEc)fina çori8nica humarta e alfa e beta.,

submidades da.s mesmas) ; gramicídina; gramic,idina4;' fator

de cxesntu (EgFj; horm.ònio ] iberador de 'fatDE de

cre sei metit 0 IGRFj ; hõrmáníos de crescimprltQ; ,hormõnío

Iiberad¢)F

airEriaj

i-nsuLina;

(IGF-I:

® hQrutôn io ("lhrh") ; píjÍ ipeptídeo natriurêtico

h|uÍna|nQ (h-ANP) '; :L.actDgêniQ placentàrio humana ;

Eatores de creschnento semelhant'e5 à insulina

IGF-IT) .; irIt'er£"ersjn; interferòes (pctr ey.emplo,
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alfa-bèta—e gama—irlL&£erães) ; bcerleucinas (por exemplo.,

j, 2, 3, 4, 5, 6, 7, É3, 9, LD, 11 e 12); poIipeptÍdeo

irit'estina.l {VtP) i kalicreí-na: quiotoMina: Iuliberina;

harm6nío Luteini zant'é' (LH) ; hormônio líb'eradot do harmônío

ll1teiní,zante lLH-RH) ; clQreLD de Li-sazima.; he'rm6ni Çb

est.imula'ntB de meíanó'c j tos: (msh) : melanopho te hormõn ia

es-t ímulante: melitinâ: uíatilina; wLuralní1içcl7

m rami ldipepc íde o; fâror de geesctõ Éíü nervo (NGF) ;

Tat/âreg rÍL1EríEíQnaís rlErvlo (fjOL exmnphj, NT-J; NT-'I: CNTF;

GDNF: BDNF} ; Rê u r€ypept ídes Y7 aeuroterL3ina,; QxitoginaI:

pan=ea8taLiT1at pol;í pept ídeo parkgFeàtiçQ; paricreozimína;

hormõnia da paratíraóídk (PTH) ; pentaqastrina: pôlipep.t ídeo

yy.; poIipeptidem dê ,ativação ciclasê pituitáría (adenil

P'ACAPsI ; pLaqüetas derivadas 'do Eat-or de' cEescíment0;

polimixima B:' pyaLactià1a; polipe'ptide.o- que estimula a

sintese de prQteínra.; F'rvteína fe1acicbr!ad,a c0m PTH,;

FelaKína; reniná ; sectêtina; Earar t Lmo soFoj

gDInaEDmedir1ds; $0NtQ5taEinas derivado"s; superôxiào

dismut·ase7 taftsin; tetragastFíFLa; trombopoiet íria (Tl?¢jl ;-

fa±or h ràl timíco lTHF) ; timspDietina; cimosina:

Eiu|osujnuIiT1a; honuônio líberadot çje hormônío da. ti-reôide;

ho~nLQ estimulante da tireóide (TSH} ; hormônio Iibetador

de tiotro£ína {TRHJ 3 ttipsina: tuft.sína; Ííator de

cresc'imento dci tr (TGF"alfa) ; [aitot de necrcge tumoeal

(TNF) ; tirocidina; urqqasuor1ay üxoqu.inasei polípept ideo

inteetínal vasoatívo; e vasQpr€3sLRa.

(0089] glicoproteínas de niicleo fucosilado e nãQ

fugc)sí1ad.as são imporcaQre8 classes de báamoléculas que:

des empe nhã m un papel eru'cáal em muito,q acônte.c'imentc]g

bioíógicos,, tais com a adeqão c£1ülar, mtástase de

tmores., iníecçôes patogênXas. a resposta imune . Ccuno
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indicado aqui ante.Ei(3rmente, urrí dos prirtcipaís problema.s eüi

'estudos estrururais e Tuneienãis de glicapFoteinas

fucosi1adas ou nào Fucoai1adÈts ê .a sua mícr'o-

hetem.geneidade e$tru=al. GlicopFaLeinas fwcosíl,adas ou

não fucctsiladas naturaís e reeambinant.es sào geralmente

produzida8 como uma miztura de glíeQ-fQrma5 que àiferem

apenas na estrutuz:a dos o1iqoâsacaEíd8o5 pende'ntes.

,| 0090] JW qIíc5prUt&inas rexnQdeladas, tais como

arít: icQrpD$ pQdEdFL s.er s u'bme t JLdá s a outras mndificaçães

estrutmais que &àcj neces2'áEias OlÀ de.sejadas, ingluindD,

sem Iimítaçãa, a trmsEerência de giicosila, e a Iigaçào

Seletivâ (por ez¢eu?l0|f qiu '.mí ca cliq'ue, reação de

StaUdíngBE , etc) , ÊmE.a íntroduzir o gtmp.o's funcionais

aúdícionais ou etíquetam Os grup'3s Eüneicúiais pcjdeÜí ser de

quàlquer t ipo adequadQ, incLuindã, seui limitação, as

toxínas, os antígericis específLms (tais como affa~Gal),

uspêcies radioazivâs, e'spéeies EQLoâtivas., I'EGS, erc a

gliRoµrQLeína pcde set reagida eatalit icam.ente em uma

IFàçãô de c'icl"oadiç'ãQ de "química cIi.que" da funcio.aalidade

de aziÁa da glícc)prcIteína corn ljúz alcíilD LeT1dD a parçãcz

Htícional de intêresse. A azida 'e grupos tundonais alcino

pqdeÉn ser ligados riíjs respact i.vos companentes d'« JÁgaçê% e

a g1i"captoteína pode ser funcíonalizada cÈjm uma

funcicmalidade alcinilo e reagida ccm um coinpo st o

fun[aÈ)naliz·ada por azida, incluindb a porção de íriteresse.

Tam'bém será apre"c:iadc[ que outí"oã pares de li.gaçãc' pocÍem ser

concehídos para que a reação quhnicã g1íque.

[QD9I] as anticarpos de núcleo fuc.QsiIadQ e não

fuesitados Qlj saus ftagment"os, p'roduzidos de acQEdD cam. os

mètad.os. aquí descritas, 'podew. ser usados. para a díãgriàst Íg3

a terapim Cerca de doi& terças das pFote,ína8 terap'ê1jciga$,
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MÁ3 eomo EyS ant.ímrpos mnoclonais u'LLlizadQ5 rLQ mrcado

e/ou àtüajímíte CED en5aiÜ5 ciinieüs são glicoproteina.s. No

er1Eãrítb, a he tej3jgEn e ida= estrutuEaI ern. dif.erentes

g1ícejfb-ma3 de gLícopmteinas narljrdis e reeonibinantès

apreÃ%Ea üIHã baxreíím iNRaÊtarErE no desenvoLvímenTQ d.e

med'icamentjj& à base de glícopEoteírlas., jâ que gliccrfo=a5

difereates pMMi ter diEerentes atívidades bioiágicas e

cmrítF0Lar a g li cos,i iaçào rk uma gLicoforma hamogênea é

ex E r%ame n tér dífícíl durarjtq a expressàu . A deseobecta

anEe.rior da atividade' de Lraj7sguco6ilação d'e uma classe de

gn¢!oglicQsidases reµtêsentà lm gra|nüe avanço n o cam.po da

engemharia &3 g1ígQsílaçãlo para melhorar ds' potenciais

terapêuticos e dê diaqnÕ&tàeo das glicoproteín'as e cjs

matmtes de Ehdo-S da pteser1Lg inVençào são capazes de

LransqliçQsilar gIicoptoteínas de nú,c1eci fucosi1adp e não

Eimmsiladas riaturaís e Yec"Qmbínantes sem os aspectos

negatívos da hidrólisa.

fO0'92j As caracteÊí5tigas e vantagens da presente

írivenção são ma 13 comp Lat amen te ííustradas âtrãVêS do's

5eqL]intes mcempjos nãô l#dtatims.

Exeu\pIos

[0093] Geraçãõ de Mutantes E+S Glícosintasa e seu à@cj

para Remodelação de glieosi1aEao da Antie.orpo MarLDcIBr}al

Intacta RiUakimab

[Dij94 j Gli,R$iA,tases foram ant8riDmente feitas a partír

dé vãr-La3 endoqlicasidases GH85 (ENGasea} , WcluWido endoA,

endoM, e endolj, por mutagênese dirigidá ãcj lacaÍ de iAbã

resídua de aspàragina chcwe {As-n) respDTlãável pele pIEomcUçãQ

de Fünnaçào int.8rmédia de ion cixazoLínío durante a

hidrôlíse ( 3-6. .- 3-9,, 43) ê lli! endos endôglicosídãse

pwíencente à tamilia das glicasid.eo hidtalases 18 (GH18Í,
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(4Dt 4Í) , que ê da mesma Eamília de GH como Endc)Fi, EndoF2,

e En¢jQF'3 que foram rac erLt emsn te mostrado que pcns uem

a t ívi dade de transgliecj5iLaçaU (44) . com ba3e no

pres6upo'stD de qusz a hídtálÀse catãll.sada µor Entios Lamhéül

passa par um mecanismo assistída por substrato envalvendó a

formação dê um intermedtáEjjc' iotj DXaZjQliniOj· camo

d='nsErado por otítcas endoglicosidãsê» GAIEI,, ta Ls cqrj¢$

EndDE3, MSI glícasiAtages potenciais de -endoS faram

gtiados pcjl tneio da íderíti.fícaçâo e a rriutaçào do re3iduQ

Fe5pon5ável pela pramoçãa da Earmaç'ão de ioris oxazolínio.

Bstúdos estLuturais e dé inutagên'ese anterZores sabre End'ôP3

demonstra,ram que um rasíd'âo de ácido aspá rtíco na posi ção

l6S (D165) , ein vez 'de uuí rEsíd\jo de as.paragína ccm0 'nas

èi3 zimas da familíà .EÍH'85, é xe8pan3áve1 por promover a

fqrmaçãQ de axazoiína e que o resídua El67 é o ácido/base

geraí para hidrÓlise catalítica t45j . O aliaharnento de

sequêncías de Endos gdw EndoF3 (Figura 2) , ievou à

idoMificaçÃo de dois EegidÚQ8 ghav& em EndoS para a

catãIíge: q resíduo D233 (ccücEe5pDndente a DL65 e-n UidoF3)

teaponsável pvr prcmovèr à formaçào de íons oxazoliriio e o

E235 E'esíduE) ('eqljivãlentú # El67 de EndoÊ3) g'DmQ q Eesíduo

àcido/base geral na hídEõ1íse de glicano como mostradc' na

Fígaí:a 2. Funciomalmente, o Fe3iduc' D2 3'3 deve ser tambéni

equZvalente ã N17I, Nl75, e N322 nas endoglico'sida.ses GRB5.,

%áOA, e ndoM, e EncicO, fss pecr ívamertt e . Assím, a.pós a

aborda:gem para a criação de gLícDsírltasEzs erldcjAi endoM, e

DndoO que prc'cedem um meeanismo assistido par s1jbstratc) via

um inrermediárin de ícm QxazUlíniQ, (36-39) doís mutantes

especí.fícas, D233A (SEQ Ií3 Nú: 2) e D'233Q (SEQ IIJ NQ: 3),

é@@ mo-str-ado na Figura 17, fbxam getados pc:r rnutagênese

ditiqida ao local de EIrIdoS (SEQ ID NO: 1) . Estes mutant.es,
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asHm cemo as Endos do tipo selüagem, fc)raEn expressos eüi

Escherichia cejii ení alto t'endlmerLrç) j30-40 mg/l.),, caino u.ma

prateína de fusão GST 'e puríficou-5e pctr meio d'e

crmato.graf ía de afinidade de glutat'iona.

Í(JÇ)'9'51 (j ritiu.imab, um ·anticorp0 m(gnocIclrjaL teEapÊ1jtíco,

faí utílizado como um mod.elo de rrüíb para exami nar a

atividade de de8alico.si1aç'âo e atividad'e transglicc)gílação

paLBngial das enzd]ms. qs principajs glicanos Fc dé

Èi tuximab come reí a I são olígossac'arid.eas de núcleQ

EucosiLadia HarItenarE5 de tipo ccmplexo que tEanspottam 0-2

porções de gd1actç]ge! r}omadQs gligÜ£Qrmas GOF, GIF e' G2",

respBc c jvt e, camo revelado por an"álíse de

espectEoTn@tria de rna'ssa d'e Ionizaçáo e dess'orçào a laser

amistida por cnatriz de tempo de voa (MALDI.-TQF .MS) dos N-

giicanas liberados pela PNGase p, como mosLradQ na Figura

1JO. Tratamento d.e rituximah corn a proteina de fusão GST-

ERdb6 (aqui referidâ como Endos do tipD se'lvagem au EndoS)

tèsultou em umã desgiigosilaç'àD rápida para se obrer os

cQrresp0ndente& Fc N-gLicarIc[s ( com ,ãpenas uma GIcN-Ac na

extxernidade redutora) , cumo mQ3t rado na Fígura 11, e q

íituximab desg1icE)3iladg que parta a pc'rção de dLssa.garídeQ-

GÍCNAC fucQ3i1a,'do (Pucal, 6GICNAC) nos Ioc'aís de"

g1ieosilação (N2'97) . Estes temútados côn£írmam a ati'v'idade

tioÉáve1 de Hidrõlí3e d,e' glic:ana Fc das cn,d,o5 íÍ0 tipo

selvàgem em IgG intaçta, implicaMo a sua utít.idade na

primeira etapa pãím a remodelaç'ão da. qLicosilaçãa d'e mAbSm

O p.otencíal de tLansg,Lico3ilaçao de Rndos e seus mutantè&,

em seguida, tcji examiiiad,o us'ando q EituximÀib desgiicosi Lado

cqmj o acEptQ£ e vários ox'azolinas gíícano síritêtícas cmno

os substratos de dâadores, como repres-entadó nas Figuras 3

a e B. q pmcesm de r=odeIaçãs3 Éie g1icx]stlagãD ÍiÃi
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mQniLQriz'ado por eletrofcmese em gel de pQ1£acri1am'Zda corn

dodecilsujfato de aódio jsDs-E'AgE) e espectrcmetría de

mas'sa de cramatograÍía Líquida (LC-MS) , tal cc:mo IngsLradD

na Fiqur'a 4. Ê\ cadeia pe'sada e cadeia leve da rituK±m"ab

apareceu a cerca de 50 kOa e cerca de 25 kDa ,

tespectivamente, sotj condíçòes redutoms (a, pi sta I, na

Figura 4.A) . Ap6s de3glicosiiar:âQ com EridoS de Lipcj

selvagein., a cadeia p8sada apareceu como uma única banda a

aproxiinadamente 48 kDa, sugeriwio que a FemoçaD dos dcüs N-

glierLQs (cada i-un a púu ir de ~ cadeia pesada) de

rít'üxímab {a, píst a 2, na Figura 4A) . A incubaç'àu do

Htwimab desgli?cpsilado ll) e a oxaze'lina sialoglicano

sintêtiea (2) (vér FigAra "A para estruturas) (razão rtLcjlar

dcjadQF/aceptQr, 50:1) ccjm q mutante Endos-D233A deu u.m

'pFUduto de trarl5glicQsi1ação (3], cuj a cadei.a pe'sada

apareceu eomo urna batida única que era de cercâ de 2 koa

micm do que a do riruximab deNgliçosiLadQ (1) (a, písta 3,

a Eiqura 4A) . Este resultada suqere que um novo N-glicano

fb í lí'jadci a cada urna das cadeias pesadas de Fc. A

Lncubagào de (ll .e {2) com Endas-D.233Q deu cj mesmo p'roduto

a tr·an$glicLjsiIação (a, pist:a 4, Figura 4A} . Cuxíosamente,

um tr'.ansglicosiLaç.ão e5sencíalmeYlte quantitativã pa ra o

dcmínio Fc do anticorpa intacta foi alcãnçado dentra de 1 h

de inc-ubação., verific..úu-sg que um tempo de Lrícúbaçào (lCl h)

nàa levam à hidróli5e do prcIdut,c[ de transglicosilaçà©.

Estes resultados Ándíeam que os dois mütantes de EndoS' são

nav,as glicosinltHsBâ CficaaeS que pEuut@ a glicosi1açào de

IgG íwtàcta ciesgi icosálada com q N-glíca.no de ti'po

cELmpIexQ\, sexn e hi/dLÒlà5e dà p:mduto,.

[QÕ96] O EransglicQ3i1ação EoL ainda caracterizada por

ânáiise par LC-MS. A cadeia pesada e càdeia leve de
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rituxiimb foram 3epHra,Ws sob una, c[jndiçàQ cie lc-ms, cqíücj

se 'mo3tra na Fígu,ra 12. A desco-nvolução dos dado's F95 da

cadeia leve deu uma mass.'a de 23 044,· o que era consistente

coní a ma,ssa ca1a"ulada de mde,ia lev.e de tituximab (M = 23

042 Da] (47). A desconvelução dos dãdos de MS d.a "cadeia

pe-sada deu três e-3pêcies dist intas m/z, 5050B, 5Q€ÀO, e

5083.4, ccmã mostra 0 g'tátíco B, na Figura 4 A, que e'stavaní

em boã concordãricia com a massã reórica dèr gl.icoformas

Eadeia pesada: GCIE, M = 50 515 Da: GIE', M = 50 6'77 Da: e

®R M = 50 '839 Da; respectivãmente. (47) À e5peotrDmeEría.

de massa de iünízaçãQ de speay 'dee1etrQns deconvoluídos

(ES'T"MS) 'da ca'deia pesada do ritu.ximab desg1íco5ilada (.1)

ÍÜQ5L£oú unta úníc'a espécía de 49 420, como mQs¶t£a o gr'âfig0

C nã Eigura 4B, cj qutii condiz hm com @â eadeia pesada

Earregan"d.o uma paEç'ã0 di.ssac'arídeo Fuml,6GlcNAc

(çalcu1adD, m = 49 A2Ü Dà ) Á Após a r emodela|gã sj de

gllicQ'si1açà0,. um úríioa pieo a 51426 foi ob$eEvad0 a pattir

dã cadeía pesada, do prod,uto de tFar[sg1jgosíLaçãQ (3) , com

adiçàa de 2, OD6 Da à cadéía pesada da3glíeo|si»da do

ritúX·irnah, camo most'ra o gráfíco d ria FiguEa 48g E$eh

Fü$ultadQ indica a fixaçào de um sia1Qgljjg'anQ da QxazQLina

açúear corr'espondente (2) à cadeia pea-ada. A banda úniea mi

S DS-E'A.GE e éspe.ctros de MS puro3 do produto dè

LEan3g.1icosilaç8E) sugerem clarwte @9 a

tEarjsglícDsí1ação foi essencialmente qwantítatíva 3obre cjs

dnds .Utios de glicosilBçãIQ & dQíainiQ Ec no rituximab

(gliEosilaçâa incampléta die qµàíqµer ítún das dcds iacais do

homod íme éq Pc re'5uIraria ria obLservaçãD de c'adeía pesad:o

Fúcctl, 6GJLc'NA'c apôs a Eed!uçãQ, M = 49 42Q Da) . Para

cDnÊirU|ar ainda ,qu.e d N-glLçarlQ Eoi esµecí£icameríte ligado

ao G1cNác do domínio Fc, q eanjunto d'e N-glicancts foram
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1 íberaeios a partir do £ituxiTnab glico-remQd#Iadçj {3) por

tmLamentQ cam PNGase F, quê hidtolísa aspecifícamente a

Ligação amída entre a ligação A3íi -glic'ano,. GJS N-glicanos

liberadoa EQraul 'ma£cadas pela marcaçâD flljc)resgente 2-

aníi n cbe rt zaMda (,2-AB] e fbr'am submetidas a cromatografía

f1uoF!cen|re Iíquída d.e alta efíciêncía (H'F'LC) e análise

por Mis. A máltse por LC-MS tevelou claramente que Cl N-

glicàrlo li.beradu era esperado q N-gIiEanQ t:ípo complexo

bíantenar p-artando núcleo díe fucose e os ácidos aiàlicos

terminais, que cElnsi¶tia éttl eerca de 928 de N-gligarbQ5

disíai ilados e cerca dê 8% cis N-g1icanos morLcjsialLi Lados,

taí oomo mo'strado na Êigurã 13b. A composição de N-glicanos

foí bem consístentc com n relaçáe' eneontrada n'a oxazalina

N"qlieano eDrrapondentes l-Z) utiliza= pa ta a

tmn',sg1icgsilaçãe. Este resultada corí£irma que a

transferência de N-gLicarlo5 Ecií espacif1camente lígad.o ao

pr1An¶t da CLc·nAc no titmxímab desglicWilado.

[QQgj] (J's resulttados apre5enEadQs tjq presente documento

repIEes e ntam o primeíto rej-atãrio de ramodelação de

glíeQsiImaQ de um a|n'LieDrpo Tne)r!õeLsjrLai IgG intacta, cam

üldã tEa|n5£mhcia èlfl hlooo d,e iw "N-glíganQ ría'tural ^ tjipQ

cQInp"Le*Q da ta!manhQ compieto- aa domínio Fc atravês « um

µratoco1o dmljcouLaçaD-'reqlieo2i1açào altamnte 'etigiente

hahilitâda pelo ljSo cKjmbirlàdg de EntkiS e glico5inta|sle

ba»eàdo em ErLdaS> Após a conelu'5aQ da. trãnsglícosiíação, a

ptmdúto Eoi puFj.Ficado por meío de ima c'Fomatoqra[ia .de

a f íni dadé de proteina A simples., mndo a glioQfoma

hs1m0gênea bem definid.a. Deve-se sãlientar qve Dl riÀmxírnab

gQULeEcia L contém apena"s t.FalçcIs de gIMoEo 3ialjlada,

e rm3track) na Figura 13a . cjtna vez que Fc e ÍgG

Maliladas Eoram pLQpgsta.s ccwno tendó arividade anti-
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íA£laImatòria, cj rituximah madE£imdo ,pcIr glicoengenharia

poLtandcb Fc N-glicanos totalmente sialíiados podem ter uma

fuAçàQ 'anti-irFflamaLória., assim pQterbQialmente. a exparídLr a

sua cobertura terapêu.tica de tratamentu do càncer para d

trata-mento de doenças auto-i!nunes. l21, 2Zl

f00981 hlém da axazalina N-glica.nas de tipo ccmplexo

sialííada {2) , qs mutantes EndaS foram ígualmerite

e£ícientes pata usat d oxazolina de núcleo d'e MarüGlcNAc

(4) {48) e c) N3gati3glcg* DxazoLirÜa etiquetada com àzído

{Ei) (49} para n1í=ennInhaeía dê rítuxímab, Ievando à

formaçàa da3 corr«pondentes glieofos hcmogêneas, (5) e

{7) , resp0ótivàNÁEe¥ moitt mstrado na Figura 3À, O ESI-MS

deconvo1uída da cadeiã pesadà do produto de

traFLsglícosílaçaQ {5) mostmu ima única es.pécíe de 50 112,

eama mo.qEr'd <3 grâtigo e ná Figúra 4C, que gQrresporLde1j hem

co9\ a jüãs8ã mQlecuLLaE caleulãda (M " 50 IClS' Da) da cadeía

pesada de irituxímab carregand£l um gíicann Man3GlcNAc2 . Da

újE'3Alã fbrma, 0 ESI-MS decomoluido da cadeia pesada de

prQdlâtQ de Eran$g1icEssÁ1ação (7] MosÚqij uma única espécie

da 5(1 i43, tail como mostrãdo fíq q-ráELco E na Eigura 4C, que

estava m boa eoneordaneia cam a wâ$3d m,g1eeu1àr galcülada

(m " 50 134 dà) da cadBia ugada de rixuxinab potrtando um.

N3Man3GíçNAc2 g1Lgãn©. Nüvate, Bstes resultados indícam

que a L=rIsglicoI8ílaçà'Q ê msen.cíahnente quantítaZiva. Deve

rIotat-8e qúe a diminüÁção dà íàz'ãQ nola:t a dç)adqr/acepLQE

de 25: L airída resülmu na transformação efícienü,

írr\plícaInda a eficíêncía uotável transgIic'osílaçàD dU3

mjtanEe,9 endôS glícosiAtase. ea particulat, a irItrodução

seletiva de Fur¥çiqrbalida[de aüda no núo1qo m Fq de N-

qlicanos em: antigQrpQ5 mQmg1on.ai3 intactas peETnitiEá mai.s

mõdLfícações e3µecífj-ca5 de Local. de antiecupQ8 através da
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química cííqwe, ¢5(J, 51) q-ue pode sü£ uüiizada paEa tins

de etiquetagein e de direcíonamento, au PãH expaMir a

di¶ersLdade de q1igcjfQrmas aQticâ£pQs para estudos da

relação estruturn-ativi"lade.

[tj'099] MdoS "le tipo selvagem tambérn foi te$LadQ paFa

t mnsgIieQ2ilaçàcj de riUjÀjjnab degiicosílata ( i ) mm as

oxazalirias glicario (2 e 4 ) sob as mesEn= cQndlçõe3 que os

tmtantes com E.ndoS e cib'sermu-sê que aperlas a fortnaçãa

cransitária, dos prõdütQs txànsqld]cosilar;ãQ cQrEesparlderItes

tjQà encontrado como mcmítocízado pdl LC-MS, provavejmentê

devido á híd£6lise ràpjÀâ iti situ dos produtas pela enzm

cb ti'po selvagem. RecentMnente, Scanlan., [ja¶7í8 e

co1abQradQres raiatamm luií estudo íadependente sobre a

es.pacif icidade de substratv de EnríoS e demonstrou qu'e EndoS

de tipo selvagem µQderia usar Man3GlcNAc oxazo1in,a para

trzmsgIicosi iação eEicilBnte de IgG desgIico3ilada. (42)

PaEa f azer face a e3ta aparente di3erepângía de

observaçõe's, a eticiência de transg1i(:D3ilaçãQ de EndoS de

ripD selvagpm fcji reav'aliada a uma tempeFatura inferior

(4"C) utí1iLarídD uma qu,a'nti-dade muita menor de enzáma,

sequíndo q EeLatôríe) recerite (42) . tjsàrtdo est,a condição

m0difiga'da, LtarLsglicasíLaçàQ signi ficativa fbt àbservada

para a rituximab desglicasi Lada (1) com o eoaplexo

o-xazolina açúcar j2 ) pel.os endoS de tipo selvagem riâ

petíodo de ingljbaçâD inicial, mas ü prQdutbú f4

gradualmeríte hidrolisado qüarido a, íncubaçãci continuou, como

mstra.d.o na Figura. 14. Assírn, a candição de reaçàa deve s'er

cuidadosamente contEQlada a fim de prend'er d p.roduto de

tran$g1icosilação quando de MdoS tlpo se:Lvagem é u,sada.

Para aplicação p.rática, os rnutantes glicosintas-e Endo5

devem ser a escolha pa-ta transglicosijaçào ef íciente e
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cQIT\pleta, urtjâ vez qüe sâo de'sprovidos de produto ativíd|ade

hádrolíEica.

['JDlO'j] Glíeenqenh a r ia de Ri tuxi-f' para tornec!er

glieofDrma G2 Nâõ tucosilada e galacLosiladja

[o'Qlo1] Para a têratipia anticãr1ger, gLícafQrmas de IgG não

fucos i Ladas sàcj desej'áveis, uma vez H foi ptevíamente

demcmatra& que +6 com 'baixa tecir dE Fugõ3E çjç$ Fç N-

glicanas mstFou arividáde ADCC mgjhorada ín vi-r-co e maíor-

eficácla anticãr1Ic¶ in vÍvq, es'pecÍ,ajmente para aq'Ae1e.3

paaientes portadnres do alelo Fl5S CÍE bài..V.a a.EinidMe do

retéptòt PcYüXa. (1K-I!L 52) na m"étQdQ e.fi.cierite

di sp«i í"vel pa ra trarisformar efícíentem"e'nte uní mb

EucoMlada exístente (a príncipal glíco£onna de úiAb

recúmbinante prõd1jzidcj èul c:élula:s de mamífercj) a um mPtb não

tucosilada . Para reaolver 'esse pEQblexnai,, uma série de a-

Eúco,sidases dísponíveis cemercíajneate taram têstadas, mas

nenhum pode r.eInoveE o ál, 6-Eúcase np rituximab intacro, ver

èsqüema rias É'iguras 5 A e B, E3tes resa1ta"dos ímplicam que

a porção Qci, 6-£ucxise pode se:r protegida pelo dominio E'c

e/ou o N-glieano cQmpíexoY tç)rnandô-Qq irIace'ssíveis para a-

tucãsidas;es. Fo:Í te,otizado que, apó8 degLicosil-ação, a

qlicoforma Êug{.ai., 6]GLC'NAC rmuttante de rítuxi-nab poderia

ser mais acesM vel a u-fLlc£j6ida8et#L Por corlseguirLEe, a

atividade cle v'áríãs o—fucoSidases disponíveís

(3Dmercialmente foi uestada iiq Mtuxíma:b d.esgIicosilado (1)

que carre.ga apenas a porção Fllc lal, 6)GJCNA.C.. Veríficou-se

que uma a-fuco3idase inespecíêíea de rhn bDvinD tinha uma

atividad'e rnoderadã e fcji capaz de remover o r^esídua de

füccjsê a partir do rítüxímalb dêsglícD3íIad.a (1) para dar o

rí t uxímab "con t.en d d GIc'NAc m [ver FiguFas L5 -A e B) .

Apesa-e d'e qae uma q'4arIudade re'làLívament2 graríde de u-
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fu.cosídase e um temp-r" de maçà"c' prolongaào fbram

neeessários pa ra alcançar am defljcDsilaçãú ccmplet a do

r#uximb EndoS-de5g1icosilada devido a at ivídade moderada

de ã a -F'âcosidase, a desccberta de3ta ativídade cx -

f.ucusidase f ocnece ama £0 rma aIternatíva para obter Cj

preeursar deftlccj3iladQ ritniu:imáb {Èà) para ma is

qligoer4genharía.

[OOlC!2] Em sequída, detenninou-se que as glícc)sintase5

Endo3-02 33A e EndcN-D233Q cãinkém ÈoFâK\ efic'íer1Les pa ra

recQnheger o GIcNAc aão Eucosiiadc' etn ( B) para a

tEansgLiEosl1açào crm ama oxazolina N-glÀcano sialilada (9)

um pãra tcirnecer a g,licof o'rma G2 homogêne a , rtãa

Eucosiíada (ID) em uma coríversào essencialmente

quantitat iva,, Figur'a 5 . O pre'duto foi putificado pDr

eromàtogra:Êia. de aEiMdade de proteína A. A identidade e

ptueza çç) prod,uto uíodificada por glícoengcríharia (lO) foram

cxmfírmadas pol 9DS-PÀGE e arLáIi3q Pctr LC-MS, como 'se

mo,stra na Fiqura 6. o £itQxima'b detugD8i1ado [El ) mos-r rou

uma ú'niga espêcie de 49 2N (fiqtjr'à 6b), q que cortfirma a

remoçào da fwcosa (calcul-ado para a c'adeia pesada de

GIcNAc-rítuxWb\, N = 49 214 Dã) . O ESl-l'âS deconvoluído da

cadeia pesada da ptadüto de cranaglicosilação (10) apaEeceu

como nmà única espêcie de 5IJ 695 {Pígura 6c) , q que

LorrespDndew b@ corn a mass'a mE)leealaF calculada (M = 50

6g3 Dà} de cadeia pesada de íitmimab portando um M-glíean'o

ripo c'jmple&Q asidü Lado bíantenar, Gal.2GIcNAc2Man3GIcNAc2.

Em um est+ gornparatívjQ,, verifícou-me tambê-'n q.ue, embora

as üwutantu D233A e D233Q recoAheceEam tanto tj GIcNAc-

rítúxímb mcQ&ilado l I) eamo G1cNAc--ricüxímab nào

tucosilado (ê ) como aceptQres para. transglicosi laçào, os

dois mutantes gjico3ín=se p=feríram o gIcNAé-G1eNAc-
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ràruUmb Tucosi LadQ ( L) camo ac5=ptQr, com uma rea çã-o -de

transgiLícosíImD mais rãpída do que cj ace p tc'r nàc'

fueDsílado (8) (da|ds6 nào 7T|okstrados) . Tomadcjs em Ex)njunLo,

estes tesultad6s experímenrais rev"e1at3'm uma abo rda gem

enMmá±ica cumbimada para fazer a g1icQ£Urma hgÈnea nàc'

FucD6ilada e toEjalmente g,alacto'si1a= a patrtir a

aríLígptpQs ADnQcLQnaís mmercíalmente disponWeis.. Cl

Mtuximab não fucosilado e galactosílado LesuatarILe dev'erá

ter f unçê'es efetora8 .AD.CC e CDC me ]lhDra|da s , tatl e~

sug'erido pot estudos HnteriQrnente. (2, 16-2'Q, 52)

[00103] Gl3gQenqemaría de Fc' esp-eciflca de Local de ÍVIG

para Eornecet q]icoFQEma3 IVIG tQtalmenLe Fe sialíladas

womi A Eemodéla|çãÍj de glicosi1agão bem SucedÁdã cie

EiEuximab levou ao çisame dü método quíndaenzZmátÁco paEa

güícoengenharia de rVIGq cam q objetivo d'e aumentar a sua

ativídade anti-inflaniatária. IVIG' sàb £ragãe3 de WG

agrHpada3 pürificadas a pattir do plasma de mílhaxes de

daãdores sãudáveis . Es'tudcrs recentes têm 5uglqjddrj que uma

q1íE0f orma Fc menDr, a2 ,6-siali1ada é a espécie ativa na

IVlG qüe confere a atividaa anci-in£lamatória,, cqjtiç)

demÜ)n8tradQ euí uín modèlo de rato co'm artrite reumatòide.

(21, 22, 53, 54) üma vez que â3 g1LclQform.as Fc sialiladas

sào eowpanentes secmndá£iQls em IVIG, l55l , a dependência de

ütÁvídadê a|nti-in£ImatáKía de ívíg na 5ia1iIaçãcI de Fc

rermínâL podé eKplícar em parte pqe que uma dose elevada

(1"2 q/kgl de infusão de IVIG. é nee.ess.ária para conferir

pEDtEçàc). A sialilaçãa díreLa de Ec e i'uig foi Eenrada

usando çtZ, 6-sialil-transferase humana (STGGal-l) , mas a

eficíência Eeti baixa, "e na rnaioria do.s casos, apenas

gllicofQrma8 rnonasialiladàs EQralu obti'dos como produtas

prinMpais. (22, 56) /jLèm di-sso, cerga de 30 ¶ dos domínios
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FAB em IVIG sãcj N-glicosiladas e u enFiqljegimerLto de

LSctíría glícaformas Fc si.a.líl.adas de TVíG,, 3eria manos

eticaz quando 0$ q1icanas fab são sialilados. (2, 57)

Pottanto, seria altamente desej"áv'el se glimengenhaUa Pc-

esipecifica gom N-g1ícahos &iaLi1a"dos pucde8.se ser a"1E'ançado

sem alterar a gIicmilaçào de E'AB.

LD0la5] Ver'ificau-se que êndtjS era ciapaz, áe deEglíg0silat

selarivamente c) domtnío Fc dc IVIG sem hi-d'rolisar q5 N"

gíícanos aos domínio® FAB 3cjb cDndiçae9 su.âves. Alêün áisso,

d domínío E"c d'e IVIG desglicosilada (11) pnderia ser

gtlicosí1ado s{"let ivajn'ente com uma oxazQ1íría sialog'lícano

(2) pelo mutante Endo5-D233Q para dar d Ec ivig tot'almente

sialüada l12l , eomo rnostrada rLa F"igurà 7. A

gíimoengenharia primeiro foi mDuqorada por análise de SDS-

FAGE. A dssgIiEosilação b rRgIí(msuaça.cl de IVIG f oram

aIpaEentes cqific) se u!.Ustra na alteraçào do tainanho da banda

da cadeia p.esada,, cõmo mgstrado Aã Figtira 16. F'ara

caracteri zar áínda mãís a s.eletívídade de local da

glicoe'ngenharia cje IVIG,, q3 dauúnios de Fab e Fc foratn

d"escc}n.e"ctadQ8 por dig'.estãa p0l papaína. (58) O domínio Fe

foi isolack ,pljt crQmatclgEafía de" afíri"idade" de pxateína A e

us dominicl"3 FAB deixados no fluxc' de pa3sageIn fotam

isolados pot ,crõInaEografía de exclusào de tamanho no

sistema cic crw.ac,9g,rafi'a líquida de pr'oceina rãpída (FPLC) .

Êm sequída, ci3 N-fLicãnos de Fc e FAB fora'm Liheradc's

5epaLa[dajnente por tratamento ccm PNGãse F, marcada eom 2-

amijngbenzaluda {2-ÁB) , G9) e andlísaIdQ5 pqe HPLC (detecçM

fIL1QEe3gent/e e quarit ifígação) e caracterizaçãc' por MS. Os

perf is FAB e Fc N-glicano a'ntes e d'epoís qlicoeag,enharia de

rv'ig Eoram m*Fado5 na ELgütrà 8 . Veríticau-se que os

pàrkões de glimsi1açào li?c de TVIN fgram rriais gcjmp1exQS dci
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que a gLieosiíação Fc de ant icorpo mcmoclonal e=

rítuKim.ab. Aléw. dm glicofQrma3 GOF, G1F £ G2E .c.om os

pringipaí$ component'es, haOa uma quantidade 3igniTí("ativa

de glig0fQrmas morLQsia Liíadas (pícos 2 e "7 }

(ap\rQxiInadamente lü'k) e qlicofor-nas contenda GICNAc

bí46eci.gnal lpicos l3'-l5j ( 5g. ) (Figtira 8al . À gíi¢c>ulaçãQ

Fc após g1icoengenhariã (através cie Et1dos-deg1icoFilaçãQ e

transg1icosi1açãa posteríor rmn oK·azQIíFla sialoqlicam l2)

pOr Endos"D233Q] mQ8t£aa os giieanos tatalmente siaILlados

(picos IL 4 6) mmo as Ejrincipãi$ çLicotormas ( > 90&)

{FjgluEa Bb) . Curiosamente., os paclrõe's de gdicosdlação Fm

f oILam seme!Lha|BItes ante's £ áepois Q3 proce<so de

glicQeríg,enKaria (catnpãmr cqiío a fig)jra 8, c e á) , exgetm a

geraçào de umã pequena quantidade da g'licoEurma t,c±a1ment'e

aia1ilada (picEj 6j . Estes resultados indícam 'que o prQces5E)

de' íêm0deIâçàD de' glícasilaçãa à base d'e EndolS é altamente

seletiva para cjs N-glicaríâs de Fc de anticorpos de ígG

imtactos, mesma na presença d'e glicc)ailaçãEj de FAB. A

seletividade nloItável ê alta efíeiência da atual abordag.em

de gLigD%genhAriA de Fc7 farhecem uma no'va vi a p·a-Ea

t ran s E\aEmaE © IVIG comarcia.l em preparagào de IVIG

to'taWnte Fc"sLalilLada,¶ que 3é e9pera que exiba atividade

a rx i - inflama tó ri a aument ada, g3ma démcmst rado em e5tudQs

ant5=riQre8 'Üsàndo um mod6 lo da camundango. ( 21, 22, 53,

54)

[Q0lQ6j Lígaçào do M'Euxijmb MadjEieado pot

glieengenhaFia para q ReceEjtQr Ecy esun11jLadc)r (FcYR[IIa}

a da Receptâe Ec\r lníbidar |(FcYRILh)

10QíQ7] A aEiaidade das qlícofatmas remodeladas do

rirLjxjjTIab pa ra os r@s peCt ivos recCptores {FeYRHra-EL58,

F'cYRIITaT-\n 5B, e Pc@Ilb) fcd e|¥amiríada pcm anã1íse de
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r%sQ'nârIciã de plas-mgrL de superfície (SPR) . As glicQfuFma5

de tiuiximab fcmam imobilizadas p0r Iâ'c'al e-speci fíco am

chíps 'de ima proteína e qs receptores de Fcy em vâtias

goncent:tações rclram in jeta.das cdiiíq analitos, seguincia os

prâcedimentos re1atadQ8 regentemeate (3-5) . Como asperado, a

glicofbma G2 -aãa f'jeo3ila"da 'mQ3Er'-Q"u '.mlhoría $1gniEÍeàtiya

de ã£iMdade tanto pa ta q,s rmeptares FcYIIIa de àlta

af inidade como ck baixa afinidade, Fc"yRI1 Ia-E"I.5B e

Fcy'RTIIa-V158, quando comparada com q r'ituximab, dispunivel-

eoA|e£cÍalm"ente, ,como mo3tradD na Figura !9. 05 va1ore& de Kd

para a l,igaç'So da gl,icoforma G2 (10) para o F'cYRIIIa-F158 e

FcvRn1a-vl.5B for-am L23 ¥ il e 12 ± 2 nM, res.pectivamente,

que fDFajp: obtidos a't-Eavê5 do ajuste dos dados de ligaçâa

ccim tim mç)delD de esLadD estagig]nÁriQ 01:'01 u5andQ q

ao£tware de avalíação Ê3TAcore TlCfO. Par ou.tru Ia.do,, qs

vqlqFes dq KD para a liqaçàu dó I=xLxi1nab cometcial pa£a c)

FcYRIIIa-F15i8 e Êc','RIÍÍa-V15B fotam est imados comti seiído

1042 LÈ 1 515 e 252 ± 18 nM, respe c t ívamerit e.. Assim, a

afinídade dà glicoF:nma G2 modificada por gl ícQengenharia

pwa 06 fã£ã OS reçepEore5 Fcy Üe baix'ã afínidade 'e de alta

afíniÁâde |(pcYmIa-E158 e E'çyBma-v158) foi de cerca dB 9

vezes e 20 vezes maj-oK do que o f í tuximab comercíal,

res peet i vame nt .e . por Dütro lado7 a gIicQforTna G2 :e' cj

rítuxhwiH cÁmet¢ial demDnstraFaw afinidade comparável para

0 inibider &7 receptor Fgy FgVRIIb com os vãlores de KD de

2, 3 ± 0,5 e 2,0 ± 0,7 µM,, res.pectivamente. Estes resljltadQs'

rev'elaní um ganhQ claro de furições benéfigas pãra o

rituximàb modiiíimáo pcm glicoengenharia. Deve-s8 salientam

que uma preparação eficíe'nte d.e qlicoEoímas FCYR] I Ia de

alta afinÍdade de ligação é clínicamente sigr&Eieativo para

abor(jar a questão db palimorf ismo receptor Pgy engDntrado
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em paoie.ntes e-am cânc'er que sào menos qü nM .res,ponsívo,s ao

ixatamenta cam anLiLorpos moTlcjEIanais comuns . Nes'tes

pacierLIte3, (3 aielo F'cYRTHa-'F158 tem uma baixa afinidacie

para (js mAhs tj0rHpêuEicQs, cais como rituximah, em

çoÍulparQçàQ cqm' q receptür de elevada afínidade, o alelo

FgYRIIía-Vl5A. (52, 60,, 61) . Funçôes efetoras mediadas p.elD

reeeptot Ecy fDrÀA também 5'ug€rid'a$ s€r um mecarttsmo

impe'rtarite p.ata ccmseguir a ímunídade protek.o£â de

anticorpos ne.uttalizantes de HXV. (62) Assirn, ã abQr¢ja,gem

gliccjengenharia descrÍta no presente docúine'nto pode

encQncEaF amplas aplicaçõ-es ria produçà."o d.e- vàLía3

g1icofotmas d.e£inida3 de -antícoEp.Qs monoc1"onais valios.os

para os estudos funcíona-is, beut com 'para apLicaçòes

biE)ulédicas.

[DO1Q9] Uma ahardagem efjLIcierIte pE!Ea glicoengenhari.a

quimioenzimática de anLíeDERo6 Lgg iWactas é d'e5criLa no

ptesente dogtmentQ. Ãs du.as novãs glieo.síntases basead.os em

EndoS g"tadas pela locaí dc mutagênese rjj rígida demoris'tram

unia ampía espm:if icidade dê swbst£ato capaz de transt'erir

N—glicarIos sialiladDs e El3íali,idaQ's e do tipo çoKLpI.exo,

a\gu1n gc)mQ nüc1eçj de' N-glícanos modíficadoe seletiva-mente

da's oxazolínas gIicanoa cor'res.pondentes aos ant ícE)rpQs

intactõs Fc-desgligDsi].a(jQ8. Àlém d,iss©, a ábordagem de

a$glic'Q$ii'açãQ / Feqlig"o3i laç'ão é afícaz para ambos cj5

anticorpos IgG, de nüelen fucosi lado e não Íucosilado

quando ljúl w-£mosidâsê é adequadamente ccmbi nadà . Estãs

nâvas de8cQbeFtas atwientam $ignificaEivamente o alcance do

métocio quimi,Qenz=ãtico .e tornada pq35Ív€Í uma

tEan(3fAQrmação efíciente doa .ant ieorpos monoclonais intagLo.s

em várias 9lLc5formas bem definidag que sào aré aqúi

diEicil de obi:or pq£ métodcis jà existentes. Es'pera-se que
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esta abcirdagem glicoengenharia p055a faciiitar o

de'smvQlviÚlerLrQ de pt'odtttos biológicas biasími lares e/ou

biomelhorados que possuem uma efícà'cía ter apêut ica e/ou

obter novas £unções.

Materiais e mêtados

(ODlü9] .An.rícoEpQ mcinocloríal rituximab (ritLlKaFL,

Ge=ntE'ch Inc. , ScIuth Sa'n Francisco, CA) e IVIG Íbram

adqIjiridDg at r"avé-$ prémim Hea,Kh SerVices Inc, (Columbia,

MD) . Sía1ogLícano Qxazcl.lírÍ'a (2) e oxazolína de tipu asialo-

glícam uomplexo {") faram sinte'tizados segui rtdo

procedímento Felãtadcj antEricrm.enL,.ee. (3B, 4 6) . ai-

fugcjsidàse de rim bQvinQ fg'j adquirida da Sigma (St. Louís,

MO} e Prozywe (Hayward, CA ) . EndQ-PN-acetilglucosalninídase

de ArthEobac'tar protophòrmiae (endoA) e endo-Pbl-

aeer ilglucosãMnidaw de' Mucot hiemalis (e.ndoM) e" seus

mutantes foram produudcjs e'm eKce'ssQ em E. cQii seguindo os

procentos ralatados (38) Ó PNGase F foi adquiricb a

parLiF de New ErLglHrLd Biolab's (I.pswích , MA) .

[Ci0i1W CramatQgrafL·a LZquida de Espeictrometria de Massa

(lc-ms)

[ô'Qlii] Aé m-Ms Eoi realizada em um siste.ma LXQ (Thermo

sQentifzc) cam um cQ'luna Rypersí] GOLD (1, 9 mµ, 50 x 2,1

nun) . A& ,stras de IgG, foram tratada,q coin 0, 5'% de G-

metcaptoetanol e aquecidas a .60 "C duràrtte 15 min, aín

s'eguida, gubmetida â mediçãD LC-MS. A análise fâí reaiízada

a 60°C, efetuaniio a eluiçãa icom 'um graMente Iínear de I(J"

40Ê de MCCN contendo 0.,1@ de âcido fõrmtc» .an 10 min 'ã ÜÍR

gaMdàl de 0,25 mL / min.

LQQ112] £8pecErQme.t£ia de Massa de iaI1izaçãUL cbe ELêEtEorâ

spray de (Esr-Ms) e Es,pectrometria de Massa de Ionização e

dess€jEçà(3 a laser assistída poe matriz de tanpo de vao
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(Maldi-tçjf MS)

[00113] Cis espectros ESI-MS foram -nedidos em uru únicc>

esÊject£òntetrQ dQ massa quádrüplo Waters Micromaás ZQ-4000.

ç) MALOI-TQF Riii foí r€a1izadra em 'am e"spectxümetro de rnassa

Auto£Lex II MALDT-TOF (Bruker Daitonics, Billetica, ma) . (j

instFAmenW fai ealib£ado usanda q kit de calibração

ProtecMà8s Pepriáe l9LDI-MS (MSCAL2, Siqma / Aldirich) . A

matríz ds ácído 2, 5-di-hídroKiberLzL)íc.o (DHB) fõi utílizadâ

para c'3 gIícanrjs neutí»s e 2' ,4', 6 '-trihÍdtÁ*iac4tQfen9na

(THAPJ fsji utiliza& pa.ra os giicano3 âcid'os.

[OCll L4] SQbre-BxpF@&são e purifícação dê RndúS e Mutanzes

[DCll15] EridoS de tipo selvagem Eoi prod'Wzida em excesgQ

m e. cali e puríticada de acordo cnm os p'rc/geçiijnento,s'

Eelaltàdos ant-e£iormenrde, {40, 63) usandQ o pLasmídeo pGEX-

Endo,S que foi geritílmente QfereeLdo pelo D-i, M. Collin

([jhivers.idade de Lund, Suécià). Os çlois wutantes de EndoS,

b233& e D233Q, fü ràm gercdos wsahdQ tj kit de nutagênese

dZrígida ao local GeneArt (TnvitEcjgen) de acorclo cd.tti as

imstruçõe,s do fabEicantje. C) píÀsmide(j pGEX-£ndoS Eoi

utilizadD camo molde, e LÁ Taq polimerass (TakaEa,. japãQ)

fqj ut-ilizada para a E'CR. As mutações Íoram eo|juirmãdas pof

sequencíamento de ADN e transformado em BL21 (DE3) .. Qs

tra|n6Eormantes faram culEivad(j3 :eEn, meZo Luria-8ertaní qjue

cemrém IQO mg/L de carbenicilinà, e .inchizídos eam 0,1 utM dE

isqµropi14?04:iogalact:opir-anusideo du'rante i6 h a 25"G. Ãs

&Iulas Eomm eihídas pDr emtritüqàçãa a 1700g Mrànte 15

utin a 4"C, D seçlimento celular fjài susperíso @ sjcjjL|jç=

saíiima tamporiada com Eosfàto {pH 7,4) eom lísôzima e PMSF.

A rn-i5ujFa á€ liae foi c%Erífugada a 16âOf)g dutavire 20 miti

a 4°c. ApáÂ a c&ntrifuq\açHo,. o slQbEenadante da lise cslular

Eoi a|pIigadQ a 3 rU dé 5()% de Ee8ína dè glutatWna-
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Sepharose 'IB (GE HêâLthcate) . as amostxas foram incubadas a

25'ç dWaOte .60 Win cc@ agita¢àQ maue. Ã FBÜna fiioí

apLíjcada a ama coluría de 10 mL (PD-IO CIE GE Healthcare) e

Iavau-3e eijlcD vezjeg Cpkl E'BB. 5D'(J µL de t.ampão de elúiçãÀ

da glutatí0nà (5Q M Trig-H€l, glütacíona 10 m, pH 8,0]

foi adigiQnadQ à coLuna, irIcubMÁ-ge à temperatura ambiente

durante 5 miri, reeolheu'-3e,, e, em segiuida, r%e[iu-se txês

v2zés. as fLa[çxm eÍuídas Íbtain reunidas e .subme.t idas a

diàIi3€ gantra bampãa de Fasfato d,e sódiD j50 rriM, pH 7,0)

durante a noíte & a"c. As amostras de p£oteina Eoram èritãcj

cQneerlLtadas utilizan'da filtros Amicon de ulxra centrífuga

de IÜ kOa (Millipore).. As amostta3 de pFDteina con'centEadas

foram ana1i3adas por SDS-PAGE, e a c"oncantraç.ào d.e proteima

f oi quantif icada utilizanda úrn espectrMbtWetra 200Oc

N.ãrIo-Drop. C) tendimenco da p:rod'ucàv exçe8gi17al dos endoS de

t ípQ selvagem f oi- de" a.ptoximadamente 40 mg /L, e o

EBndimento para ps mutantes foi de aprQµ:írnadamerLLe 30 mg/L.

[0Qll6l Desglicosilação de Ricüximab pqe EndoS' de t ipo

selvagem para dar (Eueal-, 6) G1cNAc-Rituximah (1)

[O'DIL7] RitaxWah comercial (2Õ ütg) em t~ãõ Tris-Cl (Y)

m pH 8,f), 2 rnl) tcii Zncub.adõ ccm EÊ1cÍqG (3'Q Elg) a 37'C

durante 1 h. aa anáHsea LC-MS e de SD',S-PAGE índiLcEman qN

a cLivan@ campleta dos N"glicânos na cadeía pesadâ. Á-

M.sturà de reaçào Eoi submet'ida a cTqmatQqrafia de

afinídadé 'm uma caluna de proteina A- res'ina agarase (5

rnL) ©jb Eoi pré-jgquLiibrada com urn tampão TEis:«Cl l20 -nM,

pH 8,Q). A caliana I&L lavada ccjI(í Ttis-.Cl l2Cl mp4, pH 8,0, 25

mL) e gAicina-HCl 12q mM, pH 5,0, 20 mj-j , s-ug€$8ivamente. a

IgG ligada foi liberMa com gLic'ina-HCL {1(10 mM, pH 2,5, 20

mL) ,. e as Xaçães di= eluiç'ão f oram imediatam-'ente

neut ralizadas com tampào Tris-Cl (1,0 M, pH 8,8), As
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£Ea|ções cont endía as fraqmentos Fc £Qr:am comb i-na da s e

caneentíadas por filtràçào centrífnga (filtro cenÈxíÈuga

Amicon Ultra, MillipQre, Billerica, MA) para dat (E'üQ al,. 6)

GIcNAC- rituximab {ll {18 mg) .. LC-MS': c a Lculado para a

cadeía pesada de (Fuc uí, 6) GlcNµ.c-rituxima'b jll ,, m = 49

42C} Da, wn enearitrMo (m/z) , 4 9 42Q (dados da

descQnvoluçãQ) ,

[DQLIBJ Tfamsglicosi Laçãa de (Fucal, 6) G1cNAc'-Rituximâb

(ll exm SiaÍog1ícana de oxazolina (2) pot Mutantes de Endt>S

dÁ33A ou p233q

[ODI19] Uma soIuçãa de l Facal, 6) GlcNAc-rit uximab (j) (10

TlG) e siaàoglicano-oxazolína 12) tlO mg) :em tampào Tris (50

ML pH 7,4, 2 nü) foi incubada com q wjtântè de ErtdoS D233A

qij D233Q (200 µg}, a 30°C. Eoram recolhidas :amQstras ê-m

intervalo2 e feIEanl analisadas por LC-MS. Após 2-3 h, a

nonitoriza|¥c) LC-6L9 iMicou a reação completa de (Pucol, 6)

G1gNàc-titUx'=ab (1) pa ta dar a produtct àe

tr1ansqucQ5í1açã0 (3) que pQrta os N-glicanos cowpletamente

sialilados. A mi3tura de reaçãa fo i submetida a uríia

cromEografid de afi.n.idade em uma Colúnã de aga'rose-

pt"oteína A de acordo com o procedimento descxito aei-na. As

frações contendo o produto foram coMbinadas e. concentradas

par u1LracenttirugaçãQ para dar q ritu.ximab sia li1adci (3)

(I1 mq, q'âãntíratívo) . LC-MS': calculado para a cadeia

pes-ad.a de ( J) que porta cj N"qlic-ano totalmente sialílado

de, M = 51 421 Ija;' encan't.rado (m/z) , 51 42'6 (dados de

de$cQnvjqluçàQ) .

[wj12Dj TLansgLiExjsilação de (Fucal, G) G LeNAc.-jRi tuximab

( 1 ) crm Mmi3GlcNAc ou.azolína ( 4 ) e Man3Glc'NAc oxazolirla

.etiqüecada E0m azida L6) pE)r endoS-0233C2

[00121] A trarlsg1iccjsi laçãa fcií tealizada ctmo déscríto



53165

para a p'reparaçàQ de (3} par.a daE os produtos

cQEr%po:ndenEes. A anáii9s pqr LC-MS de ritljx^b

mdi Eicade por glic.QengBnharLa {5 Er 7) : catcuía& paEa a

cade±a p-esada de ( 5) que pQrta q Man3GjcNAc2 N -glimms

fucQ$íIados, m = sa 109 Dã: 8ncontra[dô (m/z) f 5Q 112 {dadòs

de desc.Qn"ÜQItjção) ; c'alculado para a cadeia pesada de j7j

pmtando cj azido-Man3GtcNAc2 N-gíicam Íuco3ilaacy, M = 5D

134 Da:' encontrado (m/z) , 50 143 (dad(3s de' de&e(jr1volução) .

[QÜ122] DefucQ$i1açàQ de (FucaZ,6) g1gNM-RiEuximab (L)

por uma Fucosidase de ri-m bovino

IDQ1231 Uipa solução de (Fucu1,6l glcNAc=rituximab (i) Q

mg] em tawpào £osEato l5Ô mM. pH 5,5, 2QO µ]j eoAtendQ

azlclà de sõdiQ a 0,05 fo.i íncubada com o fucosídase de rZm

heivino jPruzyne. 5 TJ) a 37"C. For-a'm recolhidâs amostras em

inté'tvaKx e Íúraín an,ali&a.dQs p(jr ÍC-MS. Apás ZQ dias, q

acampanlhamentQ LC-MS indi GOlj "q de.tuc-osílação ccim.pleta de"

(njEM1,,6l GLcNAc"ritui'níab {1) pata dar q prcjdLjto, GlcNAe-

e i LúMMãb ( 2) . a wistura de rêaçãcj foi submetida a

crcjjmacQgxãriã dkz afinidade em uuuà eg'1una de proteina a,

seguinda ü pLoc|edím8to descríto a-cima. :As Eraç6es contendo

o ÊLroduto toram eambinadas e cQneerltradas par

ljÁcra("eTLrFifuqaçgo pata dar GlcNAc-rituxinab (2) (2 mg,

quarLtítatívQ) . LC-MS: calculado para a cadeia pes.a.da de

GJcNAc"ritwimah (2) puttaMr de urna porçào GIcNAc, m = 49

274 Da: aricòntradÁ (m/z) , 49 274 Ldãdsis de deo(jnvolugàD.) .

[0012'4l TKaMglicosilã'çãcj de glgNAg-Rituxjxnab {4) gem

GIícano oxazulima de tjpo compLLexQ Asialilado (5) pax D233Q

MutatíE

[0'0125] um

Q"Razouna (5)

Ècji incubadá

so1uçào de gLQNAc-xit1ujmb (4) (z wq) e

(5 mg) etn ~ão Trás (50 mM, pK 7,4, 0,5 mL}

e'qei u endo 5 - C'2 3 3Q (2QO µg) a 37"C. Fôram
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r'ecajhidas amastras "em. inteEvalos e Eoram ana1i5ad[)s 'por

LC-MS. Após 2 h, a moniEoriza[¥D I£-M5 índZcou a reação

gDÜ\pleta de 4 para .se obter o pFoduto de transqliesílaçào

mErE5po'ndente l6) . A místura de reaçàc foi sulbmetída a

cEamatogtafia de atinidadtz em uma coluna dô proteína a.. As

Eraçõ'es QQ"nrendo c) prQdu|EQ fciram gambíaadas e coràc'entradas

por ultr-acer1tEíEugaçãQ para da:t a glico Èiào fueQ$Lldda

dé títwci=db ( 6) (2 uig, .quantitativo) . LC:—MB: gãlculadQ

para a gaáeia pesada de (6} qua porta o N-glicano não

Eucasiíadó, M = 50 693 Da; encontrado (ÍP./zj , 50 695 lcl.ados

de des'convDlução) .

jDQ126] r'esqtico8ilnçãa sítio e3pecifig"a na Pc D-am.ini-o de

IVIG par E!ndo9

[00427] IVIG comexcíal t20 mgi ení tampão Tris-Cl (5Q mM,

ph 8,lj, 2 ml) toi inoubada cqh ÈXt,doS (SEQ id no: i) ( 30

pg) , a 3"7 °C dara"nte 1 h. 'O resáduo foi sujeito a

cEomatograEia de afinidade etn uma coluna de prQte'írja A parà

6ê ohter o 1Ncu1,.6l glgNAc-ÍGIV (20 ulg, quatít icaLiv1o), em

que os N-g1igarLo5 de Fg foram .rèmovi-das., deixandú a GICNAC

a1,6-fucosilado nos locais N297.

(00128] Tta|n6glicasilaçãg cie (É"úc¢ü, 6) GICNAc-IVIG com

QXazQIiAa SLalogiicam (2) p'or D233Q Mutant

[DOI-29] Uma soluçào de ( (Fuccxl, 6) GLcNAc-IGIV l3 mg) e

ualQglicanQ-gxa£01ine (2) (3 mg) em tampãa Tris (50 mM, pH

m, 2 ml) Eoi inç¶üja|da com, q wütante D233Q ( SEQ id no: 2)

(6U pg), a 3Q'C. Após 2 h,, a anãlis-e de S'D.S-PKGE indicou a

reaçào completa de {Fucu1í 6) Gjc'NAC-TVIG para dar o produto

tÍB tran8gAig0si1açãc)s A m'isL,u,ra de reW;ào Íloi subm'etída a

crÜmaEQgrafià dR afinidade em uma coLuna de prot.eína A paEa

prrjLporEíonla£ o IVIG remodeladc-g1íco (.3 mg], quantitativo) ,

em que os N-glicams de Ec Eoram ren|o('e1adc]8 para (ds N-
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gli'éanvs de típo ccmplexo totalmente siaj ílados.

r0'0l3ç)] WpenlmerErQ'$ de liq#çãlQ de Ressonãneia plasmõnica

de Superfície (SPR)

[Clljl3l] A Íigação ep.tFe as dSfemntes glicoformas de

reuepLores de IgG e Eey f M mêdid.ã por tessQnâncía

plasmônica de superfiM"e ISPR) , uti1ízando 'am irjstr,umentQ

BíagQEe TIQCI (GE H#Athea£e, EUA) . Uína pmteí'na de 5000 RU

foi imQhiliFâdQ em u"m chip de biDsseT1sE)r CM5 (GE

Êlealtheare) tjt ili zando uma quimica de acQplamerLto de amína

pr ímâr ía padrãQ a pH 4, 5 para cap'tljraE as diferêntes

glieoformas de Igg. Uwa célula cle [luxo de r'eÍ#rêngia fçjj

prêparaM de modá Sgnlelhance, sem injeção de pFoteína A..

Oãda g1ícoforna indívidual- de TgG em ta.mpãD HBS-E? (HEE'ES IQ

míu ph 7,ij, N,aCl 0.,15 m, 0,05& v/V de tensíoativo P2QJ fitji

inj4Rad.B a IÇ) µL/mín à prcrteína A de superfície e atingiu q

MireL de captura dé 150 P.U. A di1uiç'àu em 3érie de

recepkores FjcyÍ 1Ta e FcyÍ Ib floi injetada eni 10 µLjmin.

Mpúis de cada g£c'lb, a superfíçie fqj reqenerada 'através

da injeção dê JQ oú4 de Hcl a 1.0 µL/mírí duxante 30 s. Os

dados foram a.justada em um modelo de liga'ção Dl:Ol Lang-muá£

usando softwate de avaliaçà'o BIAcore TIQQ para tibrer qe

dadoS de gcnstante de eqúi I'btío (KD) .

[00133]

ReÍ!erên"cia3

Í.OQ134] Qs canteúdos de tadas as refenncia8 aqui eiradas

,SãQ íncorporadas no presente dQcum.8ntQ pof referência para

todas os fíns.
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[001361 2. jeFf!etis, r., Glycosylatíon as a stratêgy to
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. Método de preparação de um anticorpo de núcleo 

fucosilado ou não fucosilado ou um fragmento Fc do mesmo 

tendo uma porção oligossacarídeo predeterminada, 

caracterizado pelo fato de que o método compreende: 

proporcionar um anticorpo IgG ou um fragmento IgG-Fc, 

que compreende um aceptor de GlcNAc de núcleo fucosilado ou 

não fucosilado; e 

enzimaticamente reagir o aceptor de GlcNAc de núcleo 

fucosilado ou não fucosilado com um doador de 

oligossacarídeo ativado utilizando um mutante de 

Streptococcus pyogenes Endoglicosidase-S Asp233, em que o 

doador de oligossacarídeo ativado é uma oxazolina 

oligossacarídeo sintética ou oxazolina sialilada, em que o 

mutante Endoglicosidase-S é selecionado a partir de um 

mutante que compreende uma mutação dirigida ao local D233Q 

(SEQ ID NO: 2) ou D233A (SEQ ID NO: 3), em que o doador de 

oligossacarídeo ativado porta uma porção oligossacarídeo 

ativado que compreende um número e tipo predeterminados de 

resíduos de açúcar, no qual através de uma reação 

enzimática, a porção de oligossacarídeo ativado é ligada de 

forma covalente ao aceptor de GlcNAc de núcleo fucosilado 

ou não fucosilado, preparando-se assim o anticorpo 

fucosilado ou não fucosilado ou fragmento Fc com a porção 

de oligossacarídeo predeterminada. 

2. Método de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizado pelo fato de que a oxazolina oligossacarídeo 

sintética é um di-, tri-, tetra-, penta-, hexil-, hepta-, 

octil-, nona-, -deca ou undecassacarídeo oxazolina. 

3. Método de acordo com a reivindicação 1 ou 2, 

Petição 870210036739, de 22/04/2021, pág. 5/17
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caracterizado pelo fato de que o núcleo fucosilado GlcNAc-

aceptor é uma alfa-1-6-fucosil-GlcNAc contendo anticorpo ou 

fragmento Fc. 

4. Método de acordo com qualquer das reivindicações 

anteriores, caracterizado pelo fato de que o anticorpo de 

núcleo fucosilado ou não fucosilado é um anticorpo 

monoclonal selecionado a partir do grupo que consiste em 

ibalizumab, cetuximab, rituximab, muromonab-CD3, abciximab, 

daclizumab, basiliximab, palivizumab, infliximab, 

trastuzumab, gemtuzumab ozogamicin, alemtuzumab, 

ibritumomab tiuxetan, adalimumab, omalizumab, tositumomab, 

I-131 tositumomab, efalizumab, bevacizumab, panitumumab, 

pertuzumab, natalizumab, etanercept, volociximab, um anti-

CD80 mAb, um anti-CD23 mAb, alacizumab, pegol, eraptuzumab, 

ipilimumab, iratumumab, matuzumab, tremilimumab, 

zanolimumab, adecatumumab, oregovomab, nimotuzumab, 

briakinumab, denosumab, fontolizumab, daclizumab, 

golimumab, ustekinumab, ocrelizumab, ofatumumab, belimumab, 

epratuzumab, plozalizumab visilizumab, tocilizumab, 

ocrerlizumab, certolizumab pegol, eculizumab, pexelizumab, 

abciximab, ranibizimumab, mepolizumab e stamulumab. 

5. Método de acordo com a reivindicação 1, em que o 

doador ativado de oligossacarídeo é uma oxazolina de 

oligossacarídeo sintética, caracterizado pelo fato de que 

adicionalmente compreende:  

(a) proporcionar um anticorpo IgG com núcleo 

fucosilado ou não fucosilado ou um fragmento IgG-Fc, que 

compreende N-glicanos heterogêneos ou indesejáveis; e 

(b) remover os N-glicanos heterogêneos ou indesejados 

por uma enzima selecionada a partir de Endo S ou Endo-A 

para formar o anticorpo IgG ou fragmento IgG-Fc 

Petição 870210036739, de 22/04/2021, pág. 6/17
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compreendendo o aceptor de GlcNAc com núcleo fucosilados ou 

não fucosilado. 

6. Método de acordo com a reivindicação 5, 

caracterizado pelo fato de que a enzima usada para remover 

os N-glicanos heterogêneos ou indesejados é Endo S. 

7. Composição caracterizada pelo fato de que 

compreende pelo menos um mutante Streptococcus pyogenes 

Endo-S Asp-233 selecionado a partir do grupo que consiste 

em D233Q (SEQ ED NO: 2) e D233A (SEQ ID No: 3). 

 

Petição 870210036739, de 22/04/2021, pág. 7/17
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A

MDKHLLVKRT LGCVCAATLM GAALATHHDS LNTVKAEEKT VQVQKGLPSI DSLHYLSENS

KKEFKEELSK AGQESQKVKE ILAKAQQADK QAQELAKMKI PEKIPMKPLH GPLYGGYFRT

WHDKTSDPTE KDKVNSMGEL PKEVDLAFIF HDWTKDYSLF WKELATKHVP KLNKQGTRVJ

RTIPWRFLAG GDNSGIAEDT SKYPNTPEGN KALAKAIVDE YVYKYNLDGL DVQVEHDSIP

KVDKKEDTAG VERSIQVFEE IGKLIGPKGV DKSRLFIM DS TYMADKNPLI ERGAPYINLL

LVQVYGSQGE KGGWEPVSNR PEKTMEERWQ GYSKYIRPEQ YMIGFSFYEE NAQEGNLVVYD

JNSRKDEDKA NGINTDITGT RAERYARWQP KTGGVKGGIF SYAIDRDGVA HQPKKYAKQK

EFKDATDN|F HSDYSV5KAL KTVMLKDKSY DLIDEKDFPD KALREAVMAQ VGTRKGDLER

FNgnRLDNp AIQSLEGLNK FKKLAQLDL) GLSRITKLDR SVLPANMKPG KDTLEWLET

YKKDNKEEPA TIPPVSLKVS GLTGLKELDL SGFDRETLAG LDAATLTSLE KVDISGNKLD

LAPGTENRQI FDTMLSTISN HVGSNEQTVK FDKQKPTGHY PDTYGKTSLR LPVANEKVDL

QSQLLFGTVT NQGTLINSEA DYKAYQNHKI AGRSFVDSNY HYNNFKVSYE NYTVKVTDST

LGTTTDKTLA TDKEETYKVD FFSPADKTKA VHTAKVIVGD EKTMMVNLAE GATVIGGSAD

PVNARKVFDG QLGSETDNIS LGWDSKQSII FKLKEDGLIK HWRFFNDSAR NPETTNKPIQ

EASLQIFNIK DYNLDNLLEN PNKFDDEKYW ITVDTYSAQG ERATAFSNTL NNITSKYWRV

VFDTKGDRYS SPVVPELQIL GYPLPNADTI MKTVTTAKEL SQQKDKFSQK MLDELKIKEM

ALETSLNSKI FDVTAINANA GVLKDCIEKR QLLKK

B

M DKHLLVKRT LGCVCAATLM GAALÁTHHOS LNTVKAEEKT VQVQKGLPSI DSLHYLSENS

KKEFKEELSK AGQESQKVKE ILAKAQQADK QAQELAKMKI PEKIPMKPLH GPLYGGYFRT

WHDKTSDPTE KDKVNSMGEL PKEVDLAFIF HDWTKDYSLF WKELATKHVP KLNKQGTRVI

RTIPWRFLAG GDNSGIAEDT SKYPNTPEGN KALAKAIVDE YVYKYNLDGL DVAVEHDSIP

KVDKKEDTAG VERSIQVFEE IGKLIGPKGV DKSRLFIMDS TYMADKNPLI ERGAPY|NLL

LVQVYGSQGE KGGWEPVSNR PEKTMEERWQ GYSKYIRPEQ YMIGFSFYEE NAQEGNLWYD

INSRKDEDKA NGINTDITGT RAERYARWQP KTGGVKGGIF SYAIDRDGVA HQPKKYAKQK

EFKDATDNIF HSDYSVSKAL KTVMLKDKSY DLIDEKDFPD KALREAVMAQ VGTRKGDLER

FNGTLRLDNP AIQSLEGLNK FKKLAQLDLJ GLSRITKLDR SVLPANMKPG KDTLETVLET

YKKDNKEEPA TIPPVSLKVS GLTGLKELDL SGFDRETLAG LDAATLTSLE KVDISGNKLD

LAPGTENRQI FDTMLSTISN HVGSNEQTVK FDKQKPTGHY PDTYGKTSLR LPVANEKVDL

QSQLLFGTVT NQgn|NsEA IJYKAYQNHKÍ AGRSFVDSNY HYNNFKVSYE NYTVKVTDST

LGTTTDKTLA TDKEETYKVD FFSPADKTKA VHTAKVIVGD EKTMMVNLAE GATVIGGSAD

PVNARKVFDG QLGSETDNIS LGWDSKQSII FKLKEDGLIK HWRFFNDSAR NPETTNKPIQ

EASLQIFNIK DYNLDNLLEN PNKFDDEKYW ITVDTYSAQG ERATAFSNTL NNITSKYWRV

VFDTKGDRYS SPVVPELQIL GYPLPNADTl MKTVTTAKEL SQQKDKFSQK MLDELKIKEM

ALETSLNSK) FDVTAINANA GVLKDCIEKR QLLKK

Figure 17
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