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“"GLICOENGENHARIA QUIMIOENZIMATICA DE ANTICORPOS E
FRAGMENTOS FC DOS MESMOS”

DIREITOS DO GOVERNO NA INVENGAOD

[0gl] Esta invencdo foi feita com o apoioc do governo
com os niamercos de concessdo GMOBO274 & GMO%6973 concedidas
pelo HNational Institutes of Hesalth. O governo tem
determinados direites na invencao.

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDQS RELACIONADOS

L0

F

02 ] Q pedido reivindica prioridades AL Pedido

iy

ovisdrio dos EUA N " €1/5%7.46E8 depositade em 10 de
fevereiro de 2012, o conteads do gual & 1ncorporade no
presente documeritc por referéncia, para todos ns fins.
ANTECEDENTES DA IRVENCAO

[003] Campo da Invencao

[D04] A invencdo refere-se a sintese dia gliceproteinas,
e mais particularments, & untilizagdo de uma Ende 3 mutante
e recombinante, uma  endo-PN-acetilglucosaminidase  de
Streptocaccus pyogenss, que possui atividade
transglicosilagdo e atividade de hidrélise limitada de meode
permitinde & remeodelacdo de glicesilacac eficiente do
dominio anticorpo-Fo.

[n0%] Descricdo da tédonica Relacionada

(006) Os anticorpos monoclonais (mAb) do tipo IgG, si3c
uma importante classe de proteinas terapduticas utilizadas
paxa o tratamento de cancer, doengas auro-imunes e
infecriosas. (1=3) Anticorpos IgG s8o compostos de duas
cadelas pesadas e duas cadelas leves gue estdo assocliadas
para formar trés dominlos distintas da proteing, incluirido
dais dominios Fab varidvels & um dominic constante Fc

(cristalizavel) ligado por uma regifio de dobradicga
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flexivel. OUs dominics de Fab sic responsaveis pela ligagéo
ac aritigene, enquante gue o dominic Fo esta envolvido em
fungdes eferoras mediadas pelo receptor Fe, fais como
citotoxicidade ce=lular dependente de anticorpos (ADCC) e
citotonicidade dependente de complemento ([CDCT). (2, 4] O
dominio Fe & um homodimero que porta dois N-glicanos nas
lorais de N-glicosilacéo consarvades (N2937) . Qs
vligossacarideos ligados sao do tipo complexo biantenar com
consideravel hetverogeneidade estrutural, em gue ¢ ndclep de
heptassacaridec N-ligado pede ser difsrencislmente decorado
com  fucose nuclear (Fuc), bissectriz N-acetilglucosamina
(GlaNAc), galactose termingl (Gzl), & acido sialico
terminal { Sia) como moestradeo na Figura 1. (5-7) Estudos
estruturais de raips-X cristalograficos e RMN indicam que
og gliganos Fc sdo colotcados entre os doils subdominias
CH2/CHZ & tém mbltiplas interagdes ndp covalentes com oS
dominios Fc. {8-14) Estes estudos té&m mostrada gus a
ligacao de diferentes glicanos Fe pode ter impacto distinto
sobre as conformagdes do dominip Feo, implicando um papel
impecrtante da glicosilagdo na manutencdo de uma adequada
estrutura de dominic Fc para interacgédes com recepbores Fo
respecrivos associados com as fungdes efetoras do anticarpo
{8-14).

[007] Fol ainda demonstrado que as estruturas finas de
N-glicanocs Fc sdo determinantes impertantes das atividades
de pro- e anti-inflamatdérias de anticorpes. (2, 15), por
exemple, a falta de fuccse de nuclen, bem come a ligagace ds
uma pergde GlcNAc bissector, aumenta dramaticamente a
afinidade do anrticorpe para o receptor FoylIIa (FeyRLILal,
que & responsavel pela citotowilcidade celular dependerite de

anticcrpos (ADCCT). (11, 16-18) Assim, mAbs com baixo teor
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de fucose sao procurados para a melhorlia da e=ficacia
dnticdncer in wvive. (18, 20) Por outro lade, a glicoforma
FC wo-2 ,6-sialilada terminal, um componente menor da
imunoglobulina intravenosz [IVIG) reunidos a partlr dos
soros de milhares de dpadores de gangue saudaveis, foi
recentemente identificado como a espécie atlve para =
atividade anti-inflamatdéria de IVIG em um medelo de rato de
artrite reumatbtide (AR). (21-23) Contudo, IgG disponiveis
comaercialmente, incluinda anticorpos monocleonals e IVIG,
tipicamente existem como misturas de glicoformas que nao
530 ideais para as suas respectivas atividades
terapéuticas. Por exemplo, as gllicoformas Fc maicres de
anticorpos menoclonals atualmente utilizados para o
tratamento do céncer sao de nGclec fucosilado gue possuem
uma afinidade relativamente baixa para o recepror de
ativagao FeyRII1a, demonstrando pouca eficacia
particularmente para agueles pacientes com o palimorfismo
alélico FoyRHIa-F158 de baixae afinidade. (2, 15, 20}

[D04A] O impacto da glicosilacao sobre as funcgdes
bioldgicas & resultade terapéutico de anticorpos TgG tem
estimulado grande 1nteresse no desenvalvimento de métodos
para controlar a glicosilagéo de anticorpos. Uma abordagem
€& a de controlar os perfis de glicosilaglo durante =a
produgdo por meio d= engenharia do caminho biossintético de
glicanc em varios sistemas de expressdo, incluindo células
hospedeiras de mamifero, de plantas e de lsvedure (24-30).
Esse controle de glicosilagao, resultou na produgdo de
baixo-fucese ou ndo fucosilado anticerpos monoclonals com &
melhoria da atividade ADCC. Porém, as glicoformas gue podem
sar geradas por esta abordagem tem sido limitadaa, e na

maiaria dos casos, um controle completo a uma glicoforma
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homogénea definida € dificil.

[OD%] Uma analise recente dos wvariocs farmacos de
glicoprot&inas terapéuticas disponiveis no mercado,
ipcluinde rituximab arnticarpo monoclonal, indicau
modificagdes significativas dos perfis de glicosilagdo de
diferentes lotes produzidos em diferentes periodes. (31)
Esta analise implica o desafio na manutengac de uma
produgdo gonsistente de [drmacos 2 base de glicoproteinas e
tamkbém l=vanta preccupagdes regulatdérias, como alteracdes
da glicosilacdo Fo seria mais provédvel impactar a eficacia
terapéutica,

[0010] Uma abordagem alternativa para lidar com a
inconsisténcia e  heterogeneidade na glicosilacae de
glicoproteinas = a realizacac de remodelagio de
glicosilagaoc através gparagdo dos N-glicanos heterogéneos e
ampliar as cadelas de aglcar por glicosilacdo enzimatica.
{32, 33) Tal glicosllagao enzimdtica fol recentemente
descritg usando um método guimivenzimdticeo para remodslacdo
de glicosilagidc Fo gue tira preoveito da atividads
transglicosilacds de wvarias endoglicosidases e  seds
mutantes glicosintasse usando glicano orazollinas como sesusg
substratos [34=3%) Esta abordagem de remodelacdo consiste
em duas etapas: aparagao d& todas os N-glicarios
heterogéneos por um endoglicosidase para deixar apenas o
primeiro GlcMAc nof{s] localf{is} de glicesilagido e, em
seguida, veoltar a adicionar uma estrutura bem definida de
N-glicanos em blocoe por meic de uma reagdo de
transglicosilacac catalisada por endogliceosidase. (32)
(00117 Um trabalho recente demonstrou gue 3 engenharia
de glicosilagae de dominio de IgG-Fc pode ser conseguida

por uma combinagda a expressdo em cé&lulas CHO ou de
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levedura do dominic Fc = & Sua subsequente remoadelacdo
quimicenzimatica afravés de uma aberdagem desglicasilagdo /
reglicosilacac enzimatica. (34-36) Foli demonstrado que a
endo-PN-acetilglucosaminidase de Arthrobacter
protopheormisze, endol, & altamente eficliente para glicosilar
o dominic Fc contendo GlcNAc utilizando vArics coxazolinas
de nicleo de N-glicano sintéticas como substrataos. (34, 35)
No entanto, as limiragdes do estadeo atual do nmétodo s&o
evidentes: (&) nem endol nem endoM [outra endoglicosidass
de Mucor hiemalis) foi napaz de transformar dominico IgG-Fc
fucosilado-niicles, (35) as principais glicoformas de mAbs
recombinantes e IVIG; (B) mutantes EndoD eram capazes de
fizxar um niclec Man3GlcMNhc a um dominic de GlocNAc-Fco
fucosilado, (36); mas nenhum dos endol, endoA, endoM, €
geus mutantes {36-39) eram capazes de transferir N-glicano
tipo complexce intacto a dominio GlcWNAc-Fc ou fucosilados ou
nao fucosilade; e [¢c) a remodelacdo de glicosilagdo de
anticarpos IgG de comprimento completo intactes com N-
glicangs de tipo complexc ainda ®sti para ser alcangado.

[(0ai2) Em uma tentativa de desenvolver um sistema
deglicgsilagac / glicesilacao enzimatica eficlente para
remodelacso de glicogilagdo de glicoproteina, atencdo se
voltou para endas, uma endo-P-N-acetilglicosaminidase
(ENCase] de Streptococcus pyogenes, que & capaz de
hidrolisar es F¢ N-glicanos de anticorpos Igh intactos pox
clivar a2 ligagde Bl,4-glicosidice no niacleo gquitocbiose dos
N-glicanos. (40=42) . Endo=-5 possul atividade de
transglicosilacdo, tal como o capaz de utillzar MansGlcNAC
oxazolina como substrafto doador pasra glicosilar um aceptor
de GlcNAz. No entantco, a Endo=S de tipo =s2lvagem também

possul atividade hidrelitica altamente ativa, de modo que &



6/65

produto IgG glicosilade também estd suj=ito a hldrdlise
répida se a Endo-3 de tipo selvagem & utllizada para a
gintese ¢ rempdelagao de glicosilacgia.

[0013] A luz das atividades acima conhecidas de Endo S,
seria vantajoso proporcionatr um mutante de Endo-3 que
apresenta uma atividade de transglicosilar com atividade de
hidrolizagdo reduzida.

SUMARIO DA INVENGAO

[CO14] A presente invengig proporciona mutantes
selecionades e Ende-5 recombinantes dos mesmos, gue =xibem
atividads de hidralise reduzida e atividade de
transglicosilagdo aumentada para a sintese de anticorpas
IgGt = fragmentos Fc destes, em qua uma cadslia de acglcar
desejado & adicionadec a um aceptor GlcNAc=IgG de nacleo
fucosilado cu nédo fucosiladg .Como tal, a presente lnvengdo
permits a sintese e remoadelacdo de anticerpos terapdutigos
e fragmentoz Fc deos mesmo para proporcionar certas
atlvidades biolégicas, tais coms, o tempo de meia-vida
prolongada in vive, menor imunogenicidade, a atividade in
vivon melhorada, aumenta da capacidade de dirscionamento,
e/ou a tapacidade de entregar um agents terapéutico.

[C015] Em um aspecto, a presente invengdo proporciona a
atividade transglicasilacao de urma endo~-Fh-
acetilglucosamindase de Streptococcus pyogenes (3EQ 1D NO:
1) e seus mutantes, <m gue os mutantes tém peld menos 95%
de homologia i) mesnmo = exibem atividadsa de
transglicosilagde em aceptores de GlcNAc-IgG tante de
niclec fuccsiladeos come nde fucosilado, em  que  as
endoglicosidases permitemn & transferéncia de W
oligaossacaridea (sob a forma de uma oxazolina de agicar

ativado] em bloco para um GlcNRc-IgG fucosiladas ou nao
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fucosilado (ou um fragmento Fc do mesmo) de modo a formar
uma nova glicoaforma de IgG (ou um seu fragmento Fo).

[001€] Em outro aspecto, & presente invengdc proporcicna
matantes Endo-8 gue mostram marcadamente uma maior eficacia
de rtransglicosilagdo on atividade hidrolitica de produto
diminuida ou abolida. Mutantses 1Ilncluem praferéncia mutagdes
sitio-especificas, Iincluindo uma mutacdo Asp-233. Os
mutantes incluem, mas ndp estdo limitados a, DZ2230 (SEQ ID
NO: 2} e DZ33A (SEQ ID NO=z 3).

[A0T7] Em am outro aspecto, a presente invencdo
proporciona um método quimicenzimatico para a preparagao de
glicoformas de nucleo fucosilado ou nag fucosilado
homogéneAS de anticorpos IgG, gue compreende:

& proporcionaR um gceptor selecionado a partir do grupo
gque consiste de um GleNAc-IgE DE nicleo fucesilado, GleNAc-
IgG de nucleo ndc fucecsilade ou fragmentos de I[gG-Fo
correspondentes; e

b. reagir o aceptaor com um substrato de deoader, incluindo
uma porgdo de oligossacarideo ativado, na presenca de
mutantes Endo-S-Asp 233 de Streptococcus pyogenes para
transferir a porgdo de oligdssacariden ativade para o
aceptor e produzir a glicoproteina fucosiladse ou nao
fucosilada homogénea.

(0n18] Em ainda um outro aspecte, a presente invancao
proporciona um métode para a preparagdo de uma IgG de
niucleo fucosilado ou fragmento IgG-Fc tendo uma porcdo
oligossacarideoc predeterminada, gue compreende:

a. proporcionar um aceptor de IgG de niclec fucosilado
gue compreands um residuo W-acetilglucosamina de Twicleo
fuccsilado ligada a asparagina (GlcNAc); e

. enzimaticamente reagir o aceptor de 149G de nficles
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fucosilado com um doddor de oligossacarides ativado na
presenca de mutante de S-Endoglicosidase D233Q [3SEQ ID NO:
21 e D233A (SEQ D NO: 3), em gus o doade
oligossacarideo ativado porta uma porcac oligossacarideo
gue compraende um nimerc & o tipe de residuos de agucar
predeterminado, em gue a porgde de oligossacaridec estd
ligada de forma covalente ao aceptor de Ighi de nicl=o
fucegsilado, preparando-se assim a IgG de nnclea fucosilade
cu fragmento IgG-Fo tendo a porgdo de oligossacarideo
predeterminada.

[0019] Em ainda outro aspecto, & presente invencao
proporciona uma porgac de oligossacarideo ativado, tal como
glicano ou oligossacarideo oxazolina, fluoreto de
glicesila, glicesil azida ou um glicdsido de arila, tal

&

como um substy

7

to doador para 3 sintese de glicoprofeina

=

de nucleo fuceosilado homogénsas ou glicoproteinas nao
fucosiladas. De preferéncia, a por¢do de oligossacarideo
ativado & um oligessacaridep oxazolina.

(0020 Em um outro aspecto, a pressnte invencao refere-
se a om método gquimicenzimdtico para a preparacac de um
anticorpo de mondmeros fucaosilados ou rnac facosilados
homogéneos ou um fragmento Fo do mesmo, dito método
compraendenda;

praoporcionar um aceptor selecionado a partir do GleNAc-
anticorpo de ndcleo fucosilade ouw ndo fucosilado ou  um
fragmente Fo do mesmo; e

redgit o aceptor com um substratco de doador na presenga de
um mutante Endo-5 Asp-233 de Straptocococu® pyogenes, em que
o substrato deador compreends um componiente oligossacarideo
predaterminado com am nOGmerc e tipo de residucs de aglcar

defirnidos & tipos de ligagéo especificos, fornecendo assim
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o anticorpa de mondmere fucosilade ou nac fucosilade
homogéneo cu um fragmente Fo do mesmo. Em uma modalidade,
uma GlcNAc fucosilado wcontendo proteina # um alfa=I1-6-
furesil-GlcNAc-a prateina.

[00271) Em cutro aspecto, a presente invencdo refere-se a
um metodo de remodelar um anticorpo ou seu fragmento Fc com
um oligossacarides possoindo um componente oligossacarideo
predeterminado com um nimerg & tipo de residuos de aglcar
definidos & com tipos =sperificos de ligagidc, compresndendo
o método:

a. preoporcionar um anticorpo de nucleo fucesilado ou
fragmentec Fodo mesmo que compreende Fo N-=glicanos;

b trdtar o anticerpo de nlcleo fucesilade ou fragmento
Fo com uma endo-enzima de hidrélise para produzir uma

porgao GlcMAc ligada a Asn;

[y

o unir o oligosgacariden 4 porgdo GlcNAc ligada a Asn na
pressenga de um mutante de Endo-3 tendo uma sequéncla de
aminodcides selecionada a partir do grupo gue consiste em
SEQ ID NO: 2 & SEQ ID NO: 3, adicionando assim o componente
oligossacarideo predeterminado.

[0DZ22] Em um outro aspectog, a presente invengdo refere-
se& a um método de remodelagdo de uma IgG de nacleo
fucgsilade ou ndo fucpsiladec ou fragmento IgG-Fc com um
oligogsacaridec possuinde um componante oligossacarideo
predeterminade com um nimerce = tipo de residucs de aghucar
definidos e com os tipos de ligagdo especificos, o método
cofmpreendendo:

a. proporciconar wms IgG de nuclec fucosilado ou ndo
fucosilado ou fragmento IaG-Fc obtideo a partir de fontes
naturais on recombinantes que portam N-glicanos

heterogéneas;
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k. tratar a Tge ou fragmento IgG-Fc natural ou
recombinante com uma =ndo-enzima (uma endoglicosidase de
tipo selvagem ou um endoglicosidase mutante com atividade
hidrelitica eficiente] para hidroligar a ligagdo entre os
dois residuos de GlcNAz posicionados mals prdoximos do
dominio pepridico formando assim uma proteina

dasglicosilada portando um acepror de GlcWAc de nuclec

0.

fucecsilado ou nac fucosiladao; e

C. L

5

tir o componente oligossacarideos pré-determinado ao
aceptor de CGleNAc para reconstituir a lidagdo beta-1,4-
glicosidica através transglicosilagac com um mutante Endo-5
Azp=-233 de Streptococrus pyogenss, assim acrescentando o
componente oligossacaridec pré-determinado para remodelsr o
IgG de niclea fucosllada ou nac fucosllado ou fragmento
IgG=Fz.

[G023] Oligossacarideds oxazeolinas aplicaveis incluem,
mas nao se limlitando a, tipo elavado teor de manose, tipo
hibrido, oxazolina sialcglicana e N-glicano tipo complexo,
pen como oz geus derivados modificados seletivamente, tais
como agqueles com etiquetas especificas. De preferéncia, di-
, tri-, tetra-, penta-, hexil-, hepta-, octil-, nona-,
deca= ou undecaasacaridec oxazolinas sdo utilizados como
substratos doadorss para a sintese guimicenzimatica
altamente eficiente de anticorpos IgG de nuclec fucosilados
ou nic fucosilado homogéneos e fragmentos de IgG-Fe¢.

[(D024] Em a&inda outreo aspsEcto, a pressente invengao
refere-se a uwm método para sintetizar um arnticorpa ou
fragmento modificade do mesmo, compreendendo o método;

a. proporecionar um anticorpo IgG naturalmente axistente,
um anticorpo recombinante ou um dominio Fo gue porta Fo N-

glicanos coma precursSores;
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b. Deglicosilar Fr wtilizando uma endoglicosidase, tal
como uma Endo-S selvagem para deglicosilar o dominie Fo
para formar um aceptor de GlcNAc; em gue © acsptor de
GlcNAc & posicionado na regido Fc do anticorpo & o aceptor
de GlcNAcC € ou nucleg fucesilado ou ndo fucosilado: e

C. transglicesilar o aceptor de GlcNAc no anticorpo IgG
naturalmente existente, o© anticorpe recombinante ocu ©
dominic Fe com uma oligossacarideo ogazolina ou  uma
oxazolina sialoglicano tendo um pumera predeterminado de
residuns de aclcar sob a catalise de uma enzima s=lecionada
a partir do grupo gqus consiste em mutantes Endo-5 ingluindo
a SEQ ID NO: Z2 e SEQ ID NO: 3, para formar o anticorpo
modificade com um nimero predeterminade de residucs de
agucar.

[G0Zz5]) Em ainda owotro 4&aspecto, a presente invengio
preporciona  um métode de remcocdelar uma imunoglobulina
intravenocga [IVIG) exipbindo glicoformas-Fc sialiladas, o
meétode gue compreenda?

d. proporcionat wma IVIG portandg Fc N-glicanosy

b. Fe deglicosilar 0s Fc N-=glicanos usando uma
endoglicosidase incluindo Endo-3 selvagem para formar
aceptores GlcNAc; em que o8 aceptores de GlcNAc sio
posicionados na regiao EFc da IVIG & os aceptores de GlcNAc
ou sdo fucosilados ocu ndo fucosilado; e

o transglicosilar os acepteres de GloNAe com  uma
acxazolina sialogliceno tendo wm niumere predeterminado de
residuos de agucar sob a catalise de uma enzima 2elecilonada
a partir do grupo gue consiste em mutantes Endo-§ incluindo
ZEQ ED WOy 2 & SEQ ED NQ: 3, para formar uma TVIG
zialilada.

[Q024&] Um outro aspecto da presante InNvengac proporcions
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uma composigac contendo preparacde de IVIG gus compreende
pela menos 90% de gliccformas Fc sialiladas homogénesas para
aumentar a atividade anti-inflamatoria, em gue as
glicoformas Foc sialiladas s3c sintefizadas wusando um
mutante de Strepltococcus pyogenes  Endo-5 0 Asp-233  em
combinacdo com uma porgdc GlcNAc posicionada na regido Fco
de uma IVIE desglicosilada e uma oxazolina sialoglicanc
tendo wum nimero predeterminado de residucs de agucar.

[anz7) Em ainda um outro aspecto, a preséente invencdo
referge-s2 a um mérodo para a sintese de anticorpos IgG de
nucleo fucosilada ou ndep fucosilado homogéneos  ou
fragmentos de IgG-Fc, o metodo gque compreende:

a. proparcionar um anticorpe Ig6 natural ou recombinante
ou fragmente IgG-Fe, en que a IgG recombinante cu IgG-Fc &
produzida a partir de um sistema de expressao de protelna
tipica, incluinde mas nao limitada a leveduras, insetos,
plantas, e gualguer sistema de expressao de mamifero;

b. remever o8 WN-glicangs dea uma enzima selecionada a
partir do grupo que consiste em Endo-H, Ends-A, Endo-5,
a/ou endo-F3 para formar um proteina contendo GlcNAc de
nucleo fucosilado ou ndo fucosilado;

c. proporcionar uma oxazolina de agucar ou de oxazolina
sigloglicanc com um compenente oligossacarideo desejado gue
compreende um namero & tipo de residocs de agiicar na cadeia
definido; e

a. enzimaticamente transglicosilar a proteina contendo
GleNAC fucop=ilado ou ndo fucosiladeo com uma oxXazolina ds
aglicar tendo um nimero dessjado de residucs de aghncar ou
oxazolina sialoglicano tendo um nimero desejado de agacay =
de residunos de Acide sidlico com uma endoglicosidase

selecionada a partir do grupo gQue consiste em mutantes de
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Streptococcus pyogen=s Endo-8 Asp -233, formando assim um

T

anticorpe IgG de npecleg fucosilados ou nao  fucesilad
homogéneo o ou fragmento IgG-Fo possuinde uma extensio do
nimero desejade de residucs de acacar e&/ou acido sialico.

(0028 ] Ests previsto que a vligpssacarideo oxazolina ou
oxazolins sialoglicano tendec um componente oligossacarideon
predeterminado com um numerc & tipo de residuocs de aglcat
definida pode compreender ainds uma etigneta ou porgaoc
adicional, incluindo, um agente terapéutico ou farmaco,
tais como para o tratamento de cé&ncer, HIV ou outros virus,
substancias que atlivam os receptores na membrana plasmatica
das celulas, agentes gue afetam a guimica intracelular,
agentes que afetam fisica celular, genes, analcgos do gene,
RNA; analogos de RNA, DNA, analogos de DNA, sequéncias de
aminodcidos dos recepteres de superficie, tais como CCRE cu
Ch4, estrutura antigénice que tem afinidade para um
anticorpo especifico; seguénclas de aminodcidos de ligandos
de receptores, tais como gplZl, gpd4l ou gplel, antagonistas
de receptores, blogusadores dos  receptores, enzimas,
substratos de enzimas, inikidores de enzimas, moduladores
de enzimas, proteinas terapéuticas, andloges de proreinas,
metaboliteos, anilogos de metabelitos, oligonucleotideos,
analogos de oligeonucleotidecs, antigenos, andlogos de
antigenos, anticorpos ou og seus fragmentos, anilogos de
anticorpm, um anticorpo diferente do anticorpo modificado,

que & reatlvo 2 outra bactéria receptora, virus, 1ilons

i

I
0

i

inorganicos,

*

one metalicos, agregados de metais,
polimeros, compostos fluorescentes & qualsquer combinagGes
daos mesmes.

[0029] Come tal, a presente invencglo proporciona ainda

um dispositive de administracac pdara a administragdc de um
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farmacc ou agente terapéutice peossuinde uma atividade
biologica para tratar um estado, o dispositivo de
adminisrracdo gque compreende: um fragmento de IgG-Fc ou 1gG
remodelada tendo uma cadela de aglGear pré-determinada ou
sialoglicano e um agente terapéutico ou farmaco ligado aoc
residug de aguicar texminal ou Acide siidlico.

[0Q30] A presente invencac prevé a modificacao de
anticorpos monpclonais relacionades com o HIV, incluindo,
mas pdAo limitado a 17b, 48d, a32, Cll, ZGl2, ¥F244, IgGlblz,
192, ¥5, THX-355 e F%l, todos o8 quals estao disponiveis
comercialmente.

(00311 Qutros anticerpos relacionades com © cé&ncer ou
ourras doencas também podem ser remodelados para um ajuste
individual a detsrminados receptores, aumentando assim a
atividade biolégica, os anticorpos monaclonais podem
inclulir, mas nic esti3o limitados a, cetuximab, rituximab,
muromonap-CD3, abciximab, daclizumab, basiliximab,
palivizumab, infliximab, trastuzumalb, gemtuzumakb
ozogamicin, alemtuzumab, ibritumomab tiuxetan, adalimumab,
omalizumab, tositumomab, I- 131 tositumomab, efalizumab,
pevacizumab, panitumumab, pertuzumab, natalizumab,
etanercept, IGNI10L {Apghton), volocizximak (Biogen Id=e and
PDL BioPharm), Anti-CDAQ mAb (Bicgen Idee), Anti-CD23 mAb
(Biogen I1del), CAT-3888 (Cambridge Antibody Technolagy),
CDP-791 (Imclone), eraptuzumab (Immunomedics), MDX-010
{(Medarex and BME), MD¥X~-060 (Medarex), MDX=070 (M=darex),
matuzumak (Merck), CP-675,206& [Pfizer), CTAL (Roche), SGN-30
(Seattle Genetics), =zanolimumab (Serono and Genmab),
adecarumumab (Serenc), oreggvomab (United Therapeutics),
nimotuzumak [YM Bioscisnce), ABT=874 (Abbott Laboratories]j,

denosumab (Amgen), AM 108 [Amgen), AMG 714 (Amgen),
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fontellzumak [(Bicgen Idee and PDL BicPharm), daclizumab
(Bipgent Idee and PDL BioPharm), golimumab (Centocor and
Schering-FPlough], CNTO 1275 (Centocox), ocrelizumab
[Genetech and Roche), HuMax-ChDz(0 (Genmabl, belimumab (HGS
and GSKi, epratuzuomab (Immonomedics), MLN1202 (Millenmium
Pharmaceuticals), visilizumab (PDL BioPharm], tocillizumab
(Roche}, ocrerlizumab (Rochel, certolizumab pegol (UCB,
formerly Celltech), eculizumab {Alexion Pharmaceuticals),
pexelizumab (Alexion Pharmaceuticals and Procter & Gamble},
abeiximab [(Centocor), ranibizimumab (Genetech), mepolizumab
(GSK), TNX-255 (Tanox!, du MYE-02% (Wyeth)..

[Q032] Ainda um cutro aspecto da invencadc refere-ge a um
métode de remodelar um anticorpo que inclul inicialmente
uma cadela de ac¢ficar heterogéneo, © método gue compreende:
= remover a cadeia de agucar hetercgénea do anticeorpoe
com uma endoglicosidase para deixar uma Unica porcgdo GLcNAC
fucosilada ou ndo fucosilada ligada & wum local de
glicosilacdo origindl; e

b. transferir um rndclee oligossacaridec ou oxazolina
sialoglicanc com, pelo menes, uma e&tliguetas parda a2 porgio
GlcNAc fucosilado ol nao fucosilado por ura
transglicosilagdo catalisada por endoglicosidaze para s&
obter um anticorpo etiguetado, em gque a endoglicosidase é
selecionada a partir do grupe gque consiste em mutantes de
Endo-S incluinde SEQ ID NO: 2 & 3EQ ID NO: 3.

(0033] A porcdo de stigqueta pode incluir, mas nao esta
limitada a, antigenoas, farmacos terapéuticos, tals ocomo
para © <cancer ou o HIV, toxinas, sondas fluorsscentes,
biotina, espéciss de PEG, lipideos ou nucleotideos.

[D034] Em outro aspecto, a presente invengdc proporciona

uma composigdo gque compreende pelo menos um mMutante de
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Srreproceccus pyogenss Endo-3 Asp-233 selecionado a partir
do grugc que consists em D2330 (SEQ ID NO: 2] e DZ233A (35EQ
1D He: 3).

[0035] Em ainda outro aspecto, a pressnte invencdo
proporciona uma preparacgdo substancialmente homogénea deum
anticorpo de nicleo fucosilado ou ndo fucosilado ou um
fragmento Fc do mesmo tende uma porgac cligossacaridec
predeterminada, em gue a preparagdoc substancialmente
homogénea & produzida por gualguer um dos métodos acima
mencionados. Também  sdo0 fornecidas composigdes gue
compreendem tals preparagdes homogéneas.

[0036] Em almnda um outro aspecto, a presente invencio
proporcicna um nétodo de tratamentao utilizando um anticorpo
remodelado tendo um estado de glicesilagasc desejado e/ou
forma sialilada em uma quantidade suficlente para modular a
atividade bielogica do individuo tratado.

[Q037] Outros aspectos, caracteristicas e modalidades da
invengdo serdc mais evidentes a partir da divulgagdc que se
seque £ reivindicacdes anexas.

BREVE DESCRIGCAQ DAZ FIGURAS

[0038] A Figura 1 mostra as astruturas de wm anticorpe
Igc e tipice dos Fc MN-glicanoes. al Estrutura da Alfa
espinha dorsal de IgG humana, mostrande regions funcionals
(modelados com base no coddigo FDB 1HZH]): b) A estrutura de
um comprimentc total de bi-antennaly tipe complexo de N-
glicancs ligados a Asn-297 no deminio Fo (. GlcNac; @
Man; Z Gal: o Gle; A Fuc; @ Sia).

100391 A Figura Z mostra o alinhamento da seguéncia de
endoscopia (SEQ ID NO: 4) e EndoF3 (SEQ ID NO: 5.

[0040] Figuras 3 A e B mostram o esguema para a

remcdelagdo de glicosilag&o de rituximab para glicoformas
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natorais & seletivamente modificados  homogéneas Lll

GlcNAc; @ Man; 7 Galj; O cic; A Foc; @ sia).

[0041] A Figura 4 mostra a SDS-PAGE e anadlise de ESI-MS
de rempdelacdo de glicosilacdo de rituximab. {a) a analise
de SDS-PAGE: pista 0, marcadores de proteina; Pista 1,
rituximab comercial; Pista 2, Endo3 rirtuximak  de-
glicosilada {1l)7 Pista 3, produtro ds transglicosilagac (3]
a partir da reagdc catalisada por Endos-DIZ33A entre (1) e
oxazolina  sialoglicano {2d): Pista 4, produte  de
transglicosilagdc da reagao catalisada por Endos-D233Q de
(1} & (2); pista 5, o© produto de transglicesilacidc (5] a
partir da ratalisada reacgao por endos-D233Q entre o
rituximab desglicosilade (1} e Man3GlcNAc oxazolina (4);
pista 6, © produto de transglicosilagdo (7] a partir da
reacdo catalisada por endos-DZ2330 entre o rituximab
desglicosilado (1) & N3Man3GleNAc oxazplina (6}. (h) ESI-MS
(dapois de desconvalucgac) da cadeia pesada do rituximab
comercial. (c) ESI-MS do rituximab de-gliceosilado (1). (d)
ESI-M5 do produte transglicosilagdo (3). (e) ESI-MS do
produta de transglicosilagdo (5). (E) ESI-MS do produto de
transglicosilagido (7).

[onaz) As Figuras 5 A e B mostram & remodelacgio

enzimatica para glicoforma ndo-fuposilada homogénea de

rituximab t. GleNac; @ Man; @ Gal; O zle: 4 Fuc; @
Sia).

[0043] A Plgura & mostra a SDS-PAGE & andlise de ESI-MS
de glicoengenharia de rituximab para a glicoforma G2 nao
fucosilada. {a) analise de SDS~PAGE: pista 0, marcadores de
proteina; Pista 1, rituximab comercial; Pista 2, ©

rituximab de-glicesilado por endoS {1l); Pista 3, o produte
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defucosilada (8}, Fista 4, a glicoforma GZ modificada por
gliceengenharia. (k) ESI-MS (depois de desconvolucao) da
radelia pesada do rituximab defucosilade (8). (¢} ESI-MS da
cadeia pesada do rituximab medificade por glicoengenhariz
G2 (1D).

[G044] A Figura 7 mostra o glicoengenharia de Fo de

gitio especifico de IVIG humano.

(. GleNAc; ® Man; @ Gal; O Glc: 7 ) Fuc; € Sia).

[0045) A Figura B mostra os perfis de HPLC fluorescerntes
de N-glicanos wmarcades com ZAB a partir dea Fab e Fc de
IVIG. a) & partir Fc de IVIG nativa; b) a partir de Fo de
IVIG modificada por glicoengenharia; <) a partir de Fab de
IVIG nativo; d) a partir de Fab de TIVIG modificado por

glicoengenharia. As estruturas de glicano incluem os
seguintes componentes: . GlcNAc; @ Man; @ Gal O Glcy

A Fucsy & S5ial.

[0046] Figuras 9 A-C mostram ssnsogramas SPR tipicos d=
ligag8o de GZ-rituximab e rituximab comercial, com
respectives receptores Fey: FoyRHIa-V158 (A), FoyRIIIa~-FL38
(B, e FoyRIIb (C). Os anticorpeos foram imgobilizades por
captura de Preteina A e a ligacdc foi analisada por injegao
dos respectivoe receptorss Foy am uma série de diluigbes de
Z vezes a partir de 40 pg/ml (1,33 mM).

(0047} A Figura 10 mostra a MALDI-TOF MS dos Fc N-
glicanos libkerados pelo tratamentc com PNGase F com o0s
mesmos simbolos, conforme definido na Pigura 1.

| 0044] A Figura 11 mostra a HMALDI-TOF M2 das Fc N-
glicarnas liberados por tratamento com EndeS com os mesmos
simboloz, conforme definido na Figura 1.

[0049] As Figuras 12 A-C mostram a analise por LC-MS de
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rituximab. a) o perfil de LC rituximab reduzido; b) ESI-MS
da cadeia leve; ©) M5 deconveluideo da cadsia leve; d) ESI-
MS da cadeia pesada; e) deconvoluldos MS da cadsia pesada.

[0050] A Pigura 13 mostra o perfil de HPLC fluorescents
de N-glicanos maccades com 2-AB liberados das amostras de
rituximabh comercial e modificade por glicoengenharia por
tratamento com PNGase F, a) a partir de rituximab

comercialy b) a3 parcir de rituximab sialilade (3}; <) a
partir do rituximab nao fucosilado (10). & GlcNAz; @

van: @ Gal; © cie; B puc; € sia).

[oN51] A Figura 14 mostra a andlise de SDS-PAGE de
transglicosilagiae por EndeS do tipo selvagem. Pista O,
marcadores de proteins; Pista 1, rituximab comercizal; Pista
2, rituximab de-glicosilada por EndoS (1); Pista 3 a pilsta
7, © menitoramente da reagdo de transglicosilagiao entre
rituximabh de-glicosilado (1) € oxazolina sialoglicano (2):
Pista 3,15 minutos; Pista 4, 30 min; Pista 5%, 1 h; Pista @,
2 n; Pista 7, 4 h.

[0052] As Figuras 15 A e B mpstram o monitoramento de
LC-M3 para defucasilacdo de Fuc (w2, 6)GlcNAc-rituximab (1)
com a o-fucosidase de rim de Dbovino. Gs perfis
deconvoluidos ESI-M5 de cadeia pesada do rituximsb foram
mostrados (FG-R%, cadeia pesada de Fuc(o2,6)GlcNAc-
rituximab; G-Rx, cadeia pesada de GlcNAc-rituximab). a)
incubagdo com a «a-fucosidase, durante 2 dias; b} a
incubacdo com a o-fucgsidase, durante 7 dias; <] a
incubacdo com a o-fucosidase, durante 14 dias; e d] a
incubagdo com a w-fucosidase, durante 20 dias.

[DO53] A Pigura 1% mostra a andlise de SDS-PAGE de
glicoengenharia de IVIG, Pista (, marcador de proteinay

Pista 1, IVIG comerxcial; Fista 2, IVIG (119 apas
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desglicesilagdo por EndoS; Pista 3, IVIG (12) depois ds
transglicosilagdo cataliszada por Endes-D2330 com oxzzolina
sialoglircano.

[(0054] Figura 17 A & B mostram o©3 residuos de
aminodcidos de mutantes de Streptococcus pyogenes Endo-5-
Asp 233 D233Q (SEQ ID NO: 2) = D233A (SEQ ID No: 31,
respectivamentea.

DESCRICAC DETALHADAE DA INVENCEO

[(0055] A presente invencio proporciona novos mnutantes
glicosintase Endas Asp 233 gque apresentam uma eficiéneia
notavel transglicosilacac capaz de transferir N-glicanos do
tipo complexo de glicano oxazclinas ativados para
desglicogilar anticerpos intactos sem hHidrdlilse do produte.
Verificou-se adqui gue os mutantes glicosintase Endos Asp
233 agiram de forma eficiente tanto em nucleo fuccocsilado
camo  npac  fucosilads dominioc GleNAc-Fc de anticorpos
intactos para fornecer viarias glicofermas IgG definidos.
Além disso, anticorpos e imunoglobulinas Intravenosas foram
transformados em glicoformas Fo totalmente sialiladas com o
dumento da atividade anti-inflamatdria. Ainda
adlcoionglmente, a presente invericido proporciona uma
glicoforma homogénsa possuinde um aumentc da atividade de
ADCC com atividade de ligagdd aoc receptor Foyllla reforgada
e glicoformas marcadas com azido, gques pode alnda ser
transzformadas em outros glicoformas.

[Q056] A pratica da presente invengdoe iré empregar,
salve indicagdc em contrario, técnicas gonvencionais de
imunclogia, biologle meolecular, microkiclogia, biologia
celular e ADN recombinante, gue estdo dentro da pericia na
ténica. Veja-se, por sazremplo, Sambrook, et al. CLONAGEM
MOLECULAR CLOWING: A Laboratory Manual, 2 ® edicdo (1989);
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Current Protacols in MOLECULAR BTOLOGY (FM Ausubesl, st azl
ads, (1987)..); a =série METHODS IN ENZYMOLOGY (Academic
Press, Inc.): PFCR 2: A PRACTICAL APPROACH (M. J.
MacPherson, R. [O. Hames and G. R. Taylor eds. ({1985)),
Harlow and Lams, eds. (1988} ANTIBODIES, A LABORATORY
MANUARL, and ANIMAL CELL CULTURE (R. I. Freshney, ed.
(1987)) .

[0057] Entende-se gque os aspectos da presente invengdo
aqui descrita incluem  "composto®™ e/ou  "consistindo
essencialmente em” agpectos.

[ODR%8] Definigdes

[0059) Tal como utilizade agui na sspecificacao, "um" ou
“uma® podem significar um ou mais. Como & usado no presentes
documentao nas reivindicagoes, guande usado juntamente cem a
palavra "que compreende", as palavras "um” ou "uma" podem
significar um ou mals do que um. Como € usado no presente
documente "outra" pode significar paloc mencs um Ssgundo ou
mais,

[0DEO] Coma & usado ne presente documento, "atividade
biolégica" refere-se as propriedades f[armacodinémicas e
farmacocingticas, inclpindo, por exemplo, a afinidade
molecular  ou efeitos  bioguimicos au fisiolagicos
resultante, afinidade para o receptor ou o efeito

fisiglégico ou bioquimico resultante, afinidade nao- de

5]

receptor ou efeito bioguimice ou fisiolégico, eficacia,
bicdispenihilidade, ahgorg¢do, distribuicip, merabolisme ou
eliminagao.

[0061] Como & usado no presente documento, M"aglOcar”
refere-se a uma mcl&cula contendo um carbgidrato oxidade ou
a0 oxldado, incluindo, mas naoc limitado a, um

monossacaridea, dissacarideo, trissacarideo,
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aligossacaridso on polissacarideco, incluindo, per exenplo,

N—acetilglucosamina, manocse, galactose, acido M-
acetilneuraminico {Acida sialicoy}, glicose, frutose,
fucoss, sorbose, ramnose, Manosptulose, N-

acetilgalactosamina, a dihidroxiacetona, xilose, =xilulose,
arabincse, gliceraldeido, sacarose, lactoses, maltosea,
trealose, celobiose ou gualguer combinacao facto de a L-ou
D-isédmera. BSugar refere alnda que, ‘essas moléculas
produzidas naturalments, recombinante, sinteticamente, e/ou
semi-sinteticamente.

[0062] Como & usada no prasente decumento, "homogénea”
refere-se a glicoproteinas de nicleo fucosilado oqu
glicoproteinas ndc fuceosiladaz em gque o componente
oligossacarideo compreande pelo MENOS 15%, mais
preferencialmente pelo mends 80%, pelo menos #5% cu pelo
menos 20, & mais preferivelmente pelc menos 25% do mesmo
nimero e tipas de residuos de aglcar.

[0063] Comp € usade no preaente documsnto, "proteina” au
"glicoproteina” é Intermutdvel com o3 termos peptidec e
glicopeptideos.

[on6d] Como & usado no presernte documento, "homologia"
refere—-se 3@ sequéncia de aminocacidos com a lidentidade ou
semelhanga entre dois polipeptideos substancial e tendo,
pelo menos, 50%, & mals preferenclialmente pelo menos 95% de
semelhanca com um polipeptidec de reterdncia. Para
polipeptidecs, o comprimentoc de comparagao para obter as

homologias percentuals acima descritas entre segguéncias

sera geralmente de pelo menos 25 aminocadcidos,
alternativamente pelo menos 50 amineodcidos, mals
provavelmente, pelo mMeEnos in0 aminoacidos, B mais

provavelmentes 200 aminoac

-

dos ou mais. Polipeptideos
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substancialmente idénticss ou homdlogos incluem adigdes,
deleches, truncagens internas ot insergdes, substituicdes
corngervarivas e ndo conservativas, ou outras modificagdes,
localizadas em posigdes da sequancia de aminodcidos gue nao
destroem a fungdc do endoglicosidase. 03 peritos na arts
reconhecexao o3 Inumercs aminoacidos que podem  ser
modificados ol substituldos por outros residuons
quimicamente semelhantes, sem alterar substancialmente a
arividade.

[0D65] Como & usado no presgente documentd, “modolar™
rafers-se a um aumento oeu uma diminuigdac na "atividade
blolégica”, tal come definido acima, quardo comparada com
um anticorpo de engenharia de glicosilagdo da presente
invengdoe para um anticorpc néo medificado por engenharia
deglicosilagao.

[006%] Como ¢ usado no presents decumento, "molécula de
imunoglebulina” cou "anticorpos" refere-se a molégulas que
contém um local de ligacdo @0 antigene quse se liga
especificamente a um antigeno cou & uma regidc Fc, que sa
liga aos receptures celulares. Estruturalmente, o anticcrpo
mais simples gque ocorre naturalmente [por exemplo, IgG)
compreende quatroe cadeias polipeptidicas, duas pesadas (H)

& duas cadelas leves (L) inter-cadelas ligadas por pontes

o

iesulfeto. As imonoglobulinas naturais constituem uma

U]
=5

Andle

Q
M

amilia de moléculas que inclui varios tipos de
moléculas, tals como Igh, IgG, TIgA, IgM = IgE. O tsrmo
também abrange anticorpos hibridoes, ou anticorpos
alterades, e seus fragmentes, incluindo Fo ffagment {s).

[00e7] Os anticorpos podem ser fragmentades utilizando
técnicas convencicnais, tal como agui descrifas e 03

fragmentos pesguisados guanto & utilidade do mesmc modo
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como descrito para ©s anticorpos inteiros. Um fragmento Fab
de uma molécula de dimuneglobulina & uma proteina
multimérica gue consiste da porgac de uma molécula de
imunoglobulina gue contém as porgdes imunclogicamente
ativas de uma cadeia pesada de imunoglobulina e uma cadeia
leve de imunoglobulina covalentemente acoplados em conjunto
e & capaz de s& combinar especificamente com um antlgeno.
Os fragmentos Fab & Fc podem ser preparados por digestio
proteolitica de molécnlas de imuneglobulina
substanciaglmente intagras com papaina, wtilizanda metodos
gue 530 bem conhecidos nae técnica. No entanto, um fragmento
Fab ou Fc tambdm podem ser preparados atraves da expressdo
em uma célula hospedeira adequada as porgdes desejadas da
cadeia pesada de imunoglobulina e cadeia leve de
imunoglabulina, utilizandd métodos conhecides na arte.

[Q068] Como & ugado no presente documento, com respeito
a anticorpos, "substancialmente puro' significa separado
desses contaminantes gque o acompanham no seu estado natural
ou g8 contaminantes produzides ou utilizades no processao de
obtengdc do anricorpo. Este termo inclui ainda o produto
desejado com estado de glicosilacao Gnicd, s&£ja ou ndoc se
este estado inelui glicosilagido em um Gnico local ou wvarios
locais. Tipicamente, o anticorpo & substancialmente puro,
quando censtitui pelo menos &0%, em pesu, do anticorpo na
formulagdo. Por examplo, © anticbrpo na preparagdo & pelo
menos ocerca de 5%, em certas madalidades, peloc menos,
cerca de 80%, em certas mcdalidades de cerca de B85%, em
certas modalidades, pels menos;, cerca de 90%, em certas
modalidades, pelo MEN0S, cercs de 95%, e mais
prefarencialmente, pelo menos cerca de 99%, em pesa, do

anticorpo desejado. Um antlcorpo substancialmente puro
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inclui um anticorpo produzide naturalmente, de forma
recombinante ou sinteticamente.

[(0069] Como & usado ng presente documsnto, "guantidade
terapeuticamente eficaz" refere-se a uma guantidade que

rezulta em uma melhoria oo remediacido dos sintomas da

1

donenca ou condigao.

[0D70] Os antigenos ttels para a unidc comeo uma etigueta
a uma glicoproteina de nfcleo fucosilados ou ndd fucasilado
modificada de presente invengac e mals preferivelmenta um
anticorpe ou um seu fragmento pode ser um antigeno
estranhc, um antligeno enddgenoc, s seus L[ragmentos ou
variantes possuindo a mesma atividade funcional .

(00717 Coma € wusade no presente documento, Yantigeno
endégenc” refere-se a uma prcteina ou parte dela que estd
naturalmente pressnte no animal receptor de células ou
tecido, tal como uma proteina  celular, um agente
imunorregulador, ou um agente terapéutico.

[0D072] Coma & usado no presernte documento, "antigeneo
estranhp"” refere—-se a uma proteina ou um seu fragmento, qus
& estranha para a c¢elula ou tecido animal receptor,
incluindo, mas ndo limitado a, uma proteina viral, uma
proteina do parasita, um agente imunorregulador ou uma
dgente terapéutica.

[0073] 0 antigeno estranho pode sér uma proteina, um
fragmente antigénico, ou fragmentos antigénicos deste gue
se originam a partir de agentes patogénicos virais e
parasitarias.

[0074] Em alternativa, o antigeno estranho pode ser
codificade por um gene sintétice e pode ser construldo
usando méredos convencionals de ADN recombinante; © gene

sintétice pode expressar antigenos ou partes dele gue sa
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ariginam de patdgenas virals e parasita. Estes paetdgeanos
podem ssr infeccioscs em hospedelros humanos, animals
domésticos e animals silvestres.

[0075] 0 antigeno estranho pode ser qualguer molécula
gue & expressa por gualguer agente patogénico viral ou
parasita, antes ou durante a entrada, a colonizacao, ou a
raplicaciao dentro do animal hospedeiro.

(00761 Os agentes patggénicos virais, a partir do qual
os antigenos virais s8c derivados incluem, mas ndc estao
limitados &, ortomixoviruos, tal como o virus da dgripe (ID
de Taxonomia: 59771); retrovirus, tais como o REV, HTLV-]1
(ID de Taxcnomia: 3801%) e HTLV=II (ID de Taxonomiai
11908); Herpes virus, coms EBV (ID de Taxanomia: 10293),
CMV (1D de Taxonomia: 10359} ou o virus do herpes simplex
in® ATCC: VR-148B7); Lentivirus, tais como © HIV-1 (ID da
Taxonomia: 12721) e o HIV-Z (ID de Taxonomia: 11709);
Rabdovirus, tais gomp a reiva; Picomovirus, tais como
poliovirus (ID de Taxonomia: 12Z080); Poxvirus, tal como
vaccinia (ID de Taxonomia: 10245):; EKotavirus (ID de
Taxonowmia: 10912); e Parvovirug, tals come virus adeno-
asspciado 1 {ID de Taxonomia: 85106 .

[(OD771] Exemplecs de antigenos virais dincluem, mas nao
estido limitados &, 0§ antigenos do virus da
imunpdeficiéneia humana Nei (Natignal Institute of Allexgy
and Infsctious Disease HIV, N°® de Cat. de deposito 1835 w°
GenBank AF23B278), Gag, Env (National Institute of Allergy
and Infectipus Disease HIV, N° de Cat. de depdsito 2433;..
N9 GenBank U39362), Tat (National Institute of Allsrgy and
Infectious Disease HIV, N° de Cat. de depdsito HZT; N°
GenBank M13137), Rev (National Institute o¢f Allergy and

Infectious Disease HIV, N° de Car. de depssito Z2088;. N°
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GenkBank LI14572), Pol (Natienal Institute of Allergy and
Infectious Disease HIV, N° de Cat. de depdésito 238;. N°
GenBank AJ237568) e de células T e B spitopos de células de
gpl20: o antigeno de superficle da hepatite B (N° GenBank
AF0435781: antigenos ryotawvirus, come VP4 (N® GenBank
AJ293721) e VP7 (N® GenBank AY003871):; antigenos do virus
da gripe, tals como a hemaglutinina (N°® GenBank AJ404627];
nucleoproteina (N° GenBank AJZ282B72); e antigenos do wvirus
de herpes simplex, tais como timidina cinase (N° de acesso
GenBank ARBO4737H] .

[0078] 0z agentes patogénicos bacterlancs, & partir do
qual os antigenocs bacterianos sac derivados, incluem, mas
ndo estdo limitados a, Mycobacterium spp., Hellcobacter
pylori, Salmenella spp., Shigella spp., E. coli, Rickettsia
spr., Listeria spp. Legionella pneumoniae, Fseudomonas
spp., Vibrio spp. e Borellia burgdorferi.

(G4079] Exemplos de antigeros protetores de agsntes
patogénicos bacteriangs incluem os antigencs somaticos de
E

coli enterotoxigénicas, tais como o antigeno CFA/I

fimbriais e a subunidade B nadc toxica da toxina termo-
labil; perractina de Bordetella pertussis, a adenilato-
ciglase-hemglisina de B. pertussis, um fragmente ©C da
toxina do tétano de Clostridium tetani, OspA de Borellia
burgdorferi, proteinas paracristalinas 4 superficie da
camada de protecgdc de Rickettsia prowazekii e Rickettsia
typhi, listeriolisina (também conhecide coma "Llo “e" Hly
"1 efou a superdzride dismutase (também conhecido como™ 50D
"e" p60 ") de Listeria monocytogenes, a urease de
Helicobacter pylori, e o dominio de ligagdc ao receptar de
toxina letal e/ou o antigeno protetor de Bacillus anthrax.

[0080] Exemplos ds antigenps de armas biocldgicas ou
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patisgenocs incluem, mas naeo estie limitados a, variols,
antraz, tularemia, peste, Llisterla, brucelose, hepatite,
vaccinla, micobactérias, coxsackie, tuberculose, malaria,
erhlichosis e meningite bacterigna.

(00811 Os parasitas pabogénicos, a partir do gual os
antigenos de parasitas s3o derivados, 1ncluem, mas nao
estdo limitados a, Plasmodium spp., tais como o Plasmodium
faloiparum (n® ATCC: 30145): Tripanossoma spp., talis caomo
Trypanosoma cruzi (n? ATCC: 50787); Giardia spp, tais comoe
Giardia lintestinalis [n°® ATCC: 30888D); Boophilus spp.,
Babesia spp., tais como Babesia microti (n® ATCC: 30221);
Entamoeba spp., tals comc Entamoeba histolytica (n® ATCC:
30015): Eimeria spp., tals como Eimeria mdxima {(n® ATCC
40357).; Leishmania spp.; tID de Taxonomia: 38568
Sphistosoma spp., tais como Schistosoma mansoni ([N° GenBank
AZ301495); Brugiz spp., tals como Brugia malayi (N® GenBank
BE3528081: Fascida spp., tals como Fascicla hepatica (N°
GenBank AFZE6303); Dirofilaria spp., tal como Dirofiiaria
immitis (N°® GenBank AF008300).; Wachereria spp., tais como
Wuchereria bancrofti (N® GenBank AFz50%96); e Onchocerea
spp;come Ohchocerca volvulus (N° GenBank BESBBZS51).

[0082] Como exemplos de antigenos de parasitas incluem,
mas nac estdo limitades a, os antigerncs do estaglc de pré-
eritrocitarios do Plasmedium spp. , tais come ¢ antigeno
circunsporozoito de Plasmoedium falciparum (N°® GenBank
M22982) P. wvivax (N® de acesso GenBank M20670): os
antigenas da estdgio de figado de Plasmodium spp, tais como
o antigeno de estigio de figado 1 (tal camo referida como
Le8R-1; W° GenBank AF0BE80Z); antigenos do estidgio merczolto
de Plasmodium spp; tal como o antigeno de superficie de

merozoito 1 {também referido como M3A-1 ouw de MSP-1; N°
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GenBank AF199410); o©s antigenos de supsctilcie de Entamoeba
histolytica, tais como a lectina especifica de galactose
(WY de acesso GenBank M59850)] ou a proteina rica em serina
de Entamoeba histolytica: as praoteinas de supsrficie ds
Leishmanis spp, coma €3 kbDa glicoproteina [gp62] de
Leishmania major (N® GenBank Y0D647) ou a glicoproteina de
46 kDa (gpdé) de Leishmanig major; paramiosina de Brugia
malayi (N° GenBank U775%0), a lsomerase triose-fosfatc de
Schistosoma mansoni (N® GenBRank W0e781), a protailna
semelhante & globina secretada de  Trichostrongylus
colukriformis {N® GenBank M&3263); as glutationa—-S-
transferases de Fasciols hepatica (N GenBank M77682):
Schistosoma bovis (N® GenBank M77682); 5. Japonicum (N®
GenBank UBLBB012) & KLH de Schistosoms JFapcnicum & S. bovis
(Bashir, et al, =upra)..

[00823] Exemplos de antigenos especificos de tumpres
ingluem antigeno especifico da préstata (PSA), TAG-7Z2 e
CEA; tirosinase humana (N® GenBank M27160); proteina
relacionada com & tirosinase (tambdém referida coms TRP; N7
GenBank AJ132933); e antigeros peptidlicos especificos de
Tumgres.

[0084] Como exemplos de antigenos de transplante incluem
a molécula CD3 sobre as célolas T e antigenos de
histocampatibilidade, tais come HLA A, HLA-B, HLA-C, HLA DR
e HLA.

[onegs) Exemplos de antlgenos auto-imuanes incluem a
cadeia IAS B, gue & 0til em vacinas terapdutipas contra a
encefalomielite auto-imune (Ne GenBank DBRT7E2) ;
descarboxilase do acido glatdmico, o gue & 0til =m vacinas
terapéuticas contra a diabetes tips 1 insulino-dependente

(N® GenBank NMD1344%); receptor de tirotrofina (TSHR], o
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gue € Util em vacinas terapéuticas contra a doenca de Grave
{N® GernBank NMOD0O3&9) e da proteina relacionada com a
tirosinase 1, o gue & (Util em vacinas terdpéuticas contra o
vitiligo (N® GenBank NMOQO550).

[0086] Farmacos anti-HIV que podem ser utilizados para a
construgido dogs anticorpos ou fragmentos marcados destes
incluem, mas nac estdc limitrados a2 agentes antivirais, tais
como inibidores de RT riuclegsideos, inibidores/antagonistas
de CCR5, inibidecres de entrada viral = os seus andlogos
funcionais. Especificamente, um agente antiviral pode ser
inibidores de KT nucleosidecs, como & zidovudina (ZDV,
REZT), Lamivudina (3TC), Estavudina (d4T), didantsina (ddl),
raleitabina (ddT), Abacavir (ABC), Emirivina (FTC),
Tenofovix (TDF), Delaviradina (DLV), efavirenz (EFV),
nevirapina (NVE}, Saquinavix (5QV}), Ritondvir (RTV],
Indinavir (IDV), Nelfinavir INEV], amprenavir (APV),
Lopinavir (LPV), Atazanavir , Cembivir (ZDV/3TC), Kaletra
(RTV / LPV), Trizivir [(2DV/3ITC/ABC);:

[0DBT] Inibidores / antagonistas do CCRS5, tais como SCH-
C, SCH-D, PRO 140, TAK 773, TAK-220, andlogos de RANTES,
AKEDZ, UK-427, 857, anticorpos monoclenais; = inibidores de
entrada viral, tails como Fuzeon (T-20) lenfuvirtida), NB-2,
NB-64, T-649%9, T-1249, C-8SCH, SCH-D, PRO 140, TAK 779, TAK-
220 , anialogos de RANTES, AK602, UK-427, 857; e analogos
funcionais ou seus equivalentes.

[00B8] Admite-se gue muitas glicoproteinas de naclec
fucosilado e glicoproteinas ndoc fucosiladas diferentes
podem ser meodificadas de acorde com os mébtodos da presente
invencdo, ou utilizadas come um agente terapéutico para a
conjugacde a um aglcar terminal, inecluinde mas nac se

limitando a, horménia adrenccarticetrépico (ACTH) ;
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derivades do hormonisc adrenccorticotréfico (por exemplo,
ebiratide}; angiotensina; da angilotensina II; asparaginase;
peptideos natriuréticos atrials; peptidaos atrilais
diuréticos de sodio; bacitracina; beta-endorfinas; fatores
de codgulagic sanguinea VII, VIII e 1X; fator timico
sanguineo (FTS); derivados do fator timico sanguinee;
bombesina; fator morfogénico  dsseq {BMB) 7 proteina
mor fogenértica ossea; bradicinina; ceruleina; polipeptidec
do gene da calcitonina (CGRP); calcitoninas; CCK-8; fatores
de crescimento de células (por exemplo, EGE; TGF-alfa; TGE-
beta; PDGF; EGF Acide; FGF bdsico); ceruleina; quimiocinas;
coelecistoguinina; colecistequinina=-8; colecistoquinina-
pancreczimina [CCK-FZ); colistina; fatores estimuladores de
coldnias f(por exemplo CSF; GCSF; GMCSF; MCSF); fator de
liheragac de corticotraopina [CRF); citocinas;
desmopressina; dincrfina; dipeptidec; dismutase; dlnorfina;
eledoisina; endorfinas; endotelina; peprideos endotelina-
antagonista; endoterinas; engafallnas; derivados de
encgefalina; fator de  crescimento epidérmico (EGF) ;
eritropeietina (EPQ); hormdnieo foliculo-estimulante {(F5H);
galanina; polipeptidec inibidor géstrico; polipeptidec de
libaracio de gastrina (GRPF); gastrinas: G-CBF; gluragan:
glutationa peroxidase; glutatio-peroxidase; gonadotrofinas
{por exemplo, gonadotrofina corifénica humana e alfa e beta,
subunidades das mesmas); gramicidina; gramicidinas; fator
de crescimento (EGF); horménie liberador de fator de
crescimento  [(GRF); hormonics de  corescimento; hormdnio
liberador do horménie (LHRH); polipeptidsc natriurético
artrial humane (h-ANP); lactogénin placentario humano;
insulina; fatores de crescimento semelhantes & insulina

(IGF-I7; IGF-1II); interferon; interferdes (por exemplo,
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alfa-beta-e gama-interferdes); interleucinas (por exemplo,
i, 2, 3, 4, &, 6, 1, 8, 9, 10, 11 e 12); polipeptidec
intestinal (VIP); kalicreima; quiotorfina; luliberina;
horménio luteinizante (LH); horménio liberador do harmdnio
lureinizante [ LH-BH) » cloreto de lisczima; horménio
estimulante de melanécitos (MSH): mnelanophore horménia
estimulante; melitina; matilinay muramilicas
muramildipeptideo; fator de crescimento do nervo (NGF);
fatores nurricionais nerve (por exemplao, NT-3; NT-4; CNTF;
GDNF; BDNF); neuropeptidsc Y; neurotensinag; oxitocina:
pancreastatinay polipeptideo pancredtico; pancreczimina;
hormdnic da paratiredcide (FTH); pentagastrina; polipeptideo
Y¥; polipeptidess de ativacgido ciclase pituitadria (adenil
PACAPs); plaquetas derivadas do fator dg crescimento;
polimixina B; prolactina; polipeptidec gques estimula a
sintese de proteina:; Proteina relacionada com  PTH;
relaxina; renina; secretina; fatar Timo soro;
somatomedings; spmatostabinas derivados;y superoxido
dismutase; taftsin; tetragastrina; trombopoistina (TEO);
fatcr humoral timiro (THF) ; timppoletina;  timosina;
timostimulina; horménic liberader de horménie da tirebide;
horménio estimulante da tiredide [T3H); hormdnio liberador
de tiotrofina (TRHI: tripsina; tuftsinaz fator de
rrescimento deo tumor [(TGF-alfa):; fator de necrose tumeoral
{(TNF); tirecidina; urcgastrona; urogquinase; peclipeptideo
intestinal vasocative; e vasopressina.

[00HY] glicoproteinas de ntclec fucosilade e nao
fucesiladas sao importantes classes de biomoléculas gue
desempenham um papel crucial em muitos acontescimentos
bioldgices, tais como a adesdo celolar, metdstase de

tumores, infecgdes patogénicas, e resposta imune. Como
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indicado aqui anteriormente, um dos principais problemas em

estudos estruturais e funcicnais e |

& glicoproteinas
fucosiladas ou nao fucosiladas € a sua micro-
haterogeneidads estrutural, Glicoprateinas fucosiladas ou
nao fucosiladas naturais & recombinantes sd&oc geralmente
produzidas como uma mistura de glicoformas gue diferem
apenas na estrutura dos oligossacarideos pendentes.

[(0090] As glicoproteinas remodeladas, tais como
anticorpes podem ser submetidas a cutras modificacdes
estrnturais gue &aoc necesgarias og desejadas, incluindo,
gem limitacgdon, a transferéncia de glicosila, e a ligagao
seleriva (por exemplo, gquimica cligue, reagao d=
Staudingsr, etc), para introduzir o grupos funcionais
adicionais ou etiguetas. Os grupos funcionais podem ser de

gualgusr tipe adeguado, incluindo, sem limitacio, as

=1

toxinas, os antigenos especificos (tals como alfa-=Gal),

espécies radicativas, espécies fotmativas, PEGs, eic &
glicoproteina pode ser reagido cataliticamente em uma
reacdo de cicloadicdo de "guimica clique" da funcionalidade
de azida da glicoproteina com um alcino tendo a porgic
funcional de interesse. A azida e grupes funciconais alcino
podem ser ligados nos respactivos componentes de ligagao, e
a glicoproteina pode ser funciconalizada com ume
funcionalidade alcinilo & reagida com um  COMPOsSto
funcionalizada por azida, incluindeo a porcdo de interesse.
Também serd apraciade que outrcs pares de ligacao podem ser
concebides para gue a reacdo quimica clique.

[0091] Os anticorpos de niocleos fucosilade & nao
fucosilados ou ssus fragmentos, produzides de acordo com o5
métodos agui descritos, podem ser usados para o diagnostico

e terapia. Cerca de dois tergos das proteinas terapéuticas,
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tais como ©s anticorpos monoclonails utllizados no mercado
e/ou arualmente em ensaiocs clinicos sdo glicoproteinas. No
entanto, a hetercgeneidade estrutural em diferentes
glicoformas de glicoproteinas mnaturdis e recombinantes
apresenta uma barreira importante no desenvolvimento de
medicamentos a base de glicoproteinas, j& que glicoformas
diferentes podem ter diferentes atividades bioldgicas e
controlar a glicopsilagdp de wuma glicoforme homogénea &
extremaments dificil durante & expressdoc. A descoberta
anterior da atividade de transglicosilagdo de uma classe de
endoglicosidases representa um grande avange ne campo da
engenharia ds glicesilacde para melhorar os potenciais
terapduticos = de diagnéstice das glicoproteinas € os
mutantes de Endo-§ da presente Iinvencao sio capazes de
transglicesilar glicoproteinas de nlGcles fucosilado e néo
fucosiladas naturais e recombinantes sem 08 aspectos
negativos da hidrdliss.

[0632] As caracteriszticas e vantagens da presente
invengdo sic mails compleramente ilustradas através dos
segquintes =xemplos ndo limitativos.

Exemplos

[009%3] Geracdc de Mutantes EndoS Glicosintase & seu uasc
para Remodelacdc de gliceosilagdo da Anticorpo Monoclonal
Intacta Rituximab

[D0%94] Glicesintases foram antsriormente feitas a partir
de varias endoglicosidases GHAL (ENGases), incluinde endoh,
endaM, & =ndol, por mutagénese dirigida ac local de uma
residun de asparagina chave (Asn) responsavel pela promogdo
de formacdo intermédia de lon oxazolinio durante a
hidrdlise (36. - 3%, 43) & um endoS endoglicosidase

partencente & familia das glicosideo hidrolases 18 (GHI&),
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(40, 41}, gue & da mesma familla de GH como Endofl, EndcE2,
& EndoF3 que foram recentemente mostrado que possuem
atividade de transglicosilagio (44) . Com base no
prassuposto de gue a hidrdlise catallsada por EndeS tambem
passs por um mecanismo agsistido por substrato envolvendo a
formacdo de um intermedidrio ion oxazolinio, COMmo
demonstrado por outras endoglicesidases GHLE, tals comp
EndoE3, (4%9) glicaosintases poifenciais de endoS foram
criadas por meie da identificacaoc & a mutacac deo residuo
responsavel pela promocdc da formagdo de ions oxazolinio.
Estudos estruturals e de mutagérnese anterlores scbre EndoF3
demonstraram gue um residue de acido aspartico na posigao
165 (D1E5), em wvez de um residuo de asparagirna como nas
enzimas da familia GHES5, & respaonsiayvel por promover a
formagde de axazalina e que o residuc El187 & o acido/base
geral para hidrdlise catalitica (45). © alinhamento de
sequéncias de Endof ceom EndoF3 (Figura 2}, levou 3
identificagdo de dois residucs chave em Endol para a
catdlise: o residuo D233 I[correspondente a Dleh em EndoF3)
regponsavel por promover a formacds de lions oxazolinio & o
E235 residuo (equivalente a EL67 de EndoE3d) como o residuo
acida/base geral na hidrélise de glicanc como mostrado na
Figura 2. Funcionalments, o residuc D233 deve ser também
equivalente a N171, N175, & N322 nas endoglicosidases GHES,
endoh, endoM, e EndaeD, rsspectivamente. Assim, apdés a
abordagem para a criaclo de glicosintasss endoh, endoM, e
EndoD gue procedem um mecanisme assistide por substrato via
um intermediario de ion oxarolinieo, (36-39) dois mutantes
especificas, D233A {(SEQ ID WO: 2] & D233Q (SEQ ID NO: 3),
como mostrado na Figura 17, foram gerados por mutagénese

dirigida ao local de EndoS (SEQ ID NO: 1). Estes mutantes,
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assim como as Endo8 do tipo selvagem, foram expressgs em
FMacherichiz coll em aslto rendimento (30-40 mg/L), como uma
proteina de fusd3c GST e purificou-se por meio de
cromatografia de afinidade de gluytationa.

[0095] 0 rituximab, um anticorpo moneclonal terapd&utico,
foi wutilizado como um modele de mAb para examinar a
atlvidade de desglicosilacdno e atividade transglicosilagao
patencial das enzimas. Os principais glicanos Fc de
rituximahb gomercial sao oligessacaridecs de niclea
fucosiladoe biantenares de tipo complexo que transportam 0-2
porgdes de gdlactose nomeados glicoformas GOF, GLlF & GZF,
respectivamente, Como revelado por analise de
espectrometria de massa de Ionizacdc e dessorgac a laser
assistida por matriz de tempo de veo (MALDI-TGF MS) dos N-
glicanaos liberados pela FNGase F, como mostrado na Figura
10. Tratamento de rituximab com a proteina de fusao GST-
EndoS (agui referida como EpdeS do tipo selvagem au EndeSl)
resultou em uma desglicosilagdo réapida para se obrer os
corregpondentes Fc WN-glicancs (com apenas uma GlcNAC na
extremidade redutora), come mostrade na Fiqura 11, e o
rituximab desgliceosilade gue porta a porgac de dissacaridso
GleNAC fucgsilado (Fucml, 6G1lcNAC) nos locais de
glicosilagac (N297). Estes resultados confirmam a atividade
notdvel de Hidrolise de glicano Fo das endoS de Etipo
selvagem em IgG intacta, implicande & sua utilidade na
primeira etapa para a remodelagdo da glicosilagdc de mAbs.
¢ potencial de transglicosilagao de Endof & seus muLantes,
em sequida, fol examinado usando o rituximab desglicosilado
como © aceptor e varios oxazolinas glicano sintéticas como
os substratos de doadores, como representado nas Figuras 3

A e B. O processs de remodelagdc de glicagsllagao foi
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monitorizado por eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecilsulfate de so6dic [SDS=PAGE) e espectrometria de
massa de cromatografia liguida (LC-MS), tal como mostrado
na Figura 4. A cadeia Ppesdds e cadela leve de rituximab
apareceu & cerca de 50 kDa e cerca de 25 kDa,
respectivamente, soh condigdes redutoras f(a, pista 1, na
Figura 4A). Apdés desglicosilagae com Endo3 de tipo
selvagem, 4 cadela pesada apareceu comc uma Onica banda a
aproximadamente 48 kDa, sugerinde que a remogao dos dois N-
glicarnes f(cada um a partix de uma cadeia pesads} de
rituximab {a, piste 2, na Figura 44). & incubacgdc do
rituximab desglicosilado (1) & a oxazolina sialoglicano
sintética f(2) (ver Flgura 3R para estruturas) ({(razdo molar
doadox/aceptor, 50:1) com g mutante Endos-DZ233A deu um
produto de transglicosilagdo [3), cuja cadela pesgada
aparsceu como uma banda Onlca que era de cerca de 2 kDa

maior do gue a do rituximab desglicosilade (1) (a, pista 3,

[

a Figura 4A). Este resultado sugere gue um novo N-glicano
fol ligado a cada uma das cadelas pesadas de Feo. A
incubagdo de (1) e (2 com Endos-D2233Q deu o mesme produto
de transglicosilagdo {a, pista 4, Figura d4A). Cuxiosamente,
um transglicosilag8c essencialmente gquantitativa para o
dominic Fo do anticorpo intactd fol alecangade dentro de 1 h
de incubacdo, Verificou-se que um tempo de incubacao (10 h)
nao levam 4 hidrdlise do produte de transglicosilagdo.
Estes resultados indicam gque os dois mutantes de EndoS sdo
novas glicosintases eficazes gue permitam a glicosilacdo de
Igs intacta desglicosilade com o N-glicano de tipc
complexe, sem & hidrélise do produto.

DELY 0 transglicosilagéo fol ainda caracterirzada por

andlise par LC-MS. A cadeia pesads e cadelia leve ds
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rituximab foram separadas seob uma condigde de LC-MS, como
se mostra na Figura 12. A desconvelugdc dos dados M3 da
cadeia leve deu uma massa de 223 044, o gue era consistente
com a massa caloulada de cadeia leve de rituximab (M = 23
042 Da} (47). K desconvelucdo dos dados de ME da cadeia
pesada deu trés especies distintas m/z, 50508, 50€70, e

50834, como mostra o grafico B, na Figura 4 A, que estavam

m

m boa conceordancia com a massa tedrica ds glicoformas

1

adelia pesada: GOF, M = 50 515 Da; GIF, M = 50 €77 Da; =

=1
F, M = 50 B39 Da; respectivamente. (47) A espectrometrla

!

de massa de ionizagado de spray deel&trons deconvoluidos
(ESI~-M3) da cadeia pesada do rituximab desglicosilada (1)
mestrou uma (nica espécis de 49 420, como mostra o grafice
C nd Figura 4B, o gual condiz bem com uma cadeia pesada
carregando uma jeiohalod=To] dissacarideo Fucol, 6GleNAc
{calculado, M = 48 420 Da). Apdés a remodelagdo de
glicesilacdo, um unico pico a 51426 foi observado a partir
de cadeia pesada do produte de transglicosilacdo (3), com
uma adicado de 2,006 Da & cadeia pesada desglicosilada do
rituximap, come mostra o grafico d na Figura 4B. Este
resultado indica a3 fixacgdo de um sialogllcano da oxazolina
acucar correspondente (2) & cadeia pesada. A banda Gnica em
SDS-PAGE e  @spectros de MS pures do produte de
transglicosilagdo sugerem cdlaramente gque a
transglicosilagdo foi essencialmente quantitativa scbre os
dois sitios de glicosilacgio do dominio Fc no rituximab
(glicosilagdo incampleta de qualquer um daos dols locails do
homodimero Fc resultaria na observacido de cadeia pesada
Fucol, 6GleNAc apés a reducao, M = 49 420 Daj. Para
confirmar ainda que a N-glicano foil especificamente ligado

ao GloNRc do dominie Fc, © conjunto de N-glicsnos foram
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liberados a partlr do rituximab glico-remodelado (3) por
tratamente com PNGase F, gue hidrolisae especificamente a
ligacdo amida entre a ligagdc Asn -glicano. Os N-glicanos
liberados foram marcadas pela marcacao fluorescente 2-
aminobernzamida (2-AB) ¢ foram submetidas a craomatografia
fluorescente liguida de alta eficiéncia (HPLLC) e analise
por M8, A analise por LC-MS revelou claramente gue o N-
glicano liberado era esperade o N-glicano tipo complexo
biantenar portando nuclec de fucose e o8 Acidos sialicwos
terminals, gque consistia em cerca de 92% de N-glicanos
disialilados e cerca de B% de N-glicanos monosialilados,
tal como mostrado na Figura 13b. A composigdo de N-glicanos
fol bem consistente com a relacdo encontrada na oxazolina
N-glicano correspondentes (2] utilizada para E!
transglicgsilagic. BEste resultrado confirma que a
transferéncla de N-glicancs fol especificamente ligado ao
primer de GloNAc no rituximab desglicosilade.

(8097 Os resultados apresentadog no presente documento
representam o primeirc relatoric de remodelagdc de
glicesilagdo d& um anticorpo meonoclonal IgG intaecto, <om
uma transferéncia em blopo de um N-glicang natural de tipo
complexc de tamanho completo &o dominic Fc através de um
protococlo deglicosilagdo-regliceosilacgdo altamente eficiente
hakhilitada pelo uso combinade de EndoS e gliceosintase
baseado em BndoS. Apds a conclusdo da transglicosilagac, a
produto foi purificade por meio de uma cromatografia de
afinidade de proteina A simples, dando a glicoforma
hamegénea bem definida. Deve-se salientar gque o rituximab
comercial contém apenas tragos de glicoforma sialillada,
como mostrado na Figura 13a. Uma vez que Ffc e 146G

sialiladas foram propoestas como tendo artividade anti-
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inflamatdria, o rituximabh modificadoc pexr glicoengenharia
portands Fc N-glicanos totalmente sialilados podem ter uma
fungde anti-inflamstdéria, assim potencialmente a expandir a

sua cobertura terapéutica de tratamentc do céncer para o

tratamento de doencas auvto-imuges, (21, 22)
[009R] Além da oaxazolina N-glicanos de tipo complexo
sialilada (z2), og mutantes Endas foram lgualmente

eficientes para usar o oxazolina da nlcleo de Man3GlcNAc
(4} (4B] & © W3Man3GleNAc oxazolina etiquetada com azido
{6y (489} pera glicoenganharia de rituximab, levando a
formagao das correspondentes glicoformas homogéneas, (5) 2
(7Y, respectivaments, comd mostradeo na Figura 3A, O ESI-MS
deconveluido da cadeia pesada do produto de
transglicosilacdc {5) mostrou uma Unica esgpécis de 50 112,
camo mostra o grafico e na Figura 4C, que correspondeu bem
com a4 massa molecular calculadas (M = 50 102 Da) da cadeia
pesada de rituximab carregando um glicanc Man3GlcNAcZ. Da
mesma forma, o ESI-MS deconvoluido d4a cadeia pesada de
produte de transglicosilagdo (7] mostreou uma Unica espsécie
de 50 143, tal comoc mostrado no gréaflico £ na Figura 4C, que
estava @m boa concordincia com & massa molecular calculada
(M = 50 134 Da) da cadeia pesada de rituximab portandoc um
N3Man3GIlcNAc?Z gliceneo. Wovaments, estes resultades indicam
guz a btransglicosilacdo € =sssencialmente guantitativa. Deve
notar-se que a diminuicdc da razdo molar de doader/acepror
de  25:1  ainda resulton nsa transformacdo eficients,
implicando a eficiéncia nctavel transglicosilagac dos
mutantes endoS glicoesintass. BEm particular, a introdugao
seletiva de funcignalidade azide no nuecleo da Fo de N-
glicanog em anticorpos monoclonals intactos permitirada mais

modificagdes especificas de local de anticorpos através da
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gquimica clique, (50, 51) gue pode ser utilizada para fins
de etiguetagem & de direciconamento, au para expandir a
diversidade de gliceformas anticorpos para estudos da
relacdo estruturs-atividade.

[0D99] EndoS de tipo selvagem também fol testadec para
transglicosilacde de rituximab deglicosilata (1] com as
oxazolinas glicano (2 & 4) sch as mesmas condlgdes que o0s
mutantes com EndoS e obseryou-s£ gue apenas a formagdo
transitdria dos produtcos transglicosilagadoc correspondentes
foi encontrado como moniteorizade por LC-MS, provavelmentée
devido & hidrélise raplda in situ dos produtos pela enzima
do  tipo  selvagem. Recentemente, Scanlan, Davis e
colaboradores relataram um estudo independente sobre a
especificidade de substrato de Endof e demonstrou gue EndoS
de tipo selvagem poderia usar Man3GleNAc oxazolina para
transglicosilacdec eficiente de IgG desglicosilada. (42)
Para fazer face a ®=sta aparante discrepancia de
observacses, a eficléncla de transglicosilagac de EndoS de
tipo selvagem foi reavaliada a uma tempsratura inferior
(4°Cy utilizando uma quantidade muite mener de enzima,
seguinde o relatdérie recente (42). Usando e&sta condicdo
modificada, transglicesilacaoc significativa feoi observada
para a rltuximab desglicosilada (1) com © complaxzo
oxazolina agucar (2) pelos endoS de tipo selvagem no
periocde de incubagdoc inicizl, mas o produta foi
gradualmente hidrolisado guando a incubagac continuou, como
mostrado na Figura 14. Assim, a condigdo de reagdo deve ser
cuidadosamente controlada a fim de prender o produto de
transglicosilagdo quando de Endo8 tipo selvagem € usada.
Para aplicagéo prética, os mutantes glicosintase EndoS

devem ser a é&scolha para transgliceosilagdo eficiente e
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completa, uma vez que sdo desprovlidos de predute atividede

hidrolitica.

3

[0D100] Glicoengenharia de Rituximab  para o

I

necer
glicoforma G2 Nda fucesilada e galactesilada

[B0101] Para a terapia anticdncer, glicoformas de IgG nac
fucosiladas sao desejéveis, uma vez gque fol previamente
demonstrado gue mAbs com baixa tecr de fucose do FC N-
glicanos mostrou atividasde ADCC melhorada in vitro e maior
eficaclia anticdncer in vivo, especialmente para agueles
pacientes portadores do alelo Fl58 de baixa afinldade do
receptor Foyllla. (1a-19, 52) no métoda eficiente
dispeonivel para transtormar eficientemente um mAD
fucosilado existente (a principal glicoforma de mAb
recombinante produzido em células de mamiferc) a um mAb ndo
fucosilado. Para rescolver esse problema, uma s&rie de o=
fucosidases disponiveis comercialmente foram testadas, mas
nenhum peode remevar o «l,6-fucose no rituximab intacto, ver
esquema nas Figuras 5 A & B, Estes resultades implicam gque
a porgdo ol,&6-fucocse pode ser protegida pelc dominio Fc
efou o N-glicano complexe¢, tornando-os ilnacessiveis para o-
fucdsidases. Foi teorizade que, apdés deglicesilacgdo, a
glicoforma Fuc{al,€]GlcNAc rsasultante de rituximab poderia
ser mais acesslivel a w-fucosidases. Por coriseguirite, a
atividade de varids a—fucosidases disporiveis
comercialmente foi testada no rituximab desglicosilado [1)
gque carrega apenas a porgio Fuc(ol,&)GleNAc., Verificou-se
gue uma m-fucosidass inespecifica de rim bovino tinha uma
atividade moderada e fol capaz de remover o residuc de
fucose a partir do rituximab desglicosilada (1) para dar o
rituximab contendo GlcNAc (B) (ver Figuras 15 A e B).

Apesar de que uma quantidade relativamente grande de o-
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fucosidase e um tempo de reacdc  prolongado  foram
necessadrios para alcangar um defucosilagdo complefa do
riruximab EndoS-desglicosilada devido & atividade moderada
de a o -fucosidase, =& descoberta desta atividade o =
fucosidase fornace uma forma alternativa para obter o
precursor defucosilado rituximab (&) para mais
glicoengenharia.

[00102] Em sequilda, determinou-se que as glicosintases
Endo3-D233A e Endob-0233Q também ftoram eficientes para
reconhecer o GlcNAc ndo fucesilado em (8) para &
transglicosilacdo com uma oxazolina N-glicano sialilada (9)
(3H) para fornecsr a gliceforma G2 Thomogénea, niac
fuceosilada (107} Sm uma CONvVErsan esgsencialmente
guantitativa, Figura 5. O produto foli purificado por
cromatografia de afinidade de proteina A. A identidade e
pureza do produto modificada por glicoengenharia (10] foram
confirmadas por B2BDS-PAGE e analise por LC-MS, como se
mostra ma Figura 6. O rituximab defucpsilado (B) mostrou
uma Onica espécie de 49 274 [figurs 6€b), o gque confirma a
remogao da fucose (calculado para a cadelia pesada de
GlcNAc-rituximab, M = 4% 274 Da), O ESI-MS deconvoluido da
cadela pesada do produtc de transglicesilacdc (10) apareceu
como uma dnica espécie de 50 €95 (Figura 6c), o gue
correspondeu bem com a massa molecnlar calculada (M = 50
£33 Da) de cadeia pesada de rituximab portande um N-glicano
tipo complexo asialilado biantenar, Gal2GlcNAcZMan3GlcNAcZ.
Em um estudo comparativo, verificou-se tambem gque, embora

mutantes D233A e D233Q0 reconheceram tanto o GLoNAc-

0
193]

rituximah fucosilado (1) COmo GlcNac-rituximab nao
fucosilado (8) como aceptores para transglicosilagas, os

dois mutantes glicosintase preferiram o GlcNAcC-GlcNAc-
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rituximab fucogilado (1) como aceptor, wom uma reacido de
transglicosilagcie malis rédpida do gus o acaeptor nao
fucosilade (8) {(dadss nao mostrados). Tomados em conjunto,
estes resultados experimentais revelaram uma abordagsm

en

[

imatica combinada para fazer a gliceoforma homogénea nao
fueowsilada e totalmente galactosilada a partir de
anticorpos monoclonais comercialmente disponivelg. O
riturimab nac fucosilado e galacteosilado resultante devera
ter funcdes efetoras ADCC e CDC melhoradas, tal como
sugerido por estudos antericrmente. (2, 16-20, 52)

[(00103] Glicoengenharia de Fc especifica de local de IVIG
para fornecer glicoformas IVIG totalments Fe sialiladas
(001047 A remodelacdo de glicosilagio bem sucedida de
rituximab levou ao exame do métode guimicenzimatico para
glicoengenharia de IVIG com o cobjstivec de aumentar a Ssua
atividade anti-inflamatéria. IVIG s&p fragdaes de IgG
agrupadas purificadas a parftir do plasma de milhares de
doadores saudéveis. Estudos recentes tém sugerido gue uma
glicoforma Fc menor, w2,k-sialilada & a espécie ativa na
IVIG gue confere a atividade anti-inflamatdéria, como
demonstrade em um modelc de rato com artrite reumatdide.
(21, 22, 53, 54) Uma vez gue as glicoformas Fc sialiladas
530 componsntas secunddrios em IVIG, (55), a dependéncia de
atlvidade anti-inflamatéria de IVIG na sialilacdc de Fc
rerminal pode explicar em parte por que uma dose elevada
(1-2 g/kg) de infusdo de IVIG & necegsadria para conferir
protecac. A sialilagdo direta de FEFc e IVIG foli tentada
usando ol,6-sizaliltransferase humana (8T6Gal-I), mas a
eficiéncia foi baixa, e na maioria dos casos, apenas
glicoformas monosialiladas foram obtides come produtas

principais. (22, 536) Além disso, cerca de 30 ? dos dominios
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FAR em 1IVIG s3o N-glicosiladas e o enriquecimento de
lgctina glicoformas Fc sialiladas de IVIG, seria menos
eficaz quando 08 glicanos FAB sd3c sialilados. (2, 97)
Portanto, seria altamente degejavel se glicoengenharia Fe-
egpecifica com N-glicances sialilades puedesse ser alcangado
sem alterar a glicosilacdo de FAB.

[00L35] Verificou-se que endoS era capaz de desglicosilar
selertivamente o dominic ¥Fc de IVIG sem hidrolisar os =
glicanos aos dominios FAB sob condigfes suaves. Além disso,
o dominie Ffc de IVIG desglicosilada (11) poderia ser
glicosilado seletivamente com uma oxazolina slaloglicanoc
(2) pelo mutante Endo3-DZ33Q para dar o Fc IVIG totalmente
slalilada (12), coma  mostrado na Figura 7. A
gliceoengenharia primeiro foi monitorada por analise des SD3-
FAGE. A desglicosilagda & reglicosilagac de IVIG foram
aparentes como se mustra na alteragan do tamanho da banda
da cadeia pesada, como mestrado na Figura 16. Fara
caracterizar ainda mais a seletividade de local da
glicoengenharia de IVIG, os dominios de Fab e fc foram
desconectados por digestdc por papaina. (58) O deminio Fc
foi isolado por cromatografia de afinidade de proteina A e
os dominips FAB delxados no fluxo de passagem foram
isolados por cromatografia de exclusao de tamanho no
sistema de cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC).
Em seguida, os W-glicanos de Fc e FAR foram liberados
separadamente por tratamentec com PNGase F, marcada com 2-
amincbenrzamida (2-AE), (59%) =& anadlisados por HPLC (deteccic
fluoresgente e guantificacac) e caracterizagac por M3. Os
perfis FAB = Fc N-glicano antes e depols glicoengenharia de
IV1G foram mostrados mna Figura B. Verificaou-se gue os

padroes de glicosilagaoc Fc de IVIG foram mals complexgs do
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qus & glicosilagde Fc de anticorpe monoclaonal com
rituximab. Além das glicoformas GOF, GlF e GZF como o8
prirncipais componentes, havia uma quantidade significativa
de gliceoformas monnsialiladas {picos 2 e 7)
{aproximadamente 10%) & glicoformas contendn GleNAC
bissecional (picos 13-15) (5%) (Flgura 8a). A glicosilacdo
Fo apbs glicoengenharia (através de EndeS-deglicosilagdo e
transglicosilacédo postericr com oxazolina sialoglicanc (2)
por EndoS-D233Q1 mostrou o©s glicanos totalmente siamlilmdos
(picos 1 & 6) camo a&s principais glicoformas (> 90%)
{Figura Bb). Curiosamente, os padrdes de wgliceosilagiao FAB
foram semelhantes antes e depols do processo de
glicoengenharia (comparar com a figure 8, ¢ e d), exceto a
geracdo de uma pequena quantidade da glicocforma tobtalmente
sialilada (pico ). Estes resultados indicam que o processo
de remodelacdo de glicasilagdo & base de EndoS € sltamente
geletiva para os N-glicanos de Fc de anticorpes de IgG
intactos, mesmo na presenga de glicosilagdoc de FAB., A
seletividade notiavel & alta eficiéncia da atual abordagem
de glicpengenharia de Po fornecem ums nova via para
transformar o IVIG comsrcial em preparagac de IVIG
totalmente Fo-sialiladas gque se espera gque exiba atividade
anti-inflamatdéria aumentada, como demonstrado em estudos
anterigres wusando um modsloc de camundongo. ( 21, 22, 53,
54)

[00106] Ligacao do Rituximalb Modificado por
glieccengenharia parda o Receptor Foy estimulader {FcyRITIa)
& do Receptor Foy Inibidor (FeyRIIb)

[(00107] & afinidade das gliceformas remodeladas do

rituximab para os respectives receptores (FoyRHIa-EL58,

2!

CYRITTa-V1SE, e FcyRIIb) foi examinado por andliss de
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ressonancia de plasmén de superficie (SFR). As glicoformas
de rituximab foram imobilizadas por local especifico am
chips de uma proteinz e o= receptores de Foy em varias
concentragdss faram injetados como analites, seguindo os
procedimentes relatados recentemente (35). Comeo asperado, a
glicoforma G2 mac fucosilada meostrou melhoria significativa
de afinidade tarito para os receptores FoylIlla de alta
afinidade comg ds baixe afinidade, FoyRIIIa-FLS5R =
FoyRTII1a-V158, guande comparado com o rituximab, disponivel
comercialmente, como mostrado na Figura 9. Os valores de Kd
para a ligacdec da glicoforma G2 (10) para o FoyRIITa-Fl38 «

FoyRITIa-V15E foram 123 + 11 e 12 %

[}
i

ivament

(1]
1
o

nM, respe

(I

L

,
gue foram obtidos através do ajuste dos dados de ligagao
com  um modelo de estade estaciondrio 01:01 wusando o
software de avalilacde BIAcore TI100. Por outro ladeo, os
valores d= KD para a ligacgdo do rituximab comercial para o
FoyRIITa-=¥F158 & FecyRIIIa-vV158 foram estimados come sendo
1042 + 155 e 252 ¢ 18 nM, regpectivamente. Assim, a
afinidade da glicoforma G2 modificada por glicoengenharia
para 08 para 03 receptores Foy de baixa afinidade e de alta
afinidade (FoyRIIIa-F138 & FoeyRIIIa-V138) foli de cerca ds ©
vazes € 20 vezes maior do que o© rituximab comercial,
respectivamente. Por oputre ladeo, a glicoforma G2 e o
rituximab comerclal demonstraram afinidade comparavel para
o inibider do receptor Foy FeyRIIb com os valores de KD de
2,3+ 0,5e 2,0 £ 0,7 uM, respesctivamente. Estes resultados
revelam um ganha claro de fungoes benéficas para o
rituximab modificado por glicoengenharia, Deve-ss salientar
que uma preparagdo eficiente de glicoformas FoyRIIIa de
alta afinidade de ligacdo & clinicaments significativo para

abordar a guestao do polimgrfismo receptor Foy encontrado
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em paclientes caom cdncer que S30 mMenos ou hao responsivos ao
tratamenta com anticorpes monoclonais comuns. Nestes
pacientes, o alelo FoyRIHa-F158 tem uma baixa afinidade
para os wWAbY terapéutices, tais como rituximab, em
comparacde com o receptar de elevada afinidade, o alelo
FoyRIIIa-V158. (52, 60, 61). Funcdes efetoras mediadas pelo
receptor Fey foram também sugeridas ser um macanismo
importante para conseguir & dimunidade protetora de
anticorpos neutralizantes de HIV. (62) Assim, a abordagem
gliroengenhdria descrita no presente documento  pode

encontrar amplas aplicagSes na produgdc de varias

glicoformas definidas de anticorpos monoclonais valiosos
para o8 estudos funcionais, bem como para aplicagdss
biomédicas.

[(DO108] Uma abordagem eficiente para glicoengenharia

guimicenzimitica de anticorpos I1IgG intactas & descrita ne
presente documentc. As duas novas glicosintases baseados em
EndoS8 geradas pela local de mutagénese dirigida demonstram
uma ampla especificidade de substrato capaz de transferir
N-glicanos sialiladps e asialilados e do tipo complexo,
assim como nidclep de MN-glicanos modificadoz seletivamente
das oxazolinas glicanos correspondentas aos anticorpos
intactos Fc-desglicosilados. Além disso, a abordagem de
desglicosilacgdo / reglicosilacde € eficaz para ambos o©s
anticorpos 1gG, de nficlen fuccsilade e nao fucosilado
quando um o-fucosidase € adeguadamente combinada. Estas
rnpvas descobertas aumentam significativamente o alcance do
mé&todo quimioenzimatico & tornada possivel uma
transformagdo eficiente dos anticorpos monoclonais intactos
em varias glicoformas bem definidas que s@c até agul

dificil de obter por métodos & existentes. Espera-se que
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esta abordagemn glicoengenharia possa faciliter o
desgnvolvimente de produtes bicldgicos biosimilares s/ou
biomelhorados que possuem uma eficacia terap&utica e/ou
obter novas fungdes.

Matariais e mértados

[00109] Inticorpo monoclonal riturimab (rituxan,
Genentech Ine., South San Francisco, CA) & IVIG foram
adquiridos através Premium Health Servieces Inc. (Columbia,
MD) . Sialoglicano oxazolina (Z) e oxazolina de tipo asialo-
glicano complaxo {51 foram sintetlizados seguindo
procedimento reldtade antericrmentee, (38, 46). al-
fucosidase de rim bovino foi adguirida da Sigma (St. Louis,
MO} e Prozyme (Hayward, CA ). Endo-PN-acetilglucosaminidase
de Arthrobactar  protophormiae (endoA) e endo-PN-
acerilglucosaminidase de Mucpr hiemelis [endoM] & seus
mutantes foram produzideos =m excesso em E. coll seguindo os
procedimantos ralatades (38). PNGase F fol adguirido a
partir de New England Biclabs (Ipswich , MA).

(00110] Cromatografia Llquide de Espectrometria de Massa
(LC-M3)

[¢0111] A LC-MS fol reallzada em um sistema LXQ (Thermo
Scientific) com uma coluna Hypersil GOLD (1,9 mp, 50 x 2,1
mm). As amostras de IgG foram tratadas com 0,5% de (-
mercaptoetanol & aquecidds a 60°C durante 15 min, em
sequida, submetrida a medigdico LC-MS5., B asnalise fol realirada
a 60°C, efetuando a eluigdo com um gradiente linear de 10-
40% de MeCN contendo 0,1% de dcido fédrmico em 10 min & um
caudal de 0,25 mL / min.

[QOLLZ] Espectrometria de Massa de ionizacdo de El&ctron
spray de (ESI-MS) e Espectromstria de Massa de Iconizagdo e

dessorgao a laser assistida por matriz de tempe de voo
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(MALDI-TOF MS)

[ODTL3E] Os espectros ESI-MS foram medidos em um uGnico
espectrdmetro de massa quadruplo Waters Micromass ZR-4000.
0 MALDI-TQF M3 foi realizada em um espectrdimetro de massa
Autofler IT MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA). O
instraomento fol calibrade wusando o kit de calibragio
ProteoMass Peptide MALDI-MS (MSCALZ, Sigma / Aldirich). A
matriz ds &cido 2,5-di-hidroxibenzdéico (DHB) fol utilizada
para o3 glicangs neutros e 2',4',é'-trihidroxiacetoienona
(THAP] foi utilizada para os glicancs acidos,

(00114] Sobre-sxpressac = purlficagdc de EndoS = Mutantes
[DO115] EndoS de tipo selvagem foi produzida &m excesso
em E. coli e purificada de acordo com ¢s3 procedimentos
relatados anteriormente, (40, 63) usande o plasmidec pGEX-
EndoS gque foi gentilmente cferecide pelo Dr, M. Collin
(Universidade de Lund, 3uécia). Qs dois mutantes de EndoS,
D233a & D233Q, foram gerados usando © kit de mutagénese
dirigida ao local GeneArt (Invitrogen) de acordo com as
instrugdes do fabricante. O plasmideo pGEX-EndoS foi
utilizado como molde, & LA Tag polimerass (Takara, Japac)
foi utilizada para & PCR. As mutagdes foram confirmadas por
seguenciamento de ADN & transformado em BLzZ1 (DE3). Qs
transformantes foram cultivados em meio Lurla-Bertani gue
contém 100 mg/L de carbenicilina e induzidos com 0,1 mM de
isopropil-PO-tiogalactopirancsidec durante 16 h a 25°C. As
células foram colhidas por centrifugagdo a 1700g durante 15
min a 4°C, 0 sedimento celular foi suspenso em solugao
salina tamponada com fosfato (pH 7,4) com lisozima & FPMSF.
A mistura de lise feoi centrifugada a 16000g durante 20 min
a 4°C. Apds a centrifugagdo, o scobrenadapte da lise celular

foi aplicado a 3 mL de 50% de resina de glutaticona-
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Sepharose 4B (GE Healthcare). As amostras foram incubadas a
25°C durante 60 min com agitagdo suasve, A yresina foi
aplicada a uma coluna de 10 mlL: (PD-10 de GE Healthcare) e
lavou-se cinco veres com PBS. 500 pL da tampac de elulgdo
de qlutatiena (50 mM Tris-HC1l, glutationa 10 mM, pH 8,0]
fol adicionado & coluna, incubou-se & temperatura ambiente
durante 5 min, recolheu-se, e, =m seguida, repetiu-s& Lrés
vezes. ASs fracdes eluidas foram reunidas e submetidas a
disdlise cantra tampia de fasfato de =6dic (50 mM, pH 7,0)
durante a noite a 4°C. As amostras de proteina foram =sntio
concentradas wutilizando filtrogs Amicon de ultra centrifuga
de 10 kbDha (Millipore). As amostras de proteina concentradas
foram analisadas por SDS-PAGE, e a concentragdo de proteina
foli guantificada wutilizando um espectrofetdmetro 2000e
Nario-Orop. © rendimento da produgaso excessiva dos endoS de
tipo selvagem foi de aproximadamente 40 mg/L, & o
rendimento para os mutantes feol de aproximadamente 30 mg/L.
[G0116] Desglicosilacio de Rituximab por EndoS de tipo
selvagem para dar (Fuool,e)] GlcNAc-Rituximab (1)

[OD117] Rituximakh comercial (20 mg) em tampdc Tris-Cl (50
mM, pH 8,0, 2 ml} fai 1incubado com Endof (30 ug) a 37°C
durante 1 h. as anélises LC-ME e de S03-PAGE indicaram gque
a clivagem completa dos N=glicanos na cadelad pesada. A
mlstura de reacaec foi submetida a cromatografia de
afinidade em uma caluna de proteina A- regina agaross (5
mL) gue fol pré-squilibrada com um tampdo Tris=Cl (20 mM,
pH &,0). A coluna foi lavada com Tris-Cl (20 mM, pH 8,0, 25
ml) & glicina-#C1 (20 mM, pH 5,0, 20 mL), sucessivamente. A
IgG ligada foi liberada com glicina-HCL {100 mM, pH 2,5, 20
mL), e as fragées de eluigic foram Iimediatamente

neutralizadas com tampdo Tris-Cl (1,80 M, pH B8,8). As
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fracHes rcontendc os fragmentos Fe foram combinadas e
concentradas por filtragdo centrifuga (filtro centrifugo
Amicon Ultra, Millipere, Billerica, MA) para dar (Fuc ol,6)
GlcNAc-rituximak {1} {18 mg). LC-M5: calculado para a
cadela pesada de (Fuc ol,6) GlcWAc-rituximab (1), M = 49
420 Da, (473 encontrado  (m/2), 49 420 {dados de
desconvelucdo) .

DOL1R) Transglicosilagdoc de ([Fucal, 6) GlcNAc-Rituximab
(1) com Sialoglicana de oxazolina (2) por Mutantes de EndoS
D233A oun DZ33Q

(00119 Uma solucdc de (Fucal,§) GlcWAc-rituximab (1) (10
mg) e sialoglicano-oxazolina (2) (10 mg) em tampao Tris (50
mM, pH 7,4, 2 ml}) foi incubada com © mutante de EndoS D233A
ou D233Q (200 pg), a 30°C. Foram recclhidas amostras em
intervalog e foram analisadas por LC-MS. Apds 2-3 h, a
monitorizagiao LC-MS indicou a reagdo completa de (Tucal, @)
GlcNAc—rituximab (1) para dar a preduto de
transglicosilacdo {2) gue porta os N-glicanos complatamente
simlilados. A mistura de reagdo fol submetida a8 wuma
cromatografia de afinidade em wuma coluna de agarose-
proteina A de acordo com o procedimento descrito acima. As
fracgdées contendo o produto foram combinadas e concentradas
por ultracentrifugacdo para dar o rituximab sizlilado (3)
{11 mg, gquantirative). LC-MS: calculado para a cadeia
pesada de (3) gue porta © N=gllicano totalmente sialilado
de, M = 51 421 Da; encontrade (m/z), 51 426 (dados de
desconvolucaa)l .

[(DOL207 Transglicosilagdo de (Fucal,&) GleNAc-Rituximab
(1) com Man3GlcMNAc oxazolina (4) e Man3GleoNAc oxazolina
etiguetada com azida (&) por sndoR-D2330Q

[00121] A transglicosilacdo foi realizada comc descrito
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pAara a preparacac de (3] para dar (G1= produtos
correspondentes. A  analise por LC-MS  de rituximab
medificade por glicoengsnharia (5 & 7): calculado para a
cadeia pesada de (5) gue porta o Man3GlcNAcZ N-glicanos
fuconsilados, M = 50 109 Da; encontrado (m/z)l, 50 112 (dados
de desconvolugio); calculade para a cadeia pssada de (7]
portands o azide-Man3GicNAc2 N-glicano fucosmilado, M = 50
124 Da; encontradeo (m/z), 50 143 {dados de desconvolugdo).

(00122]

0

Defucesilacao de (Fucwl,®) GlcNAc-Rituxrlimab (1)
por uma Fucosidase de rim bovino

[00123] Uma solugdo de (Fucol,&) GlcWAc-rituximab (1) (2
mg)] em tampao fosfate (50 mM, pH 5,5, 200 ul) contendo
azida des sodic & 0,05 fol incubada com o fuccsidase de rim
bovine (Prozyme, 5 U) a 37°C. Foram recclhidas amostras em
intervalos e foram anazlisados por LC-MS5. Apds 20 dias, o©
acompanhamente LC-MZ indigeu o defucosilagdo completa de
(Fuexl, 61 GlcHAc-rituximab (1) para dar o produto, GlcNAc—
rituximab (2). A mistura de reagido fol submetida a
cromatografia de afinidade em umsa coluna de proteina A,
seguindo o procedimento descritec acima. As fragdfes contendo
0 produto foram combinadas e concentradag por
ultracentrifugagic para dar GlcNAc-rituximab (2] (2 mg,
guantitative). LC-M3: calculado para a cadeia pesada de
GleWAc-=rituximab (2) portador de ama porgdo GlcecNAc, M = 49
274 Da; ericontrado (m/z), 49 274 (dados de deconvolugdo).
(00124] Transgliceosilagio de GlcNAc-Rituximab (4] com
Glicanc oxazolina de tipc complexo Asialilado (5) por D2330
Mutant

[00125] Umd solugae de GloNAo-riruximab (4) (2 mgl e
oxazolina (5) (5 mg)] em tampidce Tris (50 mM, pH 7,4, 0,5 mlL])

fol incubada com o endo3-D233Q0 (200 pg) a 37°C. Foram
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recolhidas amostras em intervalos e foram analisados por
LC-M3., Apds 2 h, a monitorizagdoc LC-M5 indicou a reagado
complets de 4 para se obter o produte de transglicosilacgae
correspondente (6). A mistura de reac¢dc fol submestida a
cromatografia de afinidade em uma coluna de proteina A. As
fragdes contende o produro foram combinadas e concentradas
por ultracentrifugacido para dar a glicoforma ndo fucosilada
de rituximab (6) (2 mg, quantitative). LC-MB: calcuolado
para a cadeia pesgada de (6) qua porta o N-glicanc néo
fucosilade, M = 50 &%3 Da; encontrade (m/z], 50 €95 idados
de desconvolugao) .

[00126] Desglicosilagia sitio especifica no Fc Dominio de
IVIG por EndoS

100127] IVIG comercial [20 mgl em tampdo Tris-Cl (50 mM,
pgH 8,0, 2 ml) fol incubada com EndoS (SEQ ID NWNO: 1) (30
pgl, @& 37°C durante 1 h. O residuc foi sujeite a
cromatografia de afinidade em uma coluna de proteina A para
ge obter o {(Fucel,6] GloNAc-IGIV (20 mg, gquantitative), em
gue ©s N-glicanos de Fc foram removidoes, delxando a GlcNAc
al, f-fucosilado nos locaisg N297.

(00128] Transglicesilagdc de (Fucal, &) GlcNAc-IVIG com
oxazolina Sialoglicane (2] por DZ33Q Mutant

(00129 Uma solucao de ({(Fucol,&) GLlcNRC-TGIV (3 mg) e
gialoglicane-cxazolinag (2) (3 mg) em tampdo Tris (50 mM, pH
7,4, 2 ml) foi incubada com o mutante DZ330 ( SEQ ID NO: 2)
(60 pg), a 30°C. Apos 2 h, a analise de SDS-PAGE indicou a
reacdc completa de [Fucel, 6] GleNRc-TVIG para dar o produto
de transglicosilacdo. A mistura de reacgdo foi submetida a
cromafografia de afinidade em uma coluna de proteina A para
proporcionar o IVIG remodelado-glico (3 mg, gquantitativo),

em gue o0s N-glicanos de Fc foram remodelados para os N-
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glicanos de tipo complexo totalmente sialilados,
[00130] Experimentos de ligacdc de Ressonancia plasménlca
de

03]

upsrficie (SPR)

[aN131] A ligagdo entre as diferentes glicoformas de
receptores de IgG e Fey fol medida por ressonancias
plasmériica de superficie (3PR), utilizando um instrumento
Bizcore TI00 (GE Healthcare, EUA). Uma proteima de 5000 RU
fei imeobilizado em um chilp de bipssensor CM5 (GE
Healthcare) ufilizando uma gquimica de acoplamente de amina
priméria padrdc a pH 4,5 para capturar as diferantes
glicoformas de IgG. Uma célula de fluxe de referéncia foi
preparada de modo semelhante, sem injecac de proteina A.
Cada glicoforma individual de IgG em tampio HBS-F (HEPES 10
mM pH 7,4, NaCTl 0,15 M, 0,0%% v/v de tensicative P20] foi
injetado & 10 pl/min 4 praoteina A de superficie e atingiu o
nivel de captura de 150 RU. A diluigdo em série de
receptores FoyllIla = FoylIb foi injetada em 10 pL/min.
Depois de cada ciclop, a superficie foi regenerada atraves
da injecdo de 10 mM de HCl a 10 uL/min durante 30 s. Os
dados foram ajustade =m um modelo de ligacdo 01:01 Langmuir
usando software de avaliacdo BIAcore TI100 para obter oS
dados de constante de equilibrio {KD}.
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REIVINDICACOES

1. Método de preparacdo de um anticorpo de nucleo
fucosilado ou n&do fucosilado ou um fragmento Fc do mesmo
tendo uma porgéo oligossacarideo 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 nucleo fucosilado ou
ndo fucosilado; e

enzimaticamente reagir o aceptor de GlcNAc de nucleo
fucosilado ou nao fucosilado com um doador de
oligossacarideo ativado utilizando um mutante de
Streptococcus pyogenes Endoglicosidase-S Asp233, em que o
doador de oligossacarideo ativado é uma oxazolina
oligossacarideo sintética ou oxazolina sialilada, em que o
mutante Endoglicosidase-S ¢é selecionado a partir de um
mutante que compreende uma mutacdo dirigida ao local D233Q
(SEQ ID NO: 2) ou D233A (SEQ ID NO: 3), em que o doador de
oligossacarideo ativado porta uma porcdo oligossacarideo
ativado que compreende um numero e tipo predeterminados de
residuos de acucar, no qual através de uma reacédo
enzimatica, a porcdo de oligossacarideo ativado é ligada de
forma covalente ao aceptor de GIlcNAc de nucleo fucosilado
ou nao fucosilado, preparando-se assim o anticorpo
fucosilado ou ndo fucosilado ou fragmento Fc com a porcgdo
de oligossacarideo predeterminada.

2. Método de acordo com a reivindicacgdo 1,
caracterizado pelo fato de que a oxazolina oligossacarideo
sintética é um di-, tri-, tetra-, penta-, hexil-, hepta-,
octil-, nona-, -deca ou undecassacarideo oxazolina.

3. Método de acordo com a reivindicacd&o 1 ou 2,

Peticao 870210036739, de 22/04/2021, pég. 5/17
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caracterizado pelo fato de que o nlcleo fucosilado GlcNAc-
aceptor é uma alfa-1-6-fucosil-GlcNAc contendo anticorpo ou
fragmento Fc.

4, Método de acordo com qualquer das reivindicacgdes
anteriores, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo de
nucleo fucosilado ou n&o 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 reivindicagdo 1, em que o
doador ativado de oligossacarideo ¢é uma oxazolina de
oligossacarideo sintética, caracterizado pelo fato de gque
adicionalmente compreende:

(a) proporcionar um anticorpo IgG com nucleo
fucosilado ou ndo fucosilado ou um fragmento IgG-Fc, que
compreende N-glicanos heterogéneos ou indesejaveis; e

(b) remover os N-glicanos heterogéneos ou indesejados
por uma enzima selecionada a partir de Endo S ou Endo-A

para formar O anticorpo IgG ou fragmento IgG-Fc

Peticao 870210036739, de 22/04/2021, pég. 6/17
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compreendendo o aceptor de GlcNAc com nucleo fucosilados ou
ndo fucosilado.

6. Método de acordo com a reivindicacéao 5,
caracterizado pelo fato de gque a enzima usada para remover
os N-glicanos heterogéneos ou indesejados é Endo S.

7. Composicéao caracterizada pelo fato de que
compreende pelo menos um mutante Streptococcus pyogenes
Endo-S Asp-233 selecionado a partir do grupo gque consiste

em D233Q0 (SEQ ED NO: 2) e D233A (SEQ ID No: 3).

Peticao 870210036739, de 22/04/2021, pég. 7/17
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A

MDKHLLVKRT LGCVCAATLM GAALATHHDS LNTVKAEEKT VQVQKGLPSI DSLHYLSENS
KKEFKEELSK AGQESQKVKE ILAKAQQADK QAQELAKMKI PEKIPMKPLH GPLYGGYFRT
WHDKTSOPTE KDKVNSMGEL PKEVDLAFIF HDWTKDYSLF WKELATKHVP KLNKQGTRVI
RTIPWRFLAG GDNSGIAEDT SKYPNTPEGN KALAKAIVDE YVYKYNLDGL DVQVEHDSIP
KVDKKEDTAG VERSIQVFEE IGKLIGPKGV DKSRLFIMDS TYMADKNPLI ERGAPYINLL
LYQVYGSQGE KGGWEPVSNR PEKTMEERWQ GYSKYIRPEQ YMIGFSFYEE NAQEGNLWYD
INSRKDEDKA NGINTDITGT RAERYARWQP KTGGVKGGIF SYAIDRDGVA HQPKKYAKQK
EFKDATDNIF HSDYSVSKAL KTVMLKDKSY DLIDEKDFPD KALREAVMAQ VGTRKGDLER
FNGTLRLDNP AIQSLEGLNK FKKLAQLDLI GLSRITKLDR SVLPANMKPG KDTLETVLET
YKKDNKEEPA TIPPVSLKVS GLTGLKELDL SGFDRETLAG LDAATLTSLE KVDISGNKLD
LAPGTENRQI FDTMLSTISN HVGSNEQTVK FDKQKPTGHY PDTYGKTSLR LPVANEKYDL
QSQLLFGTVT NQGTLINSEA DYKAYQNHKI AGRSFVDSNY HYNNEKVSYE NYTVKVTDST
LGTTTDKTLA TDKEETYKVD FFSPADKTKA VHTAKVIVGD EKTMMVNLAE GATVIGGSAD
PVNARKVFDG QLGSETDNIS LGWDSKQSII FKLKEDGLIK HWRFFNDSAR NPETTNKPIQ
EASLQIFNIK DYNLDNLLEN PNKFDDEKYW ITVDTYSAQG ERATAFSNTL NNITSKYWRV
VFOTKGDRYS SPVVPELQIL GYPLPNADTI MKTVTTAKEL SQQKDKFSQK MLDELKIKEM
ALETSLNSKI FOVTAINANA GVLKDCIEKR QLLKK

B

MDKHLLVKRT LGCVYCAATLM GAALATHHDS LNTVKAEEKT VQVQKGLPS| DSLHYLSENS
KKEFKEELSK AGQESQKVKE ILAKAQQADK QAQELAKMKI PEKIPMKPLH GPLYGGYFRT
WHDKTSDPTE KDKVNSMGEL PKEVDLAFIF HDWTKDYSLF WKELATKHVP KLNKQGTRVI
RTIPWRFLAG GDNSGIAEDT SKYPNTPEGN KALAKAIVDE YVYKYNLDGL DVAVEHDSIP
KVDKKEDTAG VERSIQVFEE IGKLIGPKGV DKSRLFIMDS TYMADKNPLI ERGAPYINLL
LVQVYGSQGE KGGWEPVSNR PEKTMEERWQ GYSKYIRPEQ YMIGFSFYEE NAQEGNLWYD
INSRKDEDKA NGINTDITGT RAERYARWQP KTGGVKGGIF SYAIDRDGVA HQPKKYAKQK
EFKDATDNIF HSDYSVSKAL KTVMLKDKSY DLIDEKDFPD KALREAVMAQ VGTRKGDLER
FNGTLRLDNP AIQSLEGLNK FKKLAQLDLI GLSRITKLDR SVLPANMKPG KDTLETVLET
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 LGWDSKQSI FKLKEDGLIK HWRFFNDSAR NPETTNKPIQ
EASLQIFNIK DYNLDNLLEN PNKFODDEKYW ITVDTYSAQG ERATAFSNTL NNITSKYWRY
VFOTKGDRYS SPVVPELQIL GYPLPNADTI MKTVTTAKEL SQQKDKFSQK MLDELKIKEM
ALETSLNSKI FDVTAINANA GVLKDCIEKR QLLKK
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