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PROTEINA DE LIGAGAO AO ANTIGENO DE MEMBRANA PROSTATA-
ESPECIFICO

REFERENCIA CRUZADA

[001] Esse pedido reivindica o beneficic do Pedido U.S.
Provisdério N° 62/426.086 depositado em 23 de novembro de
2016, que é incorporado por referéncia nesse relatédrio
descritivo em sua totalidade.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[002] O presente pedido contém uma Listagem de sequéncias
que foi submetida eletronicamente em formato ASCII e &
incorporada por meio deste por referéncia em sua totalidade.
A referida cépia em ASCII, criada em 22 de novembro de 2017,
¢ denominada 47517-707_601_SL.txt e tem 148.650 bytes de

tamanho.

INCORPORACAO POR REFERENCIA

[003] Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patente
mencionados nesse relatdério descritive s&o incorporados
nesse relatdério descritivo por referéncia na mesma extenséo
como cada publicacdo, patente ou pedido de patente individual
fosse especificamente e individualmente indicado para ser
incorporado por referéncia, e como se descritos em suas
totalidades.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[004] A presente revelacdo fornece uma proteina de
ligacdo ao antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA)
que pode ser usada para o diagnéstico e tratamento de
condicdes da prédéstata e outras indicacdes correlacionadas a
expressao de PSMA.

SUMARIO DA INVENCAO

[005] E fornecida nesse relatdério descritivo, em uma

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 6/156



2/133

modalidade, uma proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata (PSMA), que compreende regides
determinantes de complementaridade CDR1, CDR2 e CDR3, em
que:

(a) a sequéncia de aminoacidos de CDR1 é como
apresentada em RFMISX1YX2MH (ID. DE SEQ. N°: 1);

(b) a sequéncia de aminoacidos de CDR2 é como
apresentada em X3INPAX; XsTDYAEXsVKG (ID. DE SEQ. N°: 2); e

(c) a sequéncia de aminoadcidos de CDR3 é& como
apresentada em DX7YGY (ID. DE SEQ. N°: 3). Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata compreende a seqguinte férmula: fl-rl-
f2-r2-£f3-r3-f4, em que, rl é o ID. DE SEQ. N°: 1; r2 é& o ID.
DE SEQ. N°: 2; e r3 é o ID. DE SEQ. N°: 3; e em que fi1, f2,
f3 e f4 s8o residuos estruturais (framework) selecionados de
modo que a referida proteina seja pelo menos oitenta por
cento idéntica a sequéncia de aminocacidos apresentada no ID.
DE SEQ. N°: 4. Em algumas modalidades, X1 é prolina. Em
algumas modalidades, Xz é histidina. Em algumas modalidades,
X3 €& Aacido aspartico. Em algumas modalidades, Xz é lisina.
Em algumas modalidades, Xs é glutamina. Em algumas
modalidades, Xs é tirosina. Em algumas modalidades, X; é
serina. Em algumas modalidades, a proteina de 1ligacdo ao
antigeno de membrana especifico da préstata possui uma
afinidade maior para um antigeno de membrana especifico da
préstata humano do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4. Em
algumas modalidades, Xi € prolina. Em algumas modalidades,
X5 é glutamina. Em algumas modalidades, Xs é tirosina. Em

algumas modalidades, X: é lisina e X7 é serina. Em algumas
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modalidades, X2 é histidina, X3 é &cido aspartico, Xz é lisina
e X7 é serina. Em algumas modalidades, Xi1 €& prolina, Xz é
histidina, X3 é A&cido aspartico e X7 é serina. Em algumas
modalidades, Xz ¢é histidina, X3 é &cido aspartico, Xs &
glutamina e X7 é serina. Em algumas modalidades, Xz ¢&
histidina, X3 é &cido aspartico, X¢ é tirosina e X; é serina.
Em algumas modalidades, Xz ¢ histidina e X; é serina. Em
algumas modalidades, X; é histidina, X3 é &cido aspartico e
X7 é serina. Em algumas modalidades, a proteina de ligacéo
ao antigeno de membrana especifico da préstata possui uma
afinidade maior para um antigeno de membrana especifico da
préstata humano do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em
algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao antigenc de
membrana especifico da prdéstata ainda possui uma afinidade
maior para um antigeno de membrana especifico da préstata de
Cynomolgus do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em
algumas modalidades, rl compreende o ID. DE SEQ. N°: 5, ID.
DE SEQ. N°: 6, ou ID. DE SEQ. N°: 7. Em algumas modalidades,
r2 compreende o ID. DE SEQ. N°: 8, ID. DE SEQ. N°: 9, ID. DE
SEQ. N°: 10, ID. DE SEQ. N°: 11, ID. DE SEQ. N°: 12, ID. DE
SEQ. N°: 13, ou ID. DE SEQ. N°: 14. Em algumas modalidades,
r3 compreende o ID. DE SEQ. N°: 15,

[006] Outra modalidade da invencédo fornece uma proteina
de ligacdo ao antigeno de membrana especificc da préstata
que compreende CDR1, CDR2 e CDR3, gque compreende a sequéncia
apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4, em que um ou mais residuos
de amincacidos selecionados das posigdes de aminoacido 31,

33, 50, 55, 56, 62 e 97 sdo substituidos. Em algumas
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modalidades, a proteina de ligacdo compreende uma ou mais
substituicdes adicionais nas posicdes de aminoacido
diferentes das posicdes 31, 33, 50, 55, 56, 62 e 97. Em
algumas modalidades, a proteina de ligacdo compreende
substituicdo na posicdo 31. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo compreende substituic&o na posicdo 33.
Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo compreende
substituicdo na posicdo 50. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo compreende substituic&o na posicdo 55.
Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo compreende
substituicdo na posicdo 56. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo compreende substituic&o na posicdo 62.
Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo compreende
substituicdo na posicdo 97. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo compreende substituicdes nas posicgdes de
aminodcido 55 e 97. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao antigeno de membrana especifico da prdéstata possui
uma afinidade maior para antigeno de membrana especifico da
préstata humano do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em
algumas modalidades, a proteina de ligacdo compreende
substituicdes nas posicdes de aminodcido 33 e 97. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacédoc compreende substituicdes
nas posicbes de aminoacido 33, 50 e 97. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata possui uma afinidade maior para
antigeno de membrana especifico da préstata humano do que
agquela de uma proteina de ligacdoc que possui a sequéncia
apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4., Em algumas modalidades,

a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana especifico da
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préstata possui uma afinidade maior para antigeno de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus do que aguela de uma
proteina de ligacdc que possul a sequéncia apresentada no
ID. DE SEQ. N°: 4. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo compreende substituicdes nas posicdes de amincacido
31, 33, 50 e 97. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo compreende substituicdes nas posicdes de amincacido
33, 50, 55 e 97. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo compreende substituicdes nas posicdes de amincacido
33, 50, 56 e 97. Em algumas modalidades, compreende
substituicdes nas posicdes de aminodcido 33, 50, 62 e 97.
[007] Uma modalidade adicional fornece uma proteina de
ligacdo ao antigeno de membrana especifico da préstata que
compreende uma CDR1, CDR2Z e CDR3, em que CDR1l compreende a
sequéncia como apresentada é o ID. DE SEQ. N°: 16. Uma
modalidade fornece uma proteina de ligacdo ao antigeno de
membrana especifico da prdéstata que compreende uma CDRI1,
CDR2 e CDR3, em gque CDR2 compreende a sequéncia como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17. Uma modalidade adicional
fornece uma proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata que compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3,
em qgue CDR3 compreende a sequéncia como apresentada no ID.
DE SEQ. N°: 18. Em uma modalidade, é fornecida uma proteina
de ligacdo ao antigeno de membrana especificc da préstata
gue compreende uma sequéncia gque é pelo menos 80% idéntica
a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em uma
modalidade, é fornecida uma proteina de ligacdo ao antigeno
de membrana especifico da prdédéstata que compreende uma CDRI1,
CDR2 e CDR3, em gue CDR1l possui pelo menos 80% de identidade

para o ID. DE SEQ. N°: 16, CDR2 possuil pelo menos 85% de
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identidade para o ID. DE SEQ. N°: 17, e CDR3 possul pelo
menos 80% de identidade para o ID. DE SEQ. N°: 18.

[008] Outra modalidade fornece uma proteina de ligacéo
ao antigeno de membrana especifico da préstata que compreende
uma CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1l compreende a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 16, CDR2 compreende a
sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17, e CDR3
compreende a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18. Em
algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao antigenc de
membrana especifico da préstata se liga a um ou a ambos do
antigeno de membrana especifico da préstata humano e antigeno
de membrana especifico da préstata de Cynomolgus. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo se liga um antigeno de
membrana especifico da préstata humano e antigenc de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus com afinidades de
ligacdo comparaveis. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo se 1liga um antigeno de membrana especifico da
préstata humano com uma afinidade de ligacdoc maior do gue
antigeno de membrana especifico da prdéstata de Cynomolgus.

[009] Outra modalidade fornece um polinucleotideoc que
codifica uma proteina de ligacdoc ao PSMA de acordo com a
presente revelacdo. Uma modalidade adicional fornece um
vetor que compreende o polinucleotideo gque codifica uma
proteina de ligacdo ao PSMA de acordo com a presente
revelagcdo. Em outra modalidade, ¢é fornecida uma célula
hospedeira que ¢é transformada com o vetor. Em outra
modalidade, ¢é fornecida uma composicdo farmacéutica que
compreende (i) uma proteina de ligacdo ao PSMA de acordo com
a presente revelacdo, o polinucleotideo de acordo com a

presente revelagcdo, o vetor de acordo com a presente
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revelacdo ou a célula hospedeira de acordo com a presente
revelacdo, e (ii) um carreador farmaceuticamente aceitavel.
Outra modalidade fornece um processo para a producdo de uma
proteina de ligacdo ao PSMA de acordo com a presente
revelacdo, o referido processo compreendendo o cultivo de um
hospedeiro transformado ou transfectado com um vetor gue
compreende uma sequéncia de &cidos nucléicos que codifica
uma proteina de ligacdo a albumina-PSMA de acordo com a
presente revelacdo sob condicdes gue permitem a expressio da
proteina de ligac&o ao PSMA e recuperacdo e purificacdo da
proteina produzida da cultura. Em uma modalidade, ¢ fornecido
um método para o tratamento ou melhora de uma doenca
proliferativa, uma doenca tumoral, uma doenca inflamatdria,
um distuUrbio imunoldégico, uma doenca autoimune, uma doenca
infecciosa, uma doenca viral, uma reacdo alérgica, uma reacéo
parasitaria, uma doenca enxerto-versus-hospedeiro ou uma
doenca hospedeiro-versus—-enxerto, que compreende a
administracdo da proteina de ligacdc ac PSMA de acordo com
a presente revelacdo, a um individuo gue dela necessita. Em
algumas modalidades, o individuo ¢é humano. Em algumas
modalidades, o método ainda compreende a administracdo de um
agente em combinacdo com a proteina de ligacdo ao PSMA de
acordo com a presente revelacao.

[010] Uma modalidade fornece uma proteina de ligacéo
multiespecifica gue compreende a proteina de ligacdo ao PSMA
de acordo com a presente revelacdo. Uma modalidade adicional
fornece um anticorpc gue compreende a proteina de ligacdo ao
PSMA de acordo com a presente revelacdo. Em uma modalidade,
¢ fornecido um anticorpc multiespecifico, um anticorpo

biespecifico, um sdAb, um dominio pesado wvaridvel, um
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peptideo ou um ligante, que compreende a proteina de ligacéao
ao PSMA de acordo com a presente revelacao. Em uma
modalidade, ¢ fornecido um anticorpo gque compreende a
proteina de ligacdo ao PSMA de acordo com a presente
revelacdo, em que o referido anticorpo é um anticorpo de
dominio tinico. Em algumas modalidades, o anticorpo de dominio
Unico é derivado de uma regidoc varidvel da cadeila pesada de
IgG. Uma modalidade adicional fornece uma proteina de ligacéo
multiespecifica ou anticorpo que compreende a proteina de
ligacdo ao PSMA de acordo com a presente revelacdo. Em uma
modalidade, ¢é fornecido um método para o tratamento ou
melhora de uma doenca proliferativa, uma doenca tumoral, uma
doenca inflamatéria, um distirbio imunoldégice, uma doenca
autoimune, uma doenca infecciosa, uma doenca viral, uma
reacdo alérgica, uma reacdo parasitdria, uma doenca enxerto-—
versus—hospedeiro ou uma doenga hospedeiro-versus—enxerto,
gue compreende a administracdo do anticorpo multiespecifico
de acordo com a presente revelacdoc, a um individuo que dela
necessita. Em uma modalidade adicional, é fornecido um método
para o tratamento ou melhora de uma condigcdo da préstata,
gue compreende a administracdo do anticorpo multiespecifico
de acordo com a presente revelacdo a um individuo que dela
necessita. Outra modalidade fornece um método para o
tratamento ou melhora de uma condicdo da prdstata, gque
compreende a administracdo da proteina de ligacdo ao PSMA de
acordo com qualquer uma das modalidades acima a um individuo
que dela necessita. Uma modalidade adicional fornece um
método para o tratamento ou melhora de uma condicdo da
préstata, que compreende a administracdo da proteina de

ligacdo ao PSMA de acordo com a presente revelacdo, a um
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individuo gque dela necessita.
[011] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao

antigeno de membrana especifico da préstata compreende

qualgquer combinacdo do seguinte: (i), em que X: €& prolina;
(ii), em que Xz ¢é histidina; (iii), em que X3 ¢é A&cido
aspartico; (iv) em que X4 € 1lisina; (v), em que X5 &

glutamina; (vi), em que Xs & tirosina; e (vii), em que X; é
serina. Em algumas modalidades, a proteina de 1ligacdo ao
antigeno de membrana especifico da préstata da modalidade
acima possui uma afinidade maior para um antigeno de membrana
especifico da préstata humano do que aguela de uma proteina
de ligacdo que possuil a sequéncia apresentada como ID. DE
SEQ. N°: 4. Em algumas modalidades, a ligac&o ao antigeno de
membrana especifico da préstata compreende qualquer
combinacdo do segquinte: (i), em que Xi €& prolina; em que Xs
¢ glutamina; (ii), em que X¢ & tirosina; em que X: é lisina
e X7 é serina; (iii), em que X2 é histidina, X3 ¢é A&cido
aspartico, Xz é 1lisina e X7 & serina; (iv), em que X1 é
prolina, Xy é histidina, X3 é Acido aspéartico e X; é serina;
(v), em que Xz ¢ histidina, X3 ¢é A&cido aspartico, Xs é
glutamina e X7 é serina; (vi), em que X2 é histidina, X3 é
adcido aspéartico, Xz é lisina e X7 é serina; (vii), em que X3
é prolina, Xz é histidina, X3 é acido aspartico e X; é serina;
(viii), em que X; é histidina, X3 é &cido aspartico, Xs é
glutamina e X7 é serina; (ix), em que X2 é histidina, X3 é
adcido aspéartico, X¢ é tirosina e X; é serina; e (x), em que
X2 é histidina, X3 é adcido aspartico e X; é serina. Em alguns
casos, a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata da modalidade acima possui uma

afinidade maior para um antigeno de membrana especifico da
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préstata humano do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em
alguns casos, a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata da modalidade acima ainda possui uma
afinidade maior para um antigeno de membrana especifico da
préstata de Cynomolgus do que aquela de uma proteina de
ligacdo que possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ.
N°: 4. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
antigeno de membrana especifico da préstata compreende
qualquer combinacdo do seguinte: (i) substituicdo na posicéao
31; (ii) substituicd&o na posicdo 50; (iii) substituicd@o na
posicdo 55; substituicdo na posicdo 56; (iv) substituici&o na
posicéao 62; (v) substituicéo na posicéo 97; (vi)
substituicdes nas posicgdes 55 e 97; (vii) substituicdes nas
posicgbes 33 e 97; (viii) substituicdes nas posigdes 33, 50
e 97; (ix) substituig¢des nas posigdes 31, 33, 50 e 97; (x)
substituicgdes nas posicodes 33, 50, 55 e 97; (x1)
substituicdes nas posigdes 33, 50, 56 e 97; e (xiii)
substituicdes nas posigdes 33, 50, 62 e 97. Em alguns casos,
a proteina de ligacdo ao antigeno de membrana especifico da
préstata da modalidade acima possul uma afinidade maior para
antigeno de membrana especifico da préstata humano do que
agquela de uma proteina de ligacdoc que possui a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4. Em alguns casocs, a proteina
de ligac&o ao antigeno de membrana especifico da prdédstata da
modalidade acima ainda possui uma afinidade maior para
antigeno de membrana especifico da prdstata de Cynomolgus do
gue aquela de uma proteina de ligacd&o que possuil a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.

[012] Uma modalidade fornece um método para o tratamento
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ou melhora de cadncer de prdstata, o método compreendendo a
administracdo da proteina de ligac&o ao PSMA gque compreende
regides determinantes de complementaridade CDR1l, CDRZ e
CDR3, em gque (a) a sequéncia de aminodcidos de CDR1 & como
apresentada em RFMISX;YXpMH (ID. DE SEQ. N°: 1); (b) a
sequéncia de amincédcidos de CDR2 ¢é como apresentada em
X3INPAX XsTDYAEXsVKG (ID. DE SEQ. N°: 2); e (c) a sequéncia
de amincdcidos de CDR3 é como apresentada em DX;YGY (ID. DE
SEQ. N°: 3), a um individuo gque dela necessita.

[013] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA é um anticorpo de dominio Gnico. Em algumas modalidades,
o referido anticorpo de dominio tinico é parte de um anticorpo
triespecifico.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[014] As novas carateristicas da invencéo sdo
apresentadas com particularidade nas reivindicacdes em
anexo. Uma melhor compreensdao das caracteristicas e
vantagens da presente invencdo serd obtida por referéncia a
descricdo detalhada segquinte gque apresenta modalidades
ilustrativas, nas quais os principios da invencdo séo
utilizados, e os desenhos que a acompanham, dos quais:

[015] A Figura 1 & uma representacdo esquemdtica de uma
proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica direcicnada ao
PMSA exemplar, em que a proteina possui um elemento central
constante que compreende um fragmento varidvel de cadeia
Unica anti-CD3¢ (scFv) e uma regido varidvel da cadeia pesada
anti-HSA; e um dominio de ligacdo ao PMSA gue pode ser um
VH, scFv, um aglutinante ndo-Ig ou ligante.

[016] As Figuras 2A-B comparam a habilidade de proteinas

triespecificas direcionadas ao PSMA exemplares (moléculas
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TriTAC direcionadas ao PSMA) com afinidades diferentes por
CD3 para induzir que células T matem células de céncer de
prdéstata humano. A Figura 2A mostra a morte de moléculas
TriTAC direcionadas ao PMSA diferentes no modelo de céncer
de proéstata LNCaP. Figura 2B mostra a morte de moléculas
TriTAC direcionadas ao PMSA diferentes no modelo de céncer
de proéstata 22Rv1. Figura 2C mostra valores de EC50 para
TriTAC direcionada ao PMSA em modelos de céncer de préstata
ILNCaP e 22Rvl.

[017] A Figura 3 mostra a concentracdo sérica de TriTAC
direcionada ao PSMA (C236 em macacos Cynomolgus apds
administracdo i.v. (100 pg/kg) ao longo de trés semanas.

[018] A Figura 4 mostra a concentragdo sérica de
moléculas TriTAC direcionadas ao PSMA com afinidades por CD3
diferentes em macacos Cynomolgus apds administracdo i.v.
(100 pg/kg) ao longo de trés semanas.

[019] As Figuras 5A-C mostram a habilidade de moléculas
TriTAC direcionadas ao PSMA com afinidades diferentes por
PSMA para induzir que células T matem a célula de linhagem
de céncer de préstata humano LNCaP. A Figura 5A mostra o
experimento realizado na auséncia de albumina sérica humana
com uma BiTE direcionada ao PSMA como controle positivo. A
Figura 5B mostra o experimento realizado na presenca de
albumina sérica humana com uma BiTE direcionada ao PSMA como
controle positivo. A Figura 5C mostra valores de EC50 para
TriTAC direcionada ao PMSA na presenca ou auséncia de HSA
com uma BiTE direcionada ao PSMA como um controle positivo
em modelos de cadncer de prdéstata LNCaP.

[020] A Figura 6 demonstra a habilidade de moléculas

TriTAC direcionadas ao PSMA para inibir o crescimento tumoral

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 17/156



13/133

de células de céncer de préstata humano em um experimento de
xenoenxerto em camundongo.

[021] As Figuras 7A-D ilustram a especificidade de
moléculas TriTAC em ensaios de morte de células com linhagens
de células—alvo gue expressam ou ndo a proteina-alvo. A
Figura 7A mostra a expressado de EGFR e PSMA em linhagens de
células LNCaP, KMS12BM e OVCAR8. Figura 7B mostra a morte de
células tumorais LNCaP por PSMA, EGFR, e TriTACs de controle
negativo. A Figura 7C mostra a morte de células tumorais
KMS12BM por PSMA, EGFR, e TriTACs de controle negativo. A
Figura 7D mostra a morte de células OVCAR8 por de PSMA, EGFR
e TriTACs de controle negativo.

[022] As Figuras 8A-D retratam o impacto da pré-incubacéio
a 37°C e ciclos de congelamento/descongelamento sobre a
atividade de TriTAC. A Figura 8A mostra a atividade de PSMA
TriTAC C235 apds pré-incubagcdo a 37°C ou ciclos de
congelamento/descongelamento. Figura 8B mostra a atividade
de PSMA TriTAC C359 apds pré—incubacdo a 37°C ou ciclos de
congelamento/descongelamento. Figura 8C mostra a atividade
de PSMA TriTAC C360 apds pré—incubacdo a 37°C ou ciclos de
congelamento/descongelamento. Figura 8D mostra a atividade
de PSMA TriTAC C361 apds pré—incubacdo a 37°C ou ciclos de
congelamento/descongelamento.

[023] As Figuras 9A-B retratam a atividade de uma
molécula TriTAC direcionada ao PSMA dessa revelacgdo na morte
por célula T redirecionada em ensaios de citotoxicidade
celular célula T-dependente (TDCC). A Figura 9A mostra o
impacto da molécula TriTAC direcionada ao PSMA no
redirecionamento de células mononucleares (PBMCs) do sangue

periférico de Cynomolgus, de doador de macaco Cynomolgus
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G322, na morte de células LNCaP. A Figura 9B mostra o impacto
da molécula TriTAC direcionada ao PSMA no redirecionamento
de PBMCs de Cynomolgus, de doador de macaco Cynomolgus D173,
para matar células MDAPCaZ2b.

[024] A Figura 10 retrata o impacto de uma molécula
TriTAC direcionada ao PSMA dessa revelacdo sobre a expressao
de marcadores de ativacdo de célula T CD25 e CD69.

[025] A Figura 11 retrata a habilidade de uma molécula
TriTAC direcionada ao PSMA dessa revelacdo para estimular a
proliferacdo de células T na presenca de células—alvo gue
expressam PSMA.

[026] A Figura 12 retrata a morte por célula T
redirecionada em células LnCaP pela molécula TriTAC
direcionada ao PSMA PSMA Z2 TriTAC (ID. DE SEQ. N°: 156).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[027] Embora modalidades preferidas da presente invencéao
tenham sido mostradas e descritas nesse relatédrio
descritivo, serd o6bvio para agueles habilitados na técnica
que essas modalidades sdo fornecidas apenas como exemplo.
Diversas variacgdes, alteracdes e substituig¢des ocorreréao
agueles habilitados na técnica sem se afastar da invencéo.
Deve ser subentendido que varias alternativas as modalidades
da invencdo descritas nesse relatdério descritivo podem ser
empregadas na pratica da invencdo. Deseja-se dqgue as
reivindicacdes seguintes definam o escopo da invencdo e que
métodos e estruturas dentro do escopc dessas reivindicacdes
e seus equivalentes sejam por elas englobados.

Algumas definigdes
[028] A terminologia usada nesse relatdério descritivo tem

o objetivo de descrever apenas casos particulares e ndo visa
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ser limitante. Como usadas nesse relatdério descritivo, as

w {4 w {4 w {4
14 14

formas no singular um o uma” e “a” visam incluir
também as formas no plural, a mencos que o contexto indique
claramente o contrario. Além disso, na medida em gque os
termos “incluindo”, “inclui”, “gque possui”, “possui”, “com”,
ou variantes destes sdo usados na descricdo detalhada e/ou
nas reivindicacgbes, esses termos visam ser inclusivos de uma
forma similar ao termo “gue compreende”.

[029] O termo “cerca de” ou “aproximadamente” significa
dentro de uma faixa de erro aceitdvel para o valor
particular, como determinado por aqueles habilitados na
técnica, o que dependerd, em parte de comc o valor é medido
ou determinado, por exemplo, das limitacgdes do sistema de
medicdo. Por exemplo, Y“cerca de” pode significar dentro de
1 ou mais de um 1 desvio-padrdo, pela pratica no certo valor.
Quando valores particulares s8o descritos no pedido e nas
reivindicag¢des, salvo indicacgdo em contrario, o termo “cerca
de” deve ser presumido como significando uma faixa de erro
aceitavel para o valor particular.

[030] Os termos “individuo”, “paciente” ou “individuo”
sdo usados de forma intercambidvel. Nenhum dos termos exige
ou é limitado a situacdo caracterizada pela supervisdo (por
exemplo, constante ou intermitente) de um profissional de
saude (por exemplo, um médico, uma enfermeira registrada,
uma auxiliar de enfermagem, um médico assistente, um servente
de hospital ou o funcionadrio de uma casa de repouso).

[031] O termo “Framework” ou residuos (ou regibdes) “FR”
se referem aocs residuos do dominio varidvel diferentes dos

residuos da CDR ou da regido hipervaridvel, como definidos

nesse relatdério descritivo. Uma “framework de consenso
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humana” ¢é uma framework dque representa os residuo de
aminocdcido gque ocorrem mais comumente em uma selecdo de
seqguéncias framework da VL ou VH de imunoglobulina humana.
[032] Como wusado nesse relatdério descritivo, o termo
“regido variavel” ou “dominio variavel” se refere ao fato de
gue certas porcgdes dos dominios varidveis diferem amplamente
em sequéncia entre anticorpos e sd8o usadas na ligacdo e
especificidade de cada anticorpo particular por seu antigeno
particular. No entanto, a variabilidade ndo é distribuida
igualmente por todos os dominios varidveis de anticorpos.
Ela estd concentrada em trés segmentos denominados regides
determinantes de complementaridade (CDRs) ou regides
hipervariaveis tanto nos dominios variaveis da cadeia leve
quanto da cadeia pesada. As porcdes mais altamente
conservadas de dominios variaveis sdo denominadas a
framework (FR). Cada um dos dominios varidveis de cadeias
pesadas e leves nativas compreende quatro regides FR, gue
adotam em grande parte uma configuracdo de lé&mina—-f,
conectadas por trés CDRs, que formam alcas que conectam e,
em alguns casos, formam parte da estrutura de lé&mina-f. As
CDRs em cada cadeia sd&o mantidas juntas nas proximidades
pelas regides FR e, com as CDRs da outra cadeia, contribuem
para a formacdo do sitio de ligacdo ao antigeno de anticorpos
(veja Kabat e cols., “Sequences of Proteins of Immunological
Interest”, Quinta Edicdo, “National Institute of Health”,
Bethesda, Md. (1991)). Os dominios constantes ndo estéo
envolvidos diretamente na ligacdo de um anticorpo a um
antigeno, mas exibem varias funcdes efetoras, por exemplo,
participacdo do anticorpo em toxicidade celular anticorpo-

dependente. Os termos “numeracdo de residuo do dominio
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varidvel como em Kabat” ou “numeracdo da posicdoc de
aminodcido como em Kabat”, e variacdes destes, se referem ao
sistema de numeracdo usado para dominios varidveis de cadeia
pesada ou dominios variaveis de cadeia leve da compilacdo de
anticorpos em Kabat e cols., “Sequences of Proteins of
Immunological Interest”, 52 Edicdo, “Public Health Service”,
“National Institutes of Health”, Bethesda, Md. (1991) .
Usando esse sistema de numeracdo, a sequéncia de aminoacidos
linear real pode conter menos aminodcidos ou aminoacidos
adicionais que correspondem a um encurtamento de, ou insercéao
em, uma FR ou CDR do dominio wvaridvel. Por exemplo, um
dominio wvariadvel de cadeia pesada pode incluir um unico
inserto de aminodcido (residuo 52a de acordo com Kabat) apds
o residuo 52 de H2 e residuos inseridos (por exemplo,
residuos 82a, 82b e 82c etc. de acordo com Kabat) apds o
residuo 82 da FR da cadeia pesada. A numeracdo de residuos
de Kabat pode ser determinada para certo anticorpo por
alinhamento em regides de homologia da sequéncia do anticorpo
com uma sequéncia numerada por Kabat “padrdo”. Ndo se deseja
que as CDRs da presente revelacdao correspondam
necessariamente a convencdo de numeracdo de Kabat.

[033] Como wusado nesse relatdério descritivo, o termo
“percentual (%) de identidade de sequéncia de aminoacidos”,
com relacdo a uma sequéncia, ¢ definido como a percentagem
de residuos de aminodcidos em uma sequéncia candidata que
sdo idénticos aos residuos de aminocacidos na sequéncia
especifica, apds alinhamento das sequéncias e introducdo de
lacunas (gaps), se necessario, para obter a identidade de
sequéncia percentual maxima, e ndo considerando quaisquer

substituicdes conservativas como parte da identidade de
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sequéncia. O alinhamento para fins de determinacdo da
identidade percentual de segquéncia de aminodcidos pode ser
obtido de varias formas que fazem parte dos conhecimentos na
técnica, por exemplo, usando softwares de computador
disponiveis publicamente como, por exemplc, EMBOSS MATCHER,
EMBOSS WATER, EMBOSS STRETCHER, EMBOSS NEEDLE, EMBOSS
LALIGN, BLAST, BLAST-2, ALIGN ou Megalign (DNASTAR)
software. Aqgqueles habilitados na técnica podem determinar
pardmetros apropriados para medicédo de alinhamento,
incluindo quaisquer algoritmos necessdrios para obter
alinhamento maximo ao longo do comprimento total das
sequéncias que estdo sendo comparadas.

[034] Como usado nesse relatdério descritivo, o termo
“meia-vida de eliminacdo” ¢ usado em seu sentido comum, como
é descrito em “Goodman and Gillman’s The Pharmaceutical Basis
of Therapeutics” 21-25 (Alfred Goodman Gilman, Louis S.
Goodman e Alfred Gilman, eds., 62 Edicéo, 1980) .
Resumidamente, o termo visa englobar uma medida quantitativa
da evolucdo temporal da eliminacdo de farmaco. A eliminacéo
da maioria dos farmacos é exponencial (ou seja, acompanha a
cinética de primeira ordem), na medida em qgue as
concentragbes de farmacos normalmente ndo se aproximam
daquelas necessarias para o processo de eliminacdo. A taxa
de um processo exponencial pode ser expressa por sua
constante de velocidade, k, que expressa a alteracéao
fraciondria por unidade de tempo, ou por sua meia-vida, tis
o tempo necessadrio para 50% do término do processo. As
unidades dessas duas constantes sdo tempol! e tempo,
respectivamente. Uma constante de velocidade de primeira

ordem e a meia-vida da reacdo estdo relacionadas simplesmente
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(k x ti1/2 = 0,693) e podem ser intercambiadas de acordo. Como
a cinética de eliminacdo de primeira ordem dita gque uma
fracdo constante de farmaco seja perdida por unidade de
tempo, um grafico do log da concentracdo de farmaco versus
tempo é linear em todos os tempos apds a fase de distribuicéo
inicial (ou seja, apdés absorcdo e distribuicdoc de farmaco
estarem completas). A meia-vida para eliminacdo de farmaco
pode ser determinada com precisdc a partir de um grafico
desse tipo.

[035] Como wusado nesse relatdério descritivo, o termo
“Yafinidade de ligacé&o” se refere a afinidade das proteinas
descritas na revelacdo aos seus alvos de ligacdo, e &
expressa numericamente usando valores da “Kd”. Se duas ou
mais proteinas sdo indicadas como tendo afinidades de ligacéo
comparaveis para seus alvos de ligacdo, entdo os valores da
Kd para ligacédo das respectivas proteinas para seus alvos de
ligagdo estdo dentro de £ 2 vezes entre elas. Se duas ou
mais proteinas sdo indicadas como tendo afinidades de ligacéo
comparaveis para um alvo de ligagdo Unico, entdo os valores
da Kd para ligacdo das respectivas proteinas para o referido
alvo de ligac¢do uUnico estdo dentro de = 2 vezes entre elas.
Se uma proteina é indicada para se ligar a ou mais alvos com
afinidades de ligacdo compardveis, entdo os valores da Kd
para ligacdo da referida proteina aos dois ou mais alvos
estdo dentro de + 2 vezes entre elas. Em geral, um valor da
Kd maior corresponde a uma ligacdo mais fraca. Em algumas
modalidades, a “Kd” é medida por um ensaio de ligacd&o a um
antigeno radiomarcado (RIA) ou ensaios de ressondncia de
plasmon de superficie usando um aparelho BIAcore™-2000 ou

BIAcore™-3000 (BIAcore, Inc., Piscataway, N.J.). Em certas
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modalidades, uma “on-rate” ou “taxa de associacdao” ou “taxa
de associacdo” ou “kon” e uma “off-rate” ou “taxa de
dissociacdo” ou “taxa de dissociacdo” ou “koff” também séo
determinadas com a técnica de ressondncia de plasmon de
superficie usando um aparelho BIAcore™-2000 ou BIAcore™-3000
(BIAcore, Inc., Piscataway, N.J.). Em modalidades
adicionais, a “Kd”, “kon” e “koff” sd8o medidas usando o
OCTET® Systems (Pall Life Sciences). Em um método exemplar
para medicdo da afinidade de ligacdo usando o OCTET® Systems,
o ligante, por exemplo, PSMA humano ou de Cynomolgus
biotinilado, é imcbilizado na superficie da ponta do sensor
capilar de estreptavidina de OCTET®, cujas pontas de
estreptavidina sdo entdo ativadas de acordo com as instrugdes
do fabricante usando cerca de 20-50 pg/ml de proteina PSMA
humano ou de Cynomolgus. Uma solucdo de PBS/Caseina também
¢ introduzida comc um agente de bloqueio. Para medicgdes da
cinética de associacdo, as variantes da proteina de ligacéo
ao PSMA sdo introduzidas em uma concentracdo que varia de
cerca de 10 pg/ml até cerca de 1.000 pg/ml. A dissociacdo
completa é observada em caso do controle negativo, tampdo de
ensaio sem as proteinas de ligacdo. Os pardmetros cinéticos
das reacbes de ligacdo sdo entdo determinados usando uma
ferramenta apropriada, por exemplo, o software ForteBio.
[036] S&0 descritas nesse relatdério descritivo proteinas
de ligacdo ao PSMA, composicdes farmacéuticas, bem como
adcidos nucléicos, vetores de expressdo recombinante e
células hospedeiras para a producdo dessas proteinas de
ligacdo ao PSMA. Também sdo fornecidos métodos de utilizacéo
das proteinas de ligacdo ao PSMA reveladas na prevencdo e/ou

tratamento de doencas, condicdes e disturbios. As proteinas
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de ligacdo ao PSMA sdo capazes de se ligar especificamente
ao PSMA. Em algumas modalidades, as proteinas de ligacédo ao
PSMA incluem dominios adicionais como, por exemplo, um
dominio de ligacdo ao CD3.
Antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA) e seu
papel em condigdes da préstata

[037] Sao contempladas nesse relatédrio descritivo
proteinas de ligacdo ao antigeno de membrana especifico da
préstata. O antigenoc de membrana especificco da préstata
(PSMA), também conhecido como glutamato carboxipeptidase II,
dipeptidase N-acetil-o-ligada &cida I [NAALAdase (NLD) 1I1],
ou folato hidrolase, é uma glicoproteina transmembrana do
tipo II de 750 residuos que ¢ altamente expressa em células
de céncer de préstata e na neovasculatura de tumor sdélido
ndo prostatico e expressa em niveis menores em outros
tecidos, incluindo préstata saudavel, rim, figado, intestino
delgado, gléandula salivar, mucosa duodenal, tubulos renais
proximais e cérebro. O PSMA €& um membro de uma superfamilia
de exopeptidases zinco-dependentes, que incluem
carboxipeptidases com um sitio ativo de zinco mononuclear
(por exemplo, carboxipeptidase A) e carboéxi- e
aminopeptidases com um sitio ativo de zinco binuclear [por
exemplo, carboxipeptidase G2 (CPG2), peptidases T e V (PepT
e PepV), aminopeptidase de Streptomyces griseus (Sgap) e
aminocpeptidase de Aeromonas proteolytica (AAP)]. Além, de
uma regido de homologia limitada com essas exopeptidases
zinco—-dependentes soluveils de dominio uUnico (por exemplo,
AAP) ou de dominio duplo (por exemplo, CPG2), toda a
sequéncia de PSMA é homdéloga a pelo menos guatro outras

Q.

proteinas humanas: NLDL (expressa no ileo; 35% de
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identidade), NLD2 (expressa no ovario, testiculo e cérebro;
67% de identidade), receptor de transferrina (TfR) 1 (TfR1l;
expresso na maioria dos tipos de células; 26% de identidade),
e TfR2 (expressa predominantemente no figado; 28% de
identidade) .

[038] Foi demonstrado que a estrutura cristal de PSMA
compreende um dimero simétrico com cada cadeia polipeptidica
gue contém trés dominios andlogos aos trés dominios de TfR1:
um dominio de protease, um dominio apical e um dominio
helicoidal. Uma grande cavidade (aproximadamente 1.100 A2)
na interface entre os trés dominios inclui um sitio de zinco
binuclear e residuos predominantemente polares (66% de 70
residuos). A observacdo de dois ions zinco e a conservacgao
de muitos dos residuos formadores da cavidade entre ortdlogos
e homélogos de PSMA identificam a cavidade como o provavel
sitio de ligacdo ao substrato.

[039] Tipicamente, a expressdo de PSMA aumenta com
progressdo e metastase da doenca da préstata. A expressdo de
PSMA estd aumentada no cdncer de prdstata, especialmente em
carcinomas poucc diferenciados, metastdticos e horménio-—
refratdrios. PSMA também é expresso em células endoteliais
de vasos capilares em Areas peritumorais e endotumorais de
certas malignidades, incluindo carcinomas de célula renal e
carcinomas do cdélon, mas ndo em vasos sanguineos de tecidos
normais. Além disso, hd relatos de que PSMA estd relacionado
com a angiogénese tumoral. Foi demonstrado gque PSMA &
expresso em células endoteliais da neovasculatura associada
ao tumor em carcinomas do cdélon, mama, bexiga, padncreas, rim
e melanoma.

[040] Além de seu papel como um marcador tumoral, PSMA
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contém um sitio de =zinco binuclear e ¢é ativo como uma
glutamato carboxipeptidase, catalisando a clivagem
enzimadtica de glutamatos o— ou y-ligados de peptidecs ou
pequenas moléculas. Seus substratos incluem folatos poli-y-
glutamatados, que sdo nutrientes essenciais, e a forma poli-
v—glutamatada do farmaco anticdncer metotrexato, guando
entdo a clivagem o torna menos eficaz. A atividade enzimatica
de PSMA pode ser explorada para o design de pré—-farmacos, em
gue uma forma glutamatada inativa do farmaco é clivada
seletivamente e, dessa forma, ativada somente em células que
expressam PSMA. PSMA também cliva e inativa o neuropeptideo
abundante N-acetil-l-aspartil-l-glutamato (ox—NAAG), que & um
inibidor do receptor ionotrdépico NMDA e um agonista do
receptor de glutamatoc metabotrdpico do tipo II subtipo 3.
Uma quebra da regulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica
por o—-NAAG estd implicada na esquizofrenia, disttGrbios
convulsivos, doenca de Alzheimer, doenca de Huntington e
esclerose lateral amiotréfica. Dessa forma, a inibigdo de
PSMA potencialmente confere neuroprotecdo tanto por reducédo
de glutamato guanto por aumento de o—-NAAG. Por exemplo, foi
demonstrado que o inibidor subnanomolar acido 2—
(fosfonometil)pentanodidéco fornece neuroprotecdo em cultura
de células e/ou modelos animais de isquemia, neuropatia
diabética, uso abusivo de farmacos, dor crdénica e esclerose
lateral amiotrdfica.

[041] O cé&ncer de prdstata é o tipo mais prevalente de
cdncer e uma das causas principais de morte por cadncer nos
homens americancs. O numero de homens diagnosticados com
céncer de prdéstata vem crescendo regularmente como resultado

da populacdo crescente de homens mais velhos, bem como por
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uma consciéncia maior da doenca levando ao seu diagnédstico
mais precoce. O risco de tempo de vida para homens que
desenvolvem cdncer de prdéstata é cerca de 1 em 5 para
caucasianos, 1 em 6 para afro—americanos. Grupos de alto
risco sdo representados por aqueles com uma histéria familiar
positiva de céncer de préstata ou afro—americanos. Ao longo
da vida, mais de dois tercos dos homens diagnosticados com
cédncer de proéstata morrem da doenca. Além disso, muitos
pacientes gque ndoc sucumbem ao cdncer de prdéstata exigem
tratamento continuo para melhorar os sintomas como, por
exemplo, dor, sangramento e obstrucdo urindria. Dessa forma,
o cé&ncer de prdstata também representa uma causa importante
de sofrimento e gastos aumentados com atencdo médica. Quando
o céncer de préstata estd localizado e a expectativa de vida
do paciente é de 10 anos ou mails, a prostatectomia radical
oferece a melhor chance para erradicacdo da doenca.
Historicamente, a desvantagem desse procedimento € que a
maioria dos cé&nceres se espalhou além dos limites da operacéo
no momento em que sdo detectados. Pacientes com tumores de
alto grau, volumosos, tém menor probabilidade de serem
tratados com sucesso pela prostatectomia radical. A
radioterapia também tem sido amplamente usada como uma
alternativa a prostatectomia radical. Os pacientes
geralmente tratados por radioterapia sdo aqueles mais velhos
e menos saudaveils e aqueles com tumores de grau maior,
clinicamente mais avancados. Procedimentos particularmente
preferidos sd8o a terapia com feixe externo, gue envolve
radioterapia confocal, tridimensional, em que o campo de
radiacdo € projetado para se adaptar ao volume de tecido

tratado; radioterapia intersticial, na qual sementes de
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compostos radioativos s8o implantadas usando orientacdo por
ultra—-som; e uma combinacdo de terapia com feixe externo e
radioterapia intersticial. Para o tratamento de pacientes
com doenca localmente avancada, a terapia hormonal, antes ou
depois de prostatectomia radical ou radioterapia, tem sido
utilizada. A terapia hormonal ¢é a forma principal de
tratamento de homens com céncer de prééstata disseminado. A
orquidectomia reduz as concentragdes séricas de
testosterona, enquantc o tratamento com estrogénio é
similarmente benéfico. O dietilestilbestrol de estrogénio é
outra terapia hormonal uUtil gque possui a desvantagem de
causar toxicidade <cardiovascular. Quando agonistas do
horménio de liberacido de gonadotropina sdo administrados, as
concentracdes de testosterona sdo, por fim, reduzidas.
Flutamida e outros agentes antiandrogénio ndo esteroidais
bloqueiam a ligacdo da testosterona aos seus receptores
intracelulares. Como resultado, ela blogueia o efeito da
testosterona, aumentando as concentracgdes séricas de
testosterona e permitindo que os pacientes permanecam
potentes — um problema significante apds prostatectomia
radical e tratamentos ©por radiacéao. A qgquimioterapia
citotdxica é amplamente ineficaz no tratamento de cdancer de
prdstata. Sua toxicidade torna essa terapia inadequada para
pacientes idosos. Além disso, o <cdncer de préstata é
relativamente resistente aos agentes citotdéxicos. Doenca
recidivada ou mais avancada também €& tratada com terapia com
antiandrogénio. Infelizmente, qgquase todos os tumores se
tornam horménio-resistentes e ©progridem rapidamente na
auséncia de qualquer terapia eficaz. Consequentemente, ha

uma necessidade por terapéuticas eficazes para o cancer de
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prdéstata gque ndo sejam excessivamente tdéxicas para os tecidos
normais de um paciente, e que sejam eficazes na eliminacéo
seletiva de células de céncer de préstata. A presente
revelacdo fornece, em certas modalidades, proteinas de
ligacdo ao PSMA qgque s&o uUteis no tratamento de céncer de
proéstata. Em modalidades adicionais, a revelacdo fornece um
método de tratamento de cédncer de prdstata por imunoterapia
usando as proteinas de ligacdo ao PSMA descritas nesse
relatdério descritivo.

[042] O cé&ncer de proéstata também de dificil diagndstico,
pois o método de avaliacdo do antigeno de membrana especifico
da proéstata estd associado com muitos falso-positivos.
Consequentemente, em algumas modalidades, a presente
revelacdo fornece um método aprimorado de deteccdc de céncer
de préstata usando as proteinas de ligacdo ao PSMA descritas
nesse relatdério descritivo.

Proteinas de ligagdo ao PSMA

[043] SGdo fornecidas nesse relatdério descritivo, em
certas modalidades, proteinas de 1ligacdo, por exemplo,
anticorpos ou variantes de anticorpo anti-PSMA, gue se ligam
a uma proteina PSMA. A proteina PSMA, em algumas modalidades,
¢ um multimero. O termo “multimero de proteina PSMA”, como
usado nesse relatdrio descritivo, € um complexo de proteina
de pelo menos duas proteinas PSMA ou fragmentos destas. Os
multimeros de proteina PSMA podem ser compostos por varias
combinacdes de proteinas PSMA de comprimento total (por
exemplo, ID. DE SEQ. N°: 20), PSMA soluvel recombinante
(rsPSMA, por exemplo, aminoadcidos 44-750 do ID. DE SEQ. N°:
20) e fragmentos dos citados anteriormente que formam

multimeros (ou seja, gque retém o dominio de proteina
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necessadrio para a formacdo de dimeros e/ou multimeros de
ordem superior de PSMA). Em algumas modalidades, pelo menos
uma das proteinas PSMA que formam o multimero ¢é um
polipeptideo PSMA soltivel recombinante (rsPSMA). Em algumas
modalidades, multimeros de proteina PSMA sdo dimeros, por
exemplo, agqueles formados por proteina PSMA soluvel
recombinante. Em algumas modalidades, rsPSMA é um homodimero.
Sem se prender a uma teoria em particular, acredita-se que
os multimeros de proteina PSMA citados nesse relatério
descritivo assumam uma conformagdo nativa e preferivelmente
tenham essa conformacdoc. As proteinas PSMA, em certas
modalidades, sdo ligadas de forma nédo covalente juntas para
formar o multimero de proteina PSMA. Por exemplo, foi
descoberto que a proteina PSMA se associa de forma néo
covalente para formar dimeros sob condigdes nao
desnaturantes. Os multimeros de proteina PSMA podem reter,
e preferivelmente o fazem, as atividades de PSMA. A atividade
de uma proteina PSMA &, em certas modalidades, uma atividade
enzimdtica, por exempleo, atividade de folato hidrolase,
atividade de NAALADase, atividade de dipeptidil peptidase IV
e atividade de y—glutamil hidrolase. Métodos para testagem
da atividade de multimeros de PSMA sdo conhecidos no campo
(por exemplo, revisado por O'Keefe e cols. em: “Prostate
Cancer: Biology, Genetics, and the New Therapeutics”, L.W.
K. Chung, W.B. Isaacs e J.W. Simons (eds.) Humana Press,
Totowa, N.J., 2000, paginas 307-326).

[044] Em algumas modalidades, as proteinas de ligacdo da
presente revelacdo que se ligam a uma proteina PSMA ou a um
multimero de proteina PSMA modulam a atividade enzimatica da

proteina PSMA ou do multimero de proteina PSMA. Em algumas
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modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA inibe pelo menos
uma atividade enzimatica, por exemplo, atividade de
NAALADase, atividade de folato hidrolase, atividade de
dipeptidil dipeptidase IV, atividade de y—-glutamil hidrolase,
ou combinacdes destas. Em outras modalidades, a proteina de
ligacdo ao PSMA aumenta pelo menos uma atividade enzimatica,
por exemplo, atividade de NAALADase, atividade de folato
hidrolase, atividade de dipeptidil dipeptidase IV, atividade
de y—-glutamil hidrolase, ou combinac¢des destas.

[045] Como wusado nesse relatdério descritivo, o termo
“variantes de anticorpo” se refere as variantes e derivados
de um anticorpo descrito nesse relatdério descritivo. Em
certas modalidades, variantes de sequéncia de aminoacidos
dos anticorpos anti-PSMA descritos nesse relatdédrio
descritivo s&8o contempladas. Por exemplo, em certas
modalidades, wvariantes de sequéncia de aminodcidos de
anticorpos anti-PSMA descritos nesse relatdrio descritivo
sdo contempladas para aumentar a afinidade de ligacdo e/ou
outras ©propriedades Dbioldégicas dos anticorpos. Métodos
exemplares para a preparacdo de variantes de aminoacidos
incluem, sem limitacéao, a introducdo de modificacdes
apropriadas na sequéncia de nucleotideos gque codifica o
anticorpo, ou por sintese de peptideo. Essas modificacdes
incluem, por exemplo, delecBes de, e/ou insercdes em e/ou
substituicdes de residuos dentro das sequéncias de
aminodcidos do anticorpo.

[046] Qualqguer combinacéo de delecao, insercéao e
substituicdo pode ser feita para chegar na construcdo final,
desde gque a construgdo final possua as caracteristicas

desejadas, por exemplo, ligacdo ao antigeno. Em certas
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modalidades, sd@o fornecidas variantes de anticorpo que
possuem uma ou mails substituic¢des de aminoacidos. Sitios de
interesse para mutagénese por substituicdo incluem as CDRs
e regides framework. Exemplos dessas substituig¢des séo
descritos abaixo. Substituicbes de aminodcidos podem ser
introduzidas em um anticorpo de interesse e o0s produtos
avaliados quanto a uma atividade desejada, por exemplo,
ligacéo ao antigeno retida/aumentada, imunogenicidade
diminuida ou citotoxicidade mediada por células anticorpo-—
dependente (ADCC) ou citotoxicidade complemento-dependente
(CDC) aumentadas. Substituicdes de aminoacidos tanto
conservativas quanto ndo conservativas sdo contempladas para
a preparacgdo das variantes de anticorpo.

[047] Em outro exemplo de uma substituicdo para criar um
anticorpo anti-PSMA variante, um ou mais residucs da regiéo
hipervaridvel de um anticorpo parental sdo substituidos. Em
geral, variantes sdo entdo selecionadas com Dbase em
aprimoramentos em propriedades desejadas, comparadas com um
anticorpo parental, por exemplo, afinidade aumentada,
afinidade reduzida, imunogenicidade reduzida, dependéncia de
ligacdo do pH aumentada. Por exemplo, um anticorpo variante
com afinidade amadurecida pode ser gerado, por exemplo,
usando técnicas de maturacdo da afinidade baseadas em
apresentacdo em fago (phage display), tais como aquelas
descritas nesse relatdério descritivo e conhecidas no campo.

[048] Substituicdes podem ser feitas em regides
hipervaridveis (HVR) de um anticorpo parental anti-PSMA para
gerar variantes e as variantes sdo entdo selecionadas com
base na afinidade de ligacdo, ou seja, por maturacdo da

afinidade. Em algumas modalidades de maturacdo da afinidade,
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¢ introduzida diversidade nos genes varidveilis escolhidos
para maturacdc por qualquer um de diversos métodos (por
exemplo, PCR error-prone, embaralhamento de cadeias ou
mutagénese oligonucleotideo—dirigida). Uma biblioteca
secundaria ¢é entdo criada. A biblioteca é entdo avaliada
para identificar quaisquer variantes de anticorpo com a
afinidade desejada. Outro método para introduzir diversidade
envolve abordagens HVR-dirigidas, nas quais varios residuos
da HVR (por exemplo, 4-6 residucs de cada vez) sao
randomizados. Os residuos da HVR envolvidos na ligacé&o ao
antigeno podem ser especificamente identificados, por
exemplo, usando mutagénese por varredura de alanina ou
modelagem. Substituicdes pode ser em um, dois, trés, quatro,
ou mais sitios dentro de uma sequéncia de anticorpo parental.

[049] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdc ao
PSMA descrita nesse relatdério descritivo é um anticorpo de
dominio tnico, por exemplo, um dominio varidvel de cadeia
pesada (VH), um dominio variavel (VHH) de sdAb derivado de
camelideo, peptideo, ligante ou entidade de pequena mclécula
especifica para PSMA. Em algumas modalidades, o dominio de
ligacdo ac PSMA da proteina de ligacdo ao PSMA descrita nesse
relatdério descritivo é qualgquer dominio gque se liga ao PSMA
incluindo, sem limitacao, dominios de um anticorpo
monoclonal, um anticorpo policlonal, um anticorpo
recombinante, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado.
Em certas modalidades, a proteina de ligacd&o ao PSMA & um
anticorpo de dominio tinico. Em outras modalidades, a proteina
de ligacédoc ao PSMA é um peptideo. Em modalidades adicionais,
a proteina de ligacdo ao PSMA é uma pegquena molécula.

[050] Geralmente, deve ser observado que o termo
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“Yanticorpc de dominio Unico”, como usado nesse relatédrio
descritivo em seu sentido mais amplo, ndo estd limitado a
uma fonte bioldégica especifica ou a um método de preparacéo
especifico. Por exemplo, em algumas modalidades, 0s
anticorpos de dominio Unico da revelacdo sdo obtidos: (1)
por isolamento do dominio VHH de um anticorpo de cadeia
pesada de ocorréncia natural; (2) por expressdo de uma
sequéncia de nucleotideos que codifica um dominio VHH de
ocorréncia natural; (3) por “humanizacdo” de um dominio VHH
de ocorréncia natural ou por expressdo de um acido nucléico
gue codifica esse dominio VHH humanizado; (4) por
“camelizacgdo” de um dominio VH de ocorréncia natural de
qualguer espécie animal e, em particular, de uma espécie de
mamifero, por exemplo, de um ser humano, ou por expressido de
um acido nucléico que codifica esse dominio VH camelizado;
(5) por “camelizac&o” de um “anticorpo de dominio” ou “Dab”,
ou por expressdo de um A&cido nucléico que codifica esse
dominio VH camelizado; (6) por wutilizacdo de técnicas
sintéticas ou semi-sintéticas para a preparacdoc de proteinas,
polipeptideos ou outras sequéncias de amincacidos; (7) por
preparacdo de um Acido nucléico que codifica um anticorpo de
dominio tinico usando técnicas para sintese de acido nucléico
conhecidas no campo, seguido por expressido do acido nucléico
assim obtido; e/ocu (8) por qualquer combinacdo de um ou mais
dos citados anteriormente.

[051] Em uma modalidade, um anticorpo de dominio tunico
corresponde aos dominiocs VHH de anticorpos de cadeia pesada
de ocorréncia natural dirigidos contra PSMA. Como ainda
descrito nesse relatério descritivo, essas sequéncias de VHH

podem geralmente ser geradas ou obtidas imunizando-se
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adequadamente uma espécie de camelideo com PSMA (ou seja, de
modo a evocar uma resposta imune e/ou anticorpos de cadeia
pesada dirigidos contra PSMA), por obtencdo de uma amostra
bioldégica adequada do referido camelideo (por exemplo, uma
amostra de sangue, amostra de soro ou amostra de células B),
e por geracdo de sequéncias de VHH dirigidas contra PSMA, a
partir da referida amostra, usando qualgquer técnica adequada
conhecida no campo.

[052] Em outra modalidade, esses dominios VHH de
ocorréncia natural contra PSMA sdo obtidos a partir de
bibliotecas naive de sequéncias de VHH de camelideo, por
exemplo, por avaliacdo dessa biblioteca usando PSMA, ou pelo
menos uma parte, fragmento, determinante antigénico ou
epitopo deste, usando uma ou mais técnicas de avaliacéo
conhecidas no campo. Essas bibliotecas e técnicas séo
descritas, por exemplo, em WO 99/37681, WO 01/90190, WO
03/025020 e WO 03/035694. Alternativamente, bibliotecas
sintéticas ou semi-sintéticas aprimoradas derivadas de
bibliotecas de VHH naive sdo usadas, por exemplo, bibliotecas
de VHH obtidas de bibliotecas de VHH naive por técnicas como,
por exemplo, mutagénese aleatdéria e/ou embaralhamento de CDR
como, por exemplo, descritas em WO 00/43507.

[053] Em uma modalidade adicional, ainda outra técnica
para obtencdo de sequéncias de VHH dirigidas contra PSMA,
envolve a imunizacdo adequada de um mamifero transgénico que
é capaz de expressar anticorpos de cadeia pesada (ou seija,
de modo a evocar uma resposta imune e/ou anticorpos de cadeia
pesada dirigidos contra PSMA), obtencdo de uma amostra
bioldégica adequada do referido mamifero transgénico (por

exemplo, uma amostra de sangue, amostra de soro ou amostra
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de células B), e depois a geracdo de sequéncias de VHH
dirigidas contra PSMA, a partir da referida amostra, usando
qualguer técnica adequada conhecida no campo. Por exemplo,
para essa finalidade, ratos ou camundongos Jgque expressam O
anticorpo de cadeia pesada e os métodos e técnicas adicionais
descritos em WO 02/085945 e em WO 04/049794 podem ser usados.

[054] Em algumas modalidades, um anticorpo de PSMA de
dominio WUnico, como descrito nesse relatdério descritivo,
compreende anticorpo de dominio Unico com uma sequéncia de
amincacidos que corresponde a sequéncia de aminodcidos de um
dominioc VHH de ocorréncia natural, mas gque fcoi “humanizado”,
ou seja, por substituicdo de um ou mais residuos de
aminocdcidos na sequéncia de aminoacidos da referida
sequéncia de VHH de ocorréncia natural (e em particular, nas
sequéncias framework) por um ou mais dos residuos de
aminoacidos que ocorrem na posicéo (ou posicdes)
correspondente em um dominio VH de um anticorpo convencional
de 4 cadeias de um ser humano (por exemplo, como indicado
acima). Isso pode ser realizado de uma forma conhecida no
campo, © gue serad evidente para aqueles habilitados na
técnica, por exemplo, com base na descricdo adicional nesse
relatdério descritivo. Novamente, deve ser observado dque
esses anticorpos humanizados anti-PSMA de dominio tnico da
revelacdo sdo obtidos por qualquer forma conhecida por si
(ou seja, como indicado sob os pontos (l1)—-(8) acima) e, dessa
forma, ndo sdo estritamente limitados aos polipeptideos que
foram obtidos usando um polipeptideo gque compreende um
dominio VHH de ocorréncia natural como um material de partida
Em algumas modalidades adicionais, um anticorpo de PSMA de

dominio WUnico, como descrito nesse relatdério descritivo,
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compreende um anticorpo de dominio tGnico com uma seguéncia
de amincédcidos gue corresponde a sequéncia de aminodcidos de
um dominio VH de ocorréncia natural, mas que foi “camelizado”,
ou seja, por substituicdo de um ou mais residucs de
aminodcidos na sequéncia de aminocdcidos de um dominio VH de
ocorréncia natural de um anticorpo convencional de 4 cadeias
por um ou mais dos residuos de aminodcidos gue ocorrem na
posicdo (ou posicdes) correspondente em um dominio VHH de
uma anticorpo de cadeia pesada. Essas substituicdes por
“camelizacdo” sdo preferivelmente inseridas nas posicgdes de
aminocacido que formam e/ou estdo presentes na interface VH-
VL, e/ou nos denominados residuos inconfundiveis de
Camelidae (veja, por exemplo, WO 94/04678 e Davies e
Riechmann (1994 e 1996)). De preferéncia, a sequéncia de VH
que é usada como um material de partida ou pontc de partida
para a geracdo ou design do dominio tUnico camelizado ¢é
preferivelmente uma sequéncia de VH de um mamifero, mais
preferivelmente a sequéncia de VH de um ser humano, por
exemplo, uma sequéncia de VH3. No entanto, deve ser observado
qgue esses anticorpos de dominic Unico anti-PSMA camelizados
da revelacdo, em certas modalidades, sd@o obtidos por gqualqgquer
forma adequada conhecida no campo {(ou seja, como indicado
sob os pontos (1)—-(8) acima) e, dessa forma, ndo estéo
estritamente limitados aos polipeptideos gque foram obtidos
usando um polipeptideo gque compreende um dominio VH de
ocorréncia natural como um material de partida. Por exemplo,
como adicionalmente descrito nesse relatdério descritivo,
tantc a “humanizacido” quanto a “camelizacdo” é realizada por
fornecimento de uma seguéncia de nucleotideos que codifica

um dominio VHH ou dominio VH de ocorréncia natural,
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respectivamente, e depocis alterando—-se um ou mais cdédons na
referida sequéncia de nucleotideos de tal forma gue a nova
sequéncia de nucleotideos codifique um anticorpo de dominio
tnice “humanizado” ou “camelizado”, respectivamente. Esse
dcido nucléico pode entdo ser expresso, de modo a fornecer
o anticorpo de dominio Ginico anti-PSMA desejado da revelacdo.
Alternativamente, em outras modalidades, com base na
sequéncia de amincacidos de um dominio VHH ou dominio VH de
ocorréncia natural, respectivamente, a sequéncia de
aminodcidos do anticorpo de dominio Unico anti-PSMA
humanizado ou camelizado desejado da revelacéo,
respectivamente, sdo projetados e depois sintetizados de
novo usando técnicas conhecidas para sintese de peptideo. Em
algumas modalidades, com base na sequéncia de aminocacidos ou
sequéncia de nucleotideos de um dominio VHH ou dominio VH de
ocorréncia natural, respectivamente, uma seqguéncia de
nucleotideos que codifica o anticorpo de dominio uUnico anti-
PSMA humanizado ou camelizado desejado da revelacéao,
respectivamente, é projetado e depoilis sintetizado de novo
usando técnicas conhecidas para sintese de &acido nucléico,
e depois o A&cido nucléico assim obtido é expresso usando
técnicas de expressdo conhecidas, de modo a fornecer o
anticorpo de dominio Unico anti-PSMA desejado da revelacgédo.

[055] Outros métodos e técnicas adequados para obtencéo
do anticorpo de dominio unico anti-PSMA da revelacdo e/ou
adcidos nucléicos que codificam o mesmo, partindo de
sequéncias de VH ou sequéncias de VHH de ocorréncia natural,
por exemplo, compreende a combinagcdo de uma ou mais partes
de uma ou mais sequéncias de VH de ocorréncia natural (por

exemplo, uma ou mais sequéncias framework (FR) e/ou
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sequéncias da regido determinante de complementaridade
(CDR)), uma ou mais partes de uma ou mails segquéncias de VHH
de ocorréncia natural (por exemplo, uma ou mais sequéncias
FR ou sequéncias de CDR), e/ou uma ou mais sequéncias
sintéticas ou semi-sintéticas, de uma forma adequada, de
modo a fornecer um anticorpo de dominio tnico anti-PSMA da
revelacdo ou uma sequéncia de nucleotideos ou acido nucléico
que codifica o mesmo.

[056] E contemplado gque, em algumas modalidades, a
proteina de ligacd@o ao PSMA é razoavelmente pequena e tem no
maximo 25 kD, no maximo 20 kD, no maximo 15 kD ou no maximo
10 kD em algumas modalidades. Em certos casos, a proteina de
ligacdo ao PSMA tem 5 kD ou menos, caso seja um peptideo ou
entidade de pequena molécula.

[057] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA ¢é um anticorpo anti-PSMA especifico qgque compreende
regides determinantes de complementaridade wvariaveis de
cadeia pesada (CDR), CDR1l, uma CDR2 variavel de cadeia pesada,
uma CDR3 varidvel de cadeia pesada, uma CDR1 wvaridvel de
cadeia leve, uma CDR2 varidvel de cadeia leve e uma CDR3
varidvel de cadeia leve. Em algumas modalidades, a proteina
de ligacdo ao PSMA compreende qualgquer dominio gque se liga
ao PSMA incluindo, sem limitacdo, dominios de um anticorpo
monoclonal, um anticorpo policlonal, um anticorpo
recombinante, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado,
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno como, por exemplo,
anticorpos de dominio unico (sdAb), fragmentos Fab, Fab’',
F(ab)2 e Fv, fragmentos compostos por uma ou mais CDRs,
anticorpos de cadeia Unica (por exemplo, fragmentos Fv de

cadeia unica (scFv)), fragmentos Fv estabilizados com
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dissulfeto (dsFv), anticorpos de heteroconjugado (por
exemplo, anticorpos biespecificos), fragmentos PFv,
mondmeros ou dimeros de cadeia pesada, mondmeros ou dimeros
de cadeia leve, e dimeros gque consistem em uma cadeia pesada
e uma cadeia leve. Em alguns casos, € benéficoc que o dominio
de ligacdo ao PSMA seja derivado da mesma espécie na qual a
proteina de ligagdo ao PSMA descrita nesse relatédrio
descritivo serd por fim usada. Por exemplo, para uso em
humanos, pode ser benéfico que o dominio de ligacdo ao PSMA
da proteina de ligacdo ao PSMA compreenda residuos humanos
ou humanizados do dominio de 1ligacdo ao antigeno de um
anticorpo ou fragmento de anticorpo. Em algumas modalidades,
a proteina de ligacdo ao PSMA é uma proteina de ligacdo anti-
PSMA especifica que compreende uma CDR1 variavel de cadeia
pesada, uma CDR2 variadvel de cadeia pesada e uma CDR3
varidvel de cadeia pesada. Em algumas modalidades, a proteina
de ligac&o ao PSMA é um anticorpo de dominio tnico anti-PSMA
que compreende uma CDR1 varidvel de cadeia pesada, uma CDR2
varidvel de cadeia pesada e uma CDR3 variadvel de cadeia
pesada.

[058] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA da presente revelacdo é um polipeptideo gue compreende
uma sequéncia de aminodcidos que é composta por dquatro
regides/sequéncias framework (fl1-f4) interrompidas por trés
regides/sequéncias determinantes de complementaridade, como
representadas pela férmula: fl-rl-f2-r2-f3-r3-f4, em que rl,
r2 e r3 sdo regides determinantes de complementaridade CDRI1,
CDR2 e CDR3, respectivamente, e fl, f2, £3 e f4 sdo residuos
estruturais. Os residuos estruturais da proteina de ligacéo

ao PSMA da presente revelacgdo compreendem, por exemplo, 75,
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76, 77, 78, 79, 80, 81 residuos de aminodcidos, e as regides
determinantes de complementaridade compreendem, por exemplo,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36 residuos de aminoadcidos. Em
algumas modalidades, a proteina de ligac&o ao PSMA compreende
uma segquéncia de aminodcidos como apresentada no ID. DE SEQ.
N°: 4 gue compreende residuos estruturais e CDR1, uma CDR2,
e uma CDR3, em que (a) a CDR1l compreende a sequéncia de
aminocdcidos como apresentada no ID. DE SEQ. N°: 16 ou uma
variante que possuil uma, duas, trés ou quatro substituicdes
de aminodcidos no ID. DE SEQ. N°: 16, (b) a CDR2 compreende
uma sequéncia como apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17 ou uma
variante que possuil uma, duas, trés ou quatro substituicdes
de aminodcidos no ID. DE SEQ. N°: 17, e (c) a CDR3 compreende
uma sequéncia como apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18 ou uma
variante que possuil uma, duas, trés ou quatro substituicdes
de aminodcidos no ID. DE SEQ. N°: 18.

[059] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA compreende uma sequéncia de aminoacidos como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 19 que compreende residuos
estruturais e CDR1, uma CDR2, e uma CDR3, em que (a) a CDR1l
compreende a sequéncia de aminodcidos como apresentada no
ID. DE SEQ. N°: 16 ou uma variante que possui uma, duas,
trés ou quatro substituicdes de aminodcidos no ID. DE SEQ.
N°: 16, (b) a CDR2 compreende uma sequéncia como apresentada
no ID. DE SEQ. N°: 17 ou uma variante gque possui uma, duas,
trés ou quatro substituicdes de aminodcidos no ID. DE SEQ.
N°: 17, e (c) a CDR3 compreende uma sequéncia como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18 ou uma variante gue possui
uma, duas, trés ou quatro substituicgdes de amincacidos no

ID. DE SEQ. N°: 18.
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[060] Em modalidades nas quais a CDR1 da proteina de
ligacdo ao PSMA compreende a sequéncia de aminodcidos como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 16 ou uma variante qgque possui
uma, duas, trés ou quatro substituicdes de aminodcidos no
ID. DE SEQ. N°: 16, essas substituicg¢des incluem, por exemplo,
prolina, histidina. Em modalidades nas quais a CDR2Z da
proteina de ligacdo ac PSMA compreende a seguéncia de
amincadcidos como apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17 ou uma
variante que possuil uma, duas, trés ou quatro substituicdes
de aminocadcidos no ID. DE SEQ. N°: 17, essas substituicdes
incluem, por exemplo, A&cido aspartico, lisina, glutamina,
tirosina.

[061] Em modalidades nas quais a CDR3 da proteina de
ligacdo ao PSMA compreende a sequéncia de aminodcidos como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18 ou uma variante que possui
uma, duas, trés ou quatro substituicdes de aminodcidos no
ID. DE SEQ. N°: 18, essas substituicg¢des incluem, por exemplo,
serina.

[062] Em algumas modalidades, a proteina de ligacédc ao
PSMA da presente revelacdo compreende a seguinte férmula:
fl-r1-f2-r2-f3-r3-f4, em que <rl, r2 e r3 s8o regides
determinantes de complementaridade CDR1, CDR2 e CDR3,
respectivamente, e fl1, f2, £3 e f4 s&c residuos estruturais,
e em que rl compreende o ID. DE SEQ. N°: 5, ID. DE SEQ. N°:
6, ou ID. DE SEQ. N°: 7, r2 compreende o ID. DE SEQ. N°: 8,
ID. DE SEQ. N°: 9, ID. DE SEQ. N°: 10, ID. DE SEQ. N°: 11,
ID. DE SEQ. N°: 12, ID. DE SEQ. N°: 13, ou ID. DE SEQ. N°:
14, e r3 compreende o ID. DE SEQ. N°: 15. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA da presente

revelacdo é um anticorpo de dominio tnico que compreende a
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seguinte férmula: fl-rl-f2-r2-f3-r3-f4, em que rl, r2 e r3
sdo regides determinantes de complementaridade CDR1, CDR2Z e
CDR3, respectivamente, e fl1, £f2, f3 e £f4 s&c residuos
estruturais, e em que rl é o ID. DE SEQ. N°: 5, ID. DE SEQ.
N°: 6, ou ID. DE SEQ. N°: 7, r2 & o ID. DE SEQ. N°: 8, ID.
DE SEQ. N°: 9, ID. DE SEQ. N°: 10, ID. DE SEQ. N°: 11, 1ID.
DE SEQ. N°: 12, ID. DE SEQ. N°: 13, ou ID. DE SEQ. N°: 14,
e r3 é o ID. DE SEQ. N°: 15,

[063] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA compreende uma CDR1, CDR2Z2 e CDR3, em que (a) a sequéncia
de aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
1 (RFMISX1YX2MH), (b) a sequéncia de aminocdcidos de CDR2 é
como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX4XsTDYAEXG6VKG),
e (c) a sequéncia de aminoadcidos de CDR3 é como apresentada
em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX7YGY). Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo ac PSMA compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3,
em que (a) a sequéncia de amincdcidos de CDR1 é& como
apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:YX;MH), (b) a
sequéncia de aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID.
DE SEQ. N°: 17, e (c¢) a sequéncia de aminodcidos de CDR3 é
como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 18. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de
CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 16, (b) a sequéncia
de aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
2 (X3INPAXsXsTDYAEX6VKG), e (c) a sequéncia de aminodcidos de
CDR3 ¢é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 18. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de

CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 16, (b) a sequéncia
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de aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
17, e (c) a sequéncia de aminocdcidos de CDR3 ¢& como
apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX7YGY). Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de
CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:1YX:MH),
(b) a sequéncia de amincacidos de CDR2 é como apresentada em
ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAXsXsTDYAEXVKG), e (c) a sequéncia
de aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
18. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA
compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3, em gue (a) a seqguéncia de
aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1
(RFMISX1YX2MH), (b) a sequéncia de aminodcidos de CDR2 é como
apresentada em ID. DE SEQ. N°: 17, e (c) a sequéncia de
aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3
(DX7YGY). Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA compreende uma CDR1, CDR2Z2 e CDR3, em que (a) a sequéncia
de aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
16, (b) a sequéncia de aminoadcidos de CDR2 é como apresentada
em ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX4XsTDYAEXcVKG), e {(c) a sequéncia
de aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
3 (DX7YGY).

[064] Em algumas modalidades, os residuos de aminoacidos
X1, X2, X3, X4, X5, Xs e X7 sdo selecionados independentemente
de &cido glutédmico, prolina, serina, histidina, treonina,
adcido aspéartico, glicina, 1lisina, treonina, glutamina e
tirosina. Em algumas modalidades, Xi é prclina. Em algumas
modalidades, X é histidina. Em algumas modalidades, X3 é
adcido aspéartico. Em algumas modalidades, X: é lisina. Em

algumas modalidades, Xs é glutamina. Em algumas modalidades,
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X6 &€ tirosina. Em algumas modalidades, X7 é serina. A proteina
de ligacdo ao PSMA da presente revelacdo pode, em algumas
modalidades, compreender sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 nas
quais X1 é &cido glutémico, Xz ¢é histidina, Xz ¢ A&cido
aspartico, Xs é glicina, Xs é treonina, Xs € serina e X7 é
serina.

[065] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA compreende uma CDR1, CDR2Z2 e CDR3, em que (a) a sequéncia
de aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
1 (RFMISX1YX2MH), (b) a sequéncia de aminocdcidos de CDR2 é
como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX,XsTDYAEX¢VKG),
e (c) a sequéncia de aminodcidos de CDR3 é como apresentada
em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX7YGY), em que X1 € prolina. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de
CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:1YX:MH),
(b) a sequéncia de amincacidos de CDR2 é como apresentada em
ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAXsXsTDYAEXVKG), e (c) a sequéncia
de aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
3 (DX7YGY), em gque Xs € glutamina. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo ac PSMA compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3,
em que (a) a sequéncia de amincdcidos de CDR1 é& como
apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX;1YX:;MH), (b)) a
sequéncia de aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID.
DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX4XsTDYAEXVKG), e (c) a sequéncia de
aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3
(DX7YGY), em que Xs € tirosina. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo ac PSMA compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3,
em que (a) a sequéncia de amincdcidos de CDR1 é& como

apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:YX;MH), (b) a
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sequéncia de aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID.
DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX4XsTDYAEXVKG), e (c) a sequéncia de
aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3
(DX7YGY), em que X4 € lisina e X7 & serina. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de
CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:1YX:MH),
(b) a sequéncia de amincacidos de CDR2 é como apresentada em
ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAXsXsTDYAEXcVKG), e {(c) a sequéncia
de aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
3 (DX7YGY), em que Xz é histidina, X3 &€ acido aspéartico, Xi é
lisina e X7 é serina. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao PSMA compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3, em que (a)
a sequéncia de aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID.
DE SEQ. N°: 1 (RFMISX1YXoMH), (b) a sequéncia de aminoacidos
de CDR2 ¢é como apresentada em ID. DE SEQ. ©N°: 2
(X3INPAX4XsTDYAEX(VKG), e (c) a sequéncia de aminocdcidos de
CDR3 ¢é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX;YGY), em
que X1 € prolina, Xz é histidina, X3 é &acido aspartico e X; é
serina. Em algumas modalidades, a proteina de 1ligacdo ao
PSMA compreende uma CDR1, CDR2Z2 e CDR3, em que (a) a sequéncia
de aminodcidos de CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
1 (RFMISX1YX2MH), (b) a sequéncia de aminocdcidos de CDR2 é
como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAX,XsTDYAEX¢VKG),
e (c) a sequéncia de aminodcidos de CDR3 é como apresentada
em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX7YGY), em que Xz é histidina, X3 é
adcido aspéartico, Xs é glutamina e X; é serina. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA compreende uma
CDR1, CDR2 e CDR3, em que {(a) a sequéncia de aminoacidos de

CDR1 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISX:1YX:MH),
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(b) a sequéncia de amincacidos de CDR2 é como apresentada em
ID. DE SEQ. N°: 2 (X3INPAXsXsTDYAEXVKG), e (c) a sequéncia
de aminodcidos de CDR3 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°:
3 (DX7YGY), em que Xz é histidina, X3 &€ acido aspéartico, Xs é
tirosina e X7 é serina. Em algumas modalidades, a proteina
de ligacdo ao PSMA compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3, em gue
(a) a sequéncia de amincacidos de CDR1 é como apresentada em
ID. DE SEQ. N°: 1 (RFMISXi1YX>MH), (b) a sequéncia de
aminodcidos de CDR2 é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 2
(X3INPAX4XsTDYAEX(VKG), e (c) a sequéncia de aminocdcidos de
CDR3 ¢é como apresentada em ID. DE SEQ. N°: 3 (DX;YGY), em
qgque Xz é histidina, X3 é acido aspartico e X7 é serina.
[066] A proteina de ligacdo ao PSMA da presente revelacdo
pode, em algumas modalidades, compreender seqgquéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é &acido glutémiceo, X2 € histidina,
X3 é treonina, X: € glicina, Xs é treonina, X¢ é serina e Xy
€ serina. A proteina de ligacdo ao PSMA da presente revelacéo
pode, em algumas modalidades, compreender seqgquéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é &acido glutémiceo, X2 € histidina,
X3 é treonina, X: € glicina, Xs é treonina, X¢ é serina e Xy
€ serina. A proteina de ligacdo ao PSMA da presente revelacéo
pode, em algumas modalidades, compreender seqgquéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é &acido glutédmico, X é serina, X3
¢ treonina, X4 é lisina, Xs & treonina, X¢ € serina e X7 é
serina. A proteina de ligac&o ao PSMA da presente revelacdo
pode, em algumas modalidades, compreender sequéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é prolina, Xz é serina, X3 é treonina,
X4 é glicina, Xs é treonina, X¢ & serina e X7 é glicina. A
proteina de ligacd&o ao PSMA da presente revelacdo pode, em

algumas modalidades, compreender sequéncias de CDR1, CDR2Z e
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CDR3 nas quais X1 é 4cido glutémico, Xz é serina, X3 é treonina,
Xs é glicina, Xs é glutamina, Xs é serina e X7 é glicina. A
proteina de ligacd&o ao PSMA da presente revelacdo pode, em
algumas modalidades, compreender sequéncias de CDR1, CDR2Z e
CDR3 nas quais X1 é 4cido glutémico, Xz é serina, X3 é treonina,
X4 é glicina, Xs €& treonina, Xs é tirosina e X7 é glicina. A
proteina de ligacd&o ao PSMA da presente revelacdo pode, em
algumas modalidades, compreender sequéncias de CDR1, CDR2Z e
CDR3 nas quais X; é &acido glutédmico, Xz é histidina, X3 é
adcido aspartico, Xs é lisina, Xs é treonina, X¢ € serina e Xy
€ serina. A proteina de ligacdo ao PSMA da presente revelacéo
pode, em algumas modalidades, compreender seqgquéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é prolina, Xz é histidina, X3 é &acido
aspartico, Xs é glicina, Xs é treonina, Xs € serina e X7 é
serina. A proteina de ligac&o ao PSMA da presente revelacdo
pode, em algumas modalidades, compreender sequéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 nas quais X1 é &acido glutémiceo, Xz € histidina,
X3 é acido aspartico, X4 €& glutamina, Xs €& treonina, Xs é
serina e X7 é serina. A proteina de ligacdo ao PSMA da
presente revelacdo pode, em algumas modalidades, compreender
sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 nas quails X1 € acido glutémico,
X2 é histidina, X3 é &cido aspéartico, Xs é glicina, X5 é
treonina, Xs &€ tirosina e X; é serina. A proteina de ligacéo
ao PSMA da presente revelacdo pode, em algumas modalidades,
compreender sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 nas quais Xz é
histidina e X7 é serina. Sequéncias framework exemplares séo
reveladas como ID. DE SEQ. N°: 165-168.

[067] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdc ao
antigeno de membrana especifico da préstata compreende

gqualguer combinacdo do seguinte: (i), em que X1 é prolina;
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(ii), em que Xz ¢é histidina; (iii), em que X3 ¢é A&cido
aspartico; (iv) em que X4 € 1lisina; (v), em que X5 &
glutamina; (vi), em que Xs & tirosina; e (vii), em que X; é
serina. Em algumas modalidades, a proteina de 1ligacdo ao
antigeno de membrana especifico da préstata da modalidade
acima possui uma afinidade maior para um antigeno de membrana
especifico da préstata humano do que aguela de uma proteina
de ligacdo que possuil a sequéncia apresentada como ID. DE
SEQ. N°: 4. Em algumas modalidades, a ligac&o ao antigeno de
membrana especifico da préstata compreende qualquer
combinacdo do segquinte: (i), em que Xi €& prolina; em que Xs
¢ glutamina; (ii), em que X¢ & tirosina; em que X: é lisina
e X7 é serina; (iii), em que X2 é histidina, X3 ¢é A&cido
aspartico, Xz é 1lisina e X7 & serina; (iv), em que X1 é
prolina, Xy é histidina, X3 é Acido aspéartico e X; é serina;
(v), em que Xz ¢ histidina, X3 ¢é A&cido aspartico, Xs é
glutamina e X7 é serina; (vi), em que X2 é histidina, X3 é
adcido aspéartico, Xz é lisina e X7 é serina; (vii), em que X3
é prolina, Xz é histidina, X3 é acido aspartico e X; é serina;
(viii), em que X; é histidina, X3 é &cido aspartico, Xs é
glutamina e X7 é serina; (ix), em que X2 é histidina, X3 é
adcido aspéartico, X¢ é tirosina e X; é serina; e (x), em que
X2 é& histidina, X3 é &acido aspartico e X7 é serina.

[068] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA possul uma sequéncia de aminodcidos como apresentada no
ID. DE SEQ. N°: 4. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao PSMA possuili uma sequéncia de aminoacidos como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4 em gue uma ou mails posicdes
de aminodcido séd@o substituidas. Em algumas modalidades, uma

ou mais das posicdes de aminodcido 19, 86, 87 e 106 do ID.

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 51/156



47/133

DE SEQ. N°: 4 sdo substituidas. Substituicbes exemplares nas
posicdes de aminoacido 19, 86, 87 e 106 incluem, sem
limitacdo, T19R, K86R, P87A e Ql06L. Em algumas modalidades,
uma ou mais das posicdes de aminoacido 31, 33, 50, 55, 56,
62 e 97 do ID. DE SEQ. N°: 4 sdo substituidas. Em algumas
modalidades, a posicdo de aminocdcido 31 do ID. DE SEQ. N°:
4 é substituida como E31P. Em algumas modalidades, a posicéo
de aminodcido 33 do ID. DE SEQ. N°: 4 ¢é substituida como
S33H. Em algumas modalidades, a posicdo de aminodcido 50 do
ID. DE SEQ. N°: 4 ¢é& substituida como T50D. Em algumas
modalidades, a posicdo de aminocdcido 55 do ID. DE SEQ. N°:
4 é substituida como G55K. Em algumas mocdalidades, a posicéo
de aminodcido 56 do ID. DE SEQ. N°: 4 ¢é substituida como
T56Q. Em algumas modalidades, a posicdo de amincacidoc 62 do
ID. DE SEQ. N°: 4 ¢é& substituida como S$62Y. Em algumas
modalidades, a posicdo de aminocdcido 97 do ID. DE SEQ. N°:
4 é substituida como G97S. Em algumas modalidades, a posicéo
de aminodcido 33 do ID. DE SEQ. N°: 4 ¢é substituida como
S33H. Em algumas modalidades, a substituic¢do do ID. DE SEQ.
N°: 4 na posicdo 31 ¢é combinada com substituic¢des nas
posicbes 50 e 97. Em algumas modalidades, as posicgdes de
aminoacido 31, 50 e 97 do 1ID. DE SEQ. N°: 4 s&o,
respectivamente, substituidas como E31P, T50D e G97S5. Em
algumas modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na
posicdo 33 é combinada com substituic¢Ses na posicdo 97. Em
algumas modalidades, as posigdes de aminocdcido 33 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 4 sdo, respectivamente, substituidas como
S33H e G97S. Em algumas modalidades, a substituicdo do ID.
DE SEQ. N°: 4 na posicdo 33 & combinada com substituicdes

nas posicdes 50 e 97. Em algumas modalidades, as posicdes de
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aminodcido 33, 50 e 97 do ID. DE SEQ. N°: 4 sao,
respectivamente, substituidas como $33H, T50D e G97S5. Em
algumas modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na
posicdo 33 é combinada com substituicdes nas posicdes 50, 55
e 97. Em algumas modalidades, as posicbes de aminoacido 33,
50, 55 e 97 do ID. DE SEQ. N°: 4 sdo, respectivamente,
substituidas como S33H, T50D, G55K e G97S8S. Em algumas
modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na posicéao
33 é combinada com substituicbes nas posicbes 31, 50 e 97.
Em algumas modalidades, as posicbes de aminoacido 31, 33, 50
e 97 do ID. DE SEQ. N°: 4 sado, respectivamente, substituidas
como E31P, S33H, T50D e G97S. Em algumas modalidades, a
substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na posicdo 33 é combinada
com substituig¢bdes nas posicgdes 50, 56 e 97. Em algumas
modalidades, as posicgdes de aminodcido 33, 50, 56 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 4 sdo, respectivamente, substituidas como
S33H, T50D, T56Q e G97S. Em algumas modalidades, a
substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na posicdo 33 é combinada
com substituigbdes nas posicgdes 50, 62 e 97. Em algumas
modalidades, as posicgdes de aminodcido 33, 50, 62 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 4 sdo, respectivamente, substituidas como
S33H, T50D, S62Y e G97S.

[069] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA possul uma sequéncia de aminodcidos como apresentada no
ID. DE SEQ. N°: 19. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao PSMA possuili uma sequéncia de aminoacidos como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 19, em gue uma ou mais posicdes
de aminodcido séd@o substituidas. Em algumas modalidades, uma
ou mais das posicdes de aminodcido 31, 33, 50, 55, 56, 62 e

97 do ID. DE SEQ. N°: 19 s&do substituidas. Em algumas
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modalidades, a posicdo de aminocdcido 31 do ID. DE SEQ. N°:
4 é substituida como E31P. Em algumas modalidades, a posicéo
de aminodcido 33 do ID. DE SEQ. N°: 19 é substituida como
S33H. Em algumas modalidades, a posicdo de aminodcido 50 do
ID. DE SEQ. N°: 19 é& substituida como T50D. Em algumas
modalidades, a posicdo de aminocdcido 55 do ID. DE SEQ. N°:
19 é substituida como G55K. Em algumas modalidades, a posicéo
de aminodcido 56 do ID. DE SEQ. N°: 19 é substituida como
T56Q. Em algumas modalidades, a posicdo de amincacidoc 62 do
ID. DE SEQ. N°: 19 é& substituida como S$62Y. Em algumas
modalidades, a posicdo de aminocdcido 97 do ID. DE SEQ. N°:
19 é substituida como G97S. Em algumas modalidades, a posicéao
de aminodcido 33 do ID. DE SEQ. N°: 19 é substituida como
S33H. Em algumas modalidades, a substituic¢do do ID. DE SEQ.
N°: 19 na posicdo 31 ¢é combinada com substituig¢des nas
posicbes 50 e 97. Em algumas modalidades, as posicgdes de
aminodcido 31, 50 e 97 do 1ID. DE SEQ. N°: 19 sao,
respectivamente, substituidas como E31P, T50D e G97S5. Em
algumas modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 19 na
posicdo 33 é combinada com substituic¢Ses na posicdo 97. Em
algumas modalidades, as posigdes de aminocdcido 33 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 19 sédo, respectivamente, substituidas como
S33H e G97S. Em algumas modalidades, a substituicdo do ID.
DE SEQ. N°: 19 na posicdo 33 é combinada com substituicdes
nas posicdes 50 e 97. Em algumas modalidades, as posicdes de
aminodcido 33, 50 e 97 do ID. DE SEQ. N°: 19 sao,
respectivamente, substituidas como $33H, T50D e G97S5. Em
algumas modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 19 na
posicdo 33 é combinada com substituicdes nas posicdes 50, 55

e 97. Em algumas modalidades, as posicbes de aminoacido 33,
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50, 55 e 97 do ID. DE SEQ. N°: 19 s&do, respectivamente,
substituidas como S33H, T50D, G55K e G97S8S. Em algumas
modalidades, a substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 19 na posicéao
33 é combinada com substituicbes nas posicbes 31, 50 e 97.
Em algumas modalidades, as posicbes de aminoacido 31, 33, 50
e 97 do ID. DE SEQ. N°: 19 s&do, respectivamente, substituidas
como E31P, S33H, T50D e G97S. Em algumas modalidades, a
substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 19 na posicdo 33 & combinada
com substituig¢bdes nas posicgdes 50, 56 e 97. Em algumas
modalidades, as posicgdes de aminodcido 33, 50, 56 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 19 sédo, respectivamente, substituidas como
S33H, T50D, T56Q e G97S. Em algumas modalidades, a
substituicdo do ID. DE SEQ. N°: 4 na posicdo 33 é combinada
com substituigbdes nas posicgdes 50, 62 e 97. Em algumas
modalidades, as posicgdes de aminodcido 33, 50, 62 e 97 do
ID. DE SEQ. N°: 4 sdo, respectivamente, substituidas como
S33H, T50D, S62Y e G97S.

[070] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
antigeno de membrana especifico da préstata compreende
qualgquer combinacdo do seguinte: (i) substituicdo na posicéao
31; (ii) substituicd&o na posicdo 50; (iii) substituicdo na
posicdo 55; substituicdo na posicdo 56; (iv) substituici&o na
posicéao 62; (v) substituicéo na posicéo 97; (vi)
substituicdes nas posicgdes 55 e 97; (vii) substituicdes nas
posicgbes 33 e 97; (viii) substituicdes nas posigdes 33, 50
e 97; (ix) substituig¢des nas posigdes 31, 33, 50 e 97; (x)
substituicdes nas posicdes 33, 50, 55 e 97; (x1i)
substituicdes nas posicgdes 33, 50, 56 e 97; e (xiii)
substituicdes nas posicgdes 33, 50, 62 e 97.

[071] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
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PSMA ¢é reage de forma cruzada com PSMA humano e de
Cynomolgus. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA & especifica para PSMA humano. Em varias modalidades,
a proteina de ligac&o ao PSMA da presente revelacdo € pelo
menos cerca de 75%, cerca de 76%, cerca de 77%, cerca de
78%, cerca de 79%, cerca de 80%, cerca de 81%, cerca de 82%,
cerca de 83%, cerca de 84%, cerca de 85%, cerca de 86%, cerca
de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de
91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%,
cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99% ou
cerca de 100% idéntica a sequéncia de aminoacidos apresentada
no ID. DE SEQ. N°: 4.

[072] Em varias modalidades, a proteina de ligacd&o ao
PSMA da presente revelacdo é pelo menos cerca de 75%, cerca
de 76%, cerca de 77%, cerca de 78%, cerca de 79%, cerca de
80%, cerca de 81%, cerca de 82%, cerca de 83%, cerca de 84%,
cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca
de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de
93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%,
cerca de 98%, cerca de 99% ou cerca de 100% idéntica a
sequéncia de aminodcidos apresentada no ID. DE SEQ. N°: 19.

[073] Em varias modalidades, uma regido determinante de
complementaridade da proteina de ligacdo ao PSMA da presente
revelacdo é pelo menos cerca de 80%, cerca de 81%, cerca de
82%, cerca de 83%, cerca de 84%, cerca de 85%, cerca de 86%,
cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca
de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de
95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99%
ou cerca de 100% idéntica a sequéncia de aminoacidos

apresentada no ID. DE SEQ. N°: 16.
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[074] Em varias modalidades, uma regido determinante de
complementaridade da proteina de ligacdo ao PSMA da presente
revelacdo é pelo menos cerca de 75%, cerca de 76%, cerca de
77%, cerca de 78%, cerca de 79%, cerca de 80%, cerca de 81%,
cerca de 82%, cerca de 83%, cerca de 84%, cerca de 85%, cerca
de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de
90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%,
cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca
de 99% ou cerca de 100% idéntica a sequéncia de aminoacidos
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17.

[075] Em varias modalidades, uma regido determinante de
complementaridade da proteina de ligacdo ao PSMA da presente
revelacdo é pelo menos cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de
87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%,
cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca
de 96%, cerca de 97%, cerca de 98%, cerca de 99% ou cerca de
100% idéntica a sequéncia de aminodcidos apresentada no ID.
DE SEQ. N°: 18.

Humanizagdo e maturagdo da afinidade

[076] No design de proteinas de ligacd&o para aplicacdes
terapéuticas, €& desejavel criar proteinas que, por exemplo,
modulem uma atividade funcional de um alvo, e/ou proteinas
de ligacdo aprimoradas como, por exemplo, proteinas de
ligacdo com especificidade e/ou afinidade maior e/ou
proteinas de ligacdo que sejam mais biodisponiveis, ou
estdveis ou soluveils, em particular, em ambientes celulares
ou teciduais.

[077] As proteinas de 1ligacdo ao PSMA descritas na
presente revelacéao exibem as afinidades de ligacéo

aumentadas para o dominio de ligacdo—-alvo, que é PSMA. A
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presente revelacdo identifica substituicgdes de aminoacidos
nas regides determinantes de complementaridade (CDRs) das
proteinas de 1ligacdo ao PSMA descritas nesse relatédrio
descritivo que levam a uma afinidade de ligacdo maior para
um ou ambos de PSMA humano e de cino. Em algumas modalidades,
a proteina de ligacdo ao PSMA ¢ um anticorpc. Em certas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA é um anticorpo
humanizado. Geralmente, um anticorpo humanizado compreende
um ou mais dominiocs wvaridveis nos quais CDRs ou porcgdes de
CDRs sdo derivadas de um anticorpo ndo humano, e regides
framework ou porcgdes de regides framework sdo derivadas de
sequéncias de anticorpo humano. Opcionalmente, um anticorpo
humanizado também compreende pelo mencos uma porcdc de uma
regido constante humana. Em algumas modalidades, residuos
estruturais selecionados s&o substituidos com residuos
correspondentes de um anticorpo ndo humano (por exemplo, o
anticorpo do gqual as CDRs sido derivadas), por exemplo, para
restaurar ou aumentar a especificidade, afinidade, ou
dependéncia de pH do anticorpo. Regides framework humanas
que podem ser usadas para humanizacdo incluem, sem limitacéo,
regides framework selecionadas usando um método de melhor
ajuste (por exemplo, Sims e cols. J. Immunol. 151: 2.296,
1993); regides framework derivadas da sequéncia de consenso
de anticorpos humanos de um subgrupo particular de regides
variadveis de cadeia leve ou pesada (por exemplo, Carter e
cols. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4.285, 1992; e Presta
e cols., J. Immunol., 151: 2.623, 1993); regides framework
maduras humanas (somaticamente mutadas) ou regides framework
da linhagem germinativa humana (por exemplo, Almagro e

Fransson, Front. Biosci. 13: 1.619-1.633, 2008); e regides

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 58/156



54/133

framework derivadas da avaliacdo de bibliotecas framework
(por exemplo, Baca e cols., J. Biol. Chem. 272: 10.678-
10.684, 1997; e Rosok e cols., J. Biol. Chem. 271: 22.611-
22.618, 1996)). Dessa forma, em um aspecto, a proteina de
ligacdo ao PSMA compreende um anticorpo humanizado ou humano
ou um fragmento de anticorpo. Em uma modalidade, a proteina
de ligacdo anti-PSMA humanizada ou humana compreende uma ou
mais (por exemplo, todas as trés) da regido determinante de
complementaridade de cadeia leve 1 (LC CDR1l), regiédo
determinante de complementaridade de cadeia leve 2 (LC CDR2)
e regido determinante de complementaridade de cadeia leve 3
(LC CDR3) de um dominio de ligacdo anti-PSMA humanizado ou
humano descritoc nesse relatdério descritivo, e/ou uma ou mais
(por exemplo, todas as trés) da regido determinante de
complementaridade de cadeia pesada 1 (HC CDR1l), regido
determinante de complementaridade de cadeia pesada 2 (HC
CDR2) e regido determinante de complementaridade de cadeia
pesada 3 (HC CDR3) de um dominio de 1ligac&o anti-PSMA
humanizado ou humano descrito nesse relatdrio descritivo,
por exemplo, um dominio de ligacdo anti-PSMA humanizado ou
humano gue compreende uma ou mais, por exemplo, todas as
trés, LC CDRs e uma ou mais, por exemplo, todas as trés, HC
CDRs. Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo anti-PSMA
humanizado ou humano compreende uma regido varidvel da cadeia
leve humanizada ou humana especifica para PSMA, em gue a
regido wvariadvel da cadeia leve especifica para PSMA
compreende CDRs de cadeia leve humanas ou ndo humanas em uma
regido framework de cadeia leve humana. Em certos casos, a
regido framework de cadeia leve & uma framework de cadeia

leve A (lambda). Em outros casos, a regido framework de
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cadeia leve ¢é uma framework de cadeia leve x (kappa). Em
algumas modalidades, o dominio de ligac&o anti-PSMA
humanizado ou humano compreende uma regido varidvel da cadeia
pesada humanizada ou humana especifica para PSMA, em que a
regido wvariadvel da cadeila pesada especifica para PSMA
compreende CDRs de cadeila pesada humanas ou ndo humanas em
uma regido framework de cadeia pesada humana. Em certos
casos, as regides determinantes complementares da cadeia
resada e/ou da cadeia leve sdo derivadas de anticorpos anti-
PSMA conhecidos como, por exemplo, 7El1l, EPR6253, 107.1A4,
GCP-05, EP3253, BVY9, 8P29, anticorpo PSMA humano/FOLHL1/
NAALADase I.

[078] As proteinas de ligacdo ao PSMA da presente
revelacdo séo, em algumas modalidades, de afinidade
amadurecida para aumentar sua afinidade de ligacdo para o
dominio de 1ligacdo—-alvo. Quandc se deseja aumentar a
afinidade das proteinas de ligac&o ao PSMA da revelacdo, por
exemplo, anticorpos anti-PSMA que contém uma ou mails das
CDRs mencionada acima, esses anticorpos com afinidade
aumentada podem ser obtidos por diversos protocolos de
maturacdo da afinidade incluindo, sem limitacdo, manutencéio
das CDRs, embaralhamento de cadeias, uso de cepas de mutacéo
de E. coli, embaralhamento de DNA, apresentacdo em fago e
sexual. Os métodos exemplares de maturacdo da afinidade acima
sdo discutidos por Vaughan e cols. (Nature Biotechnology,
16, 535-539, 1998). Dessa forma, além das variantes da
proteina de ligacéao ao PSMA discutidas nas secgles
precedentes, a revelacdo fornece variantes de sequéncia
adicionais que aumentam a afinidade da proteina de ligacéo

para seu alvo, ou seja, PSMA. Em certas modalidades, essas
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variantes de sequéncia compreendem uma ou mais substituicgdes
semiconservativas ou conservativas dentro das sequéncias da
proteina de ligacéao ao PSMA e essas substituicdes
preferivelmente ndo afetam significantemente a atividade
desejada da proteina de ligacdo. Substituicgdes podem ser de
ocorréncia natural ou podem ser introduzidas, por exemplo,
usando mutagénese (por exemplo, Hutchinson e cols., 1978, J.
Biol. Chem. 253: 6.551). Por exemplo, ¢s aminodcidos glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina podem frequentemente
ser substituidos uns pelos outros (amincacidos gue possuem
cadeias laterais alifaticas). Dessas possiveis
substituicdes, tipicamente glicina e alanina sdo usadas para
substituicdo entre elas, na medida em que tém cadeias
laterais relativamente curtas, e valina, leucina e
isoleucina sdo usadas para substituicdo entre elas, na medida
em gue possuem cadeias laterais alifaticas maiores que séo
hidrofdébicas. Outros aminoacidos que podem ser
frequentemente substituidos entre eles incluem, sem
limitacd@o: fenilalanina, tirosina e triptofano (aminoacidos
gue possuem cadeias laterails aromdticas); lisina, arginina
e histidina (aminod&cidos que possuem cadeias laterais
basicas); aspartatc e glutamato (aminodcidos gque possuem
cadeias laterais acidas); asparagina e glutamina
(aminodcidos que possuem cadeias laterais de amida); e
cisteina e metionina (aminodcidos que possuem cadeias
laterais que contém enxofre).

[079] Em algumas modalidades, as proteinas de ligacdo ao
PSMA sdo isoladas por avaliacdo de bibliotecas combinatérias,
por exemplo, por geracdo de bibliotecas de apresentacdo em

fago e avaliacdo dessas Dbibliotecas para anticorpos dgue
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possuem as caracteristicas de ligacdo desejadas. Além disso,
a afinidade de ligacdo da proteina de ligacdo ao PSMA para
seu alvo de ligacdo pode ser selecionada de modo a visar uma
meia-vida de eliminacdo especifica em uma proteina de ligacéo
a albumina-PSMA particular. Dessa forma, em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA possui uma
afinidade de ligacdo elevada para seu alvo de ligacdo. Em
outras modalidades, a proteina de ligacdo aoc PSMA possuil uma
afinidade de ligacdo média para seu alvo de ligacdo. Ainda
em outras modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA possuil
uma afinidade de ligacdo baixa ou marginal para seu alvo de
ligacdo. Afinidades de ligacdo exemplares incluem Kd de 10
nM ou menos (alta), entre 10 nM e 100 nM (média) e mais do
que 100 nM (baixa). A afinidade para se ligar a PSMA pode
ser determinada, por exemplo, pela habilidade da prépria
proteina de ligac&o ou seu dominio de ligacdo ao PSMA para
se ligar ao PSMA revestido em uma placa de ensaio; exibido
na superficie de uma célula microbiana; em solucdo; etc. A
atividade de ligacdo da proteina da presente revelacdo ao
PSMA também pode ser testada por imobilizacdo do ligante
(por exemplo, PSMA) ou da referida prépria proteina de
ligacdo ou seu dominio de ligacdo ao PSMA, a um gldbulo,
substrato, célula etc. Em algumas modalidades, a ligacéo
entre a prépria proteina de ligacdo ao PSMA, ou seu dominio
de ligacdo ao PSMA, e um ligante-alvo (por exemplo, PSMA) é
determinada, por exemplo, por um ensaio de cinética de
ligacdo. O ensaio de cinética de 1ligacdo, em certas
modalidades, ¢é realizado usando um sistema OCTET®. Nessas
modalidades, uma primeira etapa compreende a imobilizacdo de

um ligante (por exemplo, PSMA biotinilado) sobre a superficie
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de um biossensor (por exemplo, um biossensor de
estreptavidina) em uma densidade de carga étima, seguida por
uma lavagem com um tampdo de ensailio para remover ligantes
ndo ligados, que é seguida por associacdo do analito, ou
seja, a prépria proteina de ligacdo ao PSMA ou seu dominio
de ligacdo ao PSMA com o ligante, que é seguida por exposicéo
do Dbiossensor a um tampdo dgque ndo contém o analito
resultando, dessa forma, em dissociacdo da proépria proteina
de ligacdo ao PSMA ou de seu dominio de ligacdo ao PSMA do
ligante. Agentes de blogqueio adequados, por exemplo, BSA,
Caseina, Tween-20, PEG, gelatina, sdo usados para bloquear
os sitios de ligac&o nédo especificos no biossensor. Os dados
da cinética de ligacdo sd@c subsequentemente analisados
usando um software apropriado (por exemplo, software Octet
de ForteBio) para determinar as constantes da taxa de
associacdo e de dissociacdo para interacdo de ligacd@o entre
a prépria proteina de ligagdo ao PSMA ou seu dominio de
ligacdo ao PSMA e um ligante.

[080] Em certas modalidades, a proteina de ligacd&o ao
PSMA revelada nesse relatdédrio descritivo se liga ao PSMA
humano com uma Kd humana (hKd). Em certas modalidades, a
proteina de ligagdo ao PSMA revelada nesse relatédrio
descritivo se liga ao PSMA de Cynomolgus com uma Kd de cino
(cKd) . Em certas modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA
revelada nesse relatdério descritivo se liga ao PSMA de
Cynomolgus com uma Kd de cino (cKd) e ao PSMA humano com uma
Kd humana (hKd). Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
de cerca de 0,1 nM até cerca de 500 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,1 nM até

cerca de 450 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
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de cerca de 0,1 nM até cerca de 400 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,1 nM até
cerca de 350 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
de cerca de 0,1 nM até cerca de 300 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,1 nM até
cerca de 250 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
de cerca de 0,1 nM até cerca de 200 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,1 nM até
cerca de 150 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
de cerca de 0,1 nM até cerca de 100 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,1 nM até
cerca de 90 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd wvariam
de cerca de 0,2 nM até cerca de 80 nM. Em algumas modalidades,
a hKd e a cKd variam de cerca de 0,3 nM até cerca de 70 nM.
Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,4
nM até cerca de 50 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd
variam de cerca de 0,5 nM até cerca de 30 nM. Em algumas
modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,6 nM até
cerca de 10 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam
de cerca de 0,7 nM até cerca de 8 nM. Em algumas modalidades,
a hKd e a cKd variam de cerca de 0,8 nM até cerca de 6 nM.
Em algumas modalidades, a hKd e a cKd variam de cerca de 0,9
nM até cerca de 4 nM. Em algumas modalidades, a hKd e a cKd
variam de cerca de 1 nM até cerca de 2 nM. Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA se liga ao PSMA
humano e de Cynomolgus com afinidade de ligacdo comparavel
(Kd) .

[081] Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao
PSMA da presente revelacdo compreende a sequéncia como

apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4 e possuli uma hKd de cerca
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de 10 nM até cerca de 20 nM. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo ao PSMA da presente revelacdo compreende
uma mutacdo de &acido glutdmico para prolina na posicdo de
aminodcido 31 do ID. DE SEQ. N°: 4 e possul uma hKd de cerca
de 5 nM até cerca de 10 nM. Em algumas modalidades, a proteina
de ligacdo ao PSMA da presente revelacgcdo compreende uma
mutacdo de treonina para glutamina na posicdo de amincacido
56 do ID. DE SEQ. N°: 4 e possuili uma hKd de cerca de 1 nM
até cerca de 7 nM. Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao PSMA da presente revelacdo compreende uma mutacao
de glicina para lisina na posic¢do de aminoadcido 55 do ID. DE
SEQ. N°: 4 e possui uma hKd de cerca de 0,5 nM até cerca de
5 nM. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA
da presente revelacdo compreende uma mutacdo de serina para
histidina na posicédoc de aminodcido 33, de treonina para acido
aspadrtico na posicdo de amincadcido 50 e substituicdo de
glicina para serina na posic¢do de aminoacido 97 do ID. DE
SEQ. N°: 4 e possuil uma hKd de cerca de 5 nM até cerca de 10
nM. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo ao PSMA da
presente revelacdo compreende uma mutacdo de serina para
histidina na posicdo de aminodcido 33 e substituicdo de
glicina para serina na posic¢do de aminoacido 97 do ID. DE
SEQ. N°: 4 e possul uma hKd de cerca de 0,05 nM até cerca de
2 nM. Dessa forma, em varias modalidades, as proteinas de
ligacdo ao PSMA gue compreendem uma ou mails substituicdes
comparada com a sequéncia como apresentada no ID. DE SEQ.
N°: 4 possuem afinidades de ligacdo para PSMA humano que séo
1,5 vez até cerca de 300 vezes maiores do que de uma proteina
que compreende a sequéncia do ID. DE SEQ. N°: 4, sem nenhuma

substituicdo. Por exemplo, a afinidade de ligacédc é cerca de
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1,5 vez até cerca de 3 vezes maior quando a substituicdo (ou
substituicdes) do ID. DE SEQ. N°: 4 compreende E31P; cerca
de 2 vezes até cerca de 15 vezes maior quando a substituicéo
(ou substituigdes) do ID. DE SEQ. N°: 4 compreende T56Q;
cerca de 3 wvezes até cerca de 30 vezes maior quando a
substituicdo (ou substituicdes) do ID. DE SEQ. N°: 4
compreende G55K; cerca de 2 vezes até cerca de 3 vezes maior
quando a substituicdo (ou substituicdes) do ID. DE SEQ. N°:
4 compreende S33H T50D G97S; e cerca de 5 vezes até cerca de
300 vezes maior guando a substituicd@o (ou substituicgdes) do
ID. DE SEQ. N°: 4 compreende S33H G97S5S. Em algumas
modalidades, as (uma ou mais) substituigcbes de aminoacidos
do ID. DE SEQ. N°: 4, como descrito acima, leva a afinidade
de ligacdo aumentada tanto para PSMA humano gquanto de
Cynomolgus, por exemplo, uma proteina de ligacdo ao PSMA da
presente revelacéo que compreende substituicgdes de
aminoacidos $33H e G973 no ID. DE SEQ. N°: 4 mostra afinidade
aumentada para PSMA humano e de Cynomolgus comparada com uma
proteina gque compreende a sequéncia do ID. DE SEQ. N°: 4 sem
nenhuma substituicdo. Um exemplo adicional desse aumento de
afinidade dupla ¢é observado em casc de uma proteina de
ligacdo ao PSMA gue compreende substituicbes de aminodcidos
S33H, T50D e G97S no ID. DE SEQ. N°: 4. Em algumas
modalidades, qualguer uma das proteinas de ligacdoc ac PSMA
citadas anteriormente (por exemplo, anticorpos de dominio
tnicoc anti-PSMA dos IDS. DE SEQ. N9 21-32) sdo peptideo com
tag de afinidade para facilitar a purificacdo. Em algumas
modalidades, o tag de afinidade de peptideo consiste em seis
residuos de histidina consecutivos, também denominado 6his

(ID. DE SEQ. N°: 33).
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[082] A afinidade de ligacdo de proteinas de ligacdo ao
PSMA, por exemplo, um anticorpo de dominio tGnico anti-PSMA
da presente revelacdo, também pode ser descrita em termos
relativos ou comparada com a afinidade de ligacd&o de uma
segunda proteina de ligacéo que também se liga
especificamente ao PSMA (por exemplo, um segundo anticorpo
de dominio tnico anti-PSMA que é PSMA-especifico, que pode
ser referido nesse relatdério descritivo comc um “segundo
anticorpo PSMA-especifico”. Em algumas modalidades, o
segundo anticorpo PSMA-especifico ¢é qualquer uma das
variantes da proteina de ligacd&o ao PSMA descritas nesse
relatdério descritivo, por exemplo, as proteinas de ligacéo
definidas pelos IDS. DE SEQ. N°s 21-32. Consequentemente,
certas modalidades da presente revelacdo estdo relacionadas
a um anticorpo de dominio Unico anti-PSMA que se liga ao
PSMA humano e/ou PSMA de Cynomolgus com maior afinidade do
gque a proteina de ligacdo do ID. DE SEQ. N°: 4, ou com uma
Kd gue é menor do que a Kd da proteina de ligacdo do ID. DE
SEQ. N°: 4. Além disso, modalidades adicionais da presente
revelacdo estdo relacionadas a um anticorpo de dominio tnico
anti-PSMA que se liga ao PSMA humano e/ou PSMA de Cynomolgus
com maior afinidade do que a proteina de ligacdo do ID. DE
SEQ. N°: 19, ou com uma Kd gque é menor do que a Kd da proteina
de ligacdo do ID. DE SEQ. N°: 19,

Dominio de ligagdo ao CD3

[083] A especificidade da resposta de células T é mediada
pelo reconhecimento de antigeno (exibido no contexto de um
complexo de histocompatibilidade principal, MHC) pelo
complexo receptor de célula T. Como parte do complexo

receptor de célula T, CD3 é um complexo de proteina que
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inclui uma cadeia CD3y (gama), uma cadeia CD3® (delta) e
duas cadeias CD3r¢ (épsilon), que estdo presentes na
superficie celular. CD3 se associa com as cadeias o (alfa)
e B (beta) do receptor de célula T (TCR) e também CD3 (
(zeta) em conjunto para compreender o complexo receptor de
célula T. O agrupamento de CD3 em células T, por exemplo,
por anticorpos anti-CD3 imobilizados, leva a ativacgido de
célula T similar ao engajamento do receptor de célula T, mas
independentemente de sua especificidade-clone tipica.

[084] Em um aspecto, é descrita nesse relatério
descritivo uma proteina multiespecifica que compreende uma
proteina de ligacdo ao PSMA de acordo com a presente
revelacéao. Em algumas modalidades, a proteina
multiespecifica ainda compreende um dominio gque se liga
especificamente ao CD3. Em algumas modalidades, a proteina
multiespecifica ainda compreende um dominio gque se liga
especificamente ao CD3y. Em algumas modalidades, a proteina
multiespecifica ainda compreende um dominio gque se liga
especificamente ao CD3d. Em algumas modalidades, a proteina
multiespecifica ainda compreende um dominio gque se liga
especificamente ao CD3¢.

[085] Em modalidades adicionais, a proteina
multiespecifica ainda compreende um dominio gque se liga
especificamente ao receptor de célula T (TCR). Em algumas
modalidades, a proteina multiespecifica ainda compreende um
dominio que se liga especificamente a cadeia o do TCR. Em
algumas modalidades, a proteina multiespecifica ainda
compreende um dominioc que se liga especificamente a cadeia
fF do TCR.

[086] Em algumas modalidades, a proteina multiespecifica
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ainda compreende um dominio que se liga especificamente a
uma proteina sérica volumosa, por exemplo, albumina sérica
humana (HSA). Em algumas modalidades, o dominio de ligacéo
a HSA compreende uma sequéncia selecionada do grupo dgue
consiste no ID. DE SEQ. N°: 123-146.

[087] Em algumas modalidades, a proteina multiespecifica
é uma proteina de ligac&o ao antigeno triespecifica que visa
PSMA, também referida nesse relatdrio descritivo uma
molécula TriTAC direcionada ao PSMA ou molécula
triespecifica para PSMA ou molécula triespecifica.

[088] Em certas modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3
da proteina multiespecifica gque compreende uma proteina de
ligagdo ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo exibe
ndo apenas potentes afinidades de ligacdo ao CD3 com CD3
humano, mas também exibem excelente reatividade cruzada com
as respectivas proteinas CD3 de macacc Cynomolgus. Em alguns
casos, o dominio de ligagdo ao CD3 das proteinas
multiespecificas reage de forma cruzada com CD3 de macaco
Cynomolgus.

[089] Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3
da proteina multiespecifica gque compreende uma proteina de
ligacdo ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo pode ser
qualgquer dominio que se liga ao CD3 incluindo, sem limitacéao,
dominios de um anticorpo monoclonal, um anticorpo
policlonal, um anticorpo recombinante, um anticorpo humano,
um anticorpo humanizado, ou fragmentos de ligacdo aoc antigeno
dos anticorpos de ligacdo ao CD3, por exemplo, anticorpos de
dominio Unico (sdAb), fragmentos Fab, Fab'’, F(ab): e Fv,
fragmentos compostos por uma ou mais CDRs, anticorpos de

cadeia Unica (por exemplo, fragmentos Fv de cadeia unica
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(scFv)), fragmentos Fv estabilizados com dissulfeto (dsFv),
anticorpos de heteroconjugado (por exemplo, anticorpos
biespecificos), fragmentos pFv, mondmeros ou dimeros de
cadeia pesada, mondémeros ou dimeros de cadeia leve, e dimeros
que consistem em uma cadeia pesada e uma cadeia leve. Em
alguns casos, € benéfico que o dominio de ligacd&o ao CD3
seja derivado da mesma espécie na gqual a proteina
multiespecifica que compreende uma Unica proteina de ligacéo
ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo na qual sera,
por fim, usada. Por exemplo, para uso em humanos, pode ser
benéfico que o dominio de 1ligacdo ao CD3 da proteina
multiespecifica que compreende uma proteina de ligacdo ao
PSMA descrita nesse relatdrio descritivo compreenda residuos
humanos ou humanizados do dominic de ligacdo ao PSMA de um
anticorpo ou fragmento de anticorpo.

[090] Dessa forma, em um aspecto, o dominio de ligacéo
ao CD3 da proteina multiespecifica gque compreende uma
proteina de ligacdc ao PSMA compreende um anticorpo
humanizado ou humano ou um fragmento de anticorpo, ou um
anticorpo ou fragmento de anticorpo murideo. Em uma
modalidade, o dominio de 1ligacdo anti-CD3 humanizado ou
humano compreende uma ou mais (por exemplo, todas as trés)
regides determinantes complementares de cadeia leve, regido
determinante de complementaridade de cadeia leve 1 (LC CDR1l),
regido determinante de complementaridade de cadeia leve 2
(LC CDR2) e regido determinante de complementaridade de
cadeia leve 3 (LC CDR3) de um dominio de ligacdc anti-CD3
humanizado ou humano descrito nesse relatdério descritivo,
e/ou uma ou mails (por exemplo, todas as trés) regides

determinantes complementares de cadeia ©pesada, regido
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determinante de complementaridade de cadeia pesada 1 (HC
CDR1), regido determinante de complementaridade de cadeia
pesada 2 (HC CDR2) e regido determinante de complementaridade
de cadeia pesada 3 (HC CDR3) de um dominio de ligacédc anti-
CD3 humanizado ou humano descrito nesse relatdédrio
descritivo, por exemplo, um dominio de 1ligacdo anti-CD3
humanizado ou humano que compreende uma ou mais, por exemplo,
todas as trés, LC CDRs e uma ou mais, por exemplo, todas as
trés, HC CDRs.

[091] Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo anti-
CD3 humanizado ou humano compreende uma regido variavel da
cadeia leve humanizada ou humana especifica para CD3, em que
a regido wvariavel da cadeia leve especifica para CD3
compreende CDRs de cadeia leve humanas ou ndo humanas em uma
regido framework de cadeia leve humana. Em certos casos, a
regido framework de cadeia leve & uma framework de cadeia
leve A (lambda). Em outros casos, a regido framework de
cadeia leve é uma framework de cadeia leve kx (kappa).

[092] Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo anti-
CD3 humanizado ou humano compreende uma regido variavel da
cadeia pesada humanizada ou humana especifica para CD3, em
que a regido variavel da cadeia pesada especifica para CD3
compreende CDRs de cadeila pesada humanas ou ndo humanas em
uma regido framework de cadeila pesada humana.

[093] Em certos casos, as regides determinantes
complementares da cadeia pesada e/ou da cadeia leve séo
derivadas de anticorpos anti-CD3 conhecidos como, por
exemplo, muromonalb—CD3 (OKT3), otelixizumab (TRX4),
teplizumab (MGA031l), visilizumab (Nuvion), SP34, TR-66 or

X35-3, VIT3, BMAO30 (BW264/56), CLB-T3/3, CRIS7, YTH12.5,
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F111-409, CLB-T3.4.2, TR-66, WT32, SPv-T3b, 11D8, XIII-141,
XIII-46, XIII-87, 12F6, T3/RW2-8C8, T3/RW2-4B6, OKT3D, M-
T301, SMC2, F101.01, UCHT-1 e WT-31.

[094] Em uma modalidade, o dominio de ligacdo anti-CD3 é
um fragmento varidvel de cadeia Unica (scFv) gue compreende
uma cadeia leve e uma cadeia pesada de uma sequéncia de
aminocdcidos fornecida nesse relatdério descritivo. Como usado
nesse relatério descritivo, o termo “fragmento varidvel de
cadeia tGnica” ou “scFv” se refere a um fragmento de anticorpo
gue compreende uma regido varidvel de uma cadeia leve e pelo
menos um fragmento de anticorpo gque compreende uma regido
variadavel de uma cadeia pesada, em gue as regides variaveis
da cadeia leve e pesada estdo ligadas contiguamente por meio
de um vinculador polipeptidico flexivel curto, e capaz de
ser expresso como uma cadeila polipeptidica tGnica, e em que
o scFv retém a especificidade do anticorpo intacto do gual
¢ derivado. Em uma modalidade, o dominio de ligacdo anti-CD3
compreende: uma regido variavel da cadeia leve que compreende
uma sequéncia de aminocdcidos que possuil pelo menos uma, duas
ou trés modificagbes (por exemplo, substituicdes), mas no
maximo 30, 20 ou 10 modificacdes (por exemplo, substituicdes)
de uma sequéncia de aminodcidos de uma regido variavel da
cadeia leve fornecida nesse relatdério descritivo, ou uma
sequéncia com 95-99% de identidade com uma sequéncia de
aminocacidos fornecida nesse relatdério descritivo; e/ou uma
regido variavel da cadeia pesada que compreende uma sequéncia
de aminocacidos gque possul pelo mencs uma, duas ou trés
modificacdes (por exemplo, substituicdes), mas no maximo 30,
20 ou 10 modificacdes (por exemplo, substituicdes) de uma

sequéncia de aminocdcidos de uma regido varidvel da cadeia
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pesada fornecida nesse relatdério descritivo, ou uma
sequéncia com 95-99% de identidade para uma sequéncia de
aminodcidos fornecida nesse relatério descritivo. Em uma
modalidade, o dominio de 1ligacdo anti-CD3 humanizado ou
humano é um scFv, e uma regido varidvel da cadeia leve que
compreende uma sequéncia de aminoadcidos descrita nesse
relatdério descritivo estd anexada a uma regido variavel da
cadeia pesada que compreende uma sequéncia de aminodcidos
descrita nesse relatédério descritivo, por meio de um
vinculador de scFv. A regido varidvel da cadeia leve e regiéo
varidvel da cadeia pesada de um scFv podem estar, por
exemplo, em qualgquer uma das seguintes orientacdes: regido
variavel da cadeia leve-vinculador de scFv-regido variavel
da cadeia pesada ou regido varidvel da cadeila pesada-—
vinculador de scFv-regido variavel da cadeia leve.

[095] Em alguns casos, scFvs que se ligam ao CD3 séao
preparados de acordo com métodos conhecidos. Por exemplo,
moléculas de scFv podem ser produzidas por ligacédoc de regides
VH e VL juntas usando vinculadores polipeptidicos flexiveis.
As moléculas de scFv compreendem um vinculador de scFv (por
exemplo, um vinculador de Ser—-Gly) com um comprimento e/ou
composicdo de aminodcidos otimizados. Consequentemente, em
algumas modalidades, o comprimento do vinculador de scFv é
tal qgue e} dominio VH ou VL pode se associar
intermolecularmente com o outro dominio variadvel para formar
o sitio de ligacdo ao CD3. Em certas modalidades, esses
vinculadores de scFv sdo “curtos”, ou seja, consistem em O,
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12 residuos de
aminodcidos. Dessa forma, em certos casos, o0s vinculadores

de scFv consistem em cerca de 12 ou menos residuos de
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aminoacidos. No caso de 0 residuo de aminoacidos, o
vinculador de scFv é uma ligacdo peptidica. Em algumas
modalidades, esses vinculadores de scFv consistem em cerca
de 3 até cerca de 15, por exemplo, 8, 9 ou 10 residuos de
aminoacidos contiguos. Em relacéo a composicéao de
aminodcidos dos vinculadores de scFv, sdo selecionados
peptideos que conferem flexibilidade, ndo interferem com os
dominios variaveis, bem como permitem enovelamento
intercadeias para colocar os dois dominios variaveis juntos
para formar um sitio de 1ligacdoc ao CD3 funcional. Por
exemplo, vinculadores de scFv qgque compreendem residuos de
glicina e serina geralmente fornecem resisténcia a protease.
Em algumas modalidades, vinculadores em um scFv compreendem
residuos de glicina e serina. A sequéncia de aminoacidos dos
vinculadores de scFv pode ser otimizada, por exemplo, por
métodos de apresentacdc em fago, para aumentar a ligacdo ao
CD3 e o rendimento de producdo do scFv. Exemplos de
vinculadores de scFv peptidicos adequados para ligacdc de um
dominio wvariavel de cadeia leve e um dominio wvaridvel de
cadeia pesada em um scFv incluem, sem limitacdo, (GS)n (ID.
DE SEQ. N°: 157), (GGS)n (ID. DE SEQ. N°: 158), (GGGS). (ID.
DE SEQ. N°: 159), (GGSG)n (ID. DE SEQ. N°: 160), (GGSGG)n
(ID. DE SEQ. N°: 161) ou (GGGGS)n (ID. DE SEQ. N°: 162), em
que n é& 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10. Em uma modalidade,
o vinculador de scFv pode ser (GGGGS)s (ID. DE SEQ. N°: 163)
ou (GGGGS)s (ID. DE SEQ. N°: 164). A variacdo no comprimento
do wvinculador pode reter ou aumentar a atividade, dando
origem a uma eficdcia superior em estudos de atividade.
[096] Em algumas modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3

da proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA
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possuili uma afinidade por CD3 em células que expressam CD3
com uma Kp de 1.000 nM ou menos, 500 nM ou menos, 200 nM ou
menos, 100 nM ou menos, 80 nM ou menos, 50 nM ou menos, 20
nM ou menos, 10 nM ou menos, 5 nM ou menos, 1 nM ou menos,
ou 0,5 nM ou mencs. Em algumas modalidades, o dominio de
ligacdo ao CD3 da proteina de 1ligacdc ao antigeno
triespecifica para PSMA possui uma afinidade por CD3e, vy ou
® com uma Kpde 1.000 nM ou menos, 500 nM ou menos, 200 nM
ou menos, 100 nM ou menos, 80 nM ou menos, 50 nM ou menos,
20 nM ou menos, 10 nM ou menos, 5 nM ou menos, 1 nM ou menos,
ou 0,5 nM ou menos. Em modalidades adicionais, o dominio de
ligacdo ao CD3 da proteina de 1ligacdc ao antigeno
triespecifica para PSMA possuil afinidade baixa para CD3, ou
seja, cerca de 100 nM ou maior.

[097] A afinidade para se ligar ao CD3 pode ser
determinada, por exemplo, pela habilidade da prépria
proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA ou
de seu dominio de ligacd&o aoc CD3 para se ligar ao CD3
revestido em uma placa de ensaio; exibido na superficie de
uma célula microbiana; em solucdo; etc. A atividade de
ligacdo da ©proépria proteina de ligacdo ao antigeno
triespecifica para PSMA ou de seu dominio de ligacgdo ao CD3
da presente revelacdo pode ser testada por imobilizacdo do
ligante (por exemplo, CD3) ou da prdépria proteina de ligacéo
ao antigeno triespecifica para PSMA ou de seu dominio de
ligacdo ao CD3, a um gldébulo, substrato, célula etc. Agentes
podem ser adicionados em um tampdo apropriado e os parceiros
de ligacédoc incubados por um periodo de tempo em uma certa
temperatura. Apds lavagem para remover material ndo ligado,

a proteina ligada pode ser liberada com, por exemplo, SDS,
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tampdes com um pH elevado e semelhantes, e analisada, por
exemplo, por ressondncia de plésmon de superficie (SPR).

[098] Em algumas modalidades, os dominics de ligacdo ao
CD3 descritos nesse relatdério descritivo compreendem um
polipeptideo que possuil uma sequéncia descrita na Tabela 7
(ID. DE SEQ. N°: 34-88) e subsequéncias desta. Em algumas
modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3 compreende um
polipeptideo gque possui pelo menos 70%-95% ou mais de
homologia para uma sequéncia descrita na Tabela 7 (ID. DE
SEQ. N°: 34-122). Em algumas modalidades, o dominio de
ligacdo ao CD3 compreende um polipeptideo gque possuil pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou mais de homologia para
uma sequéncia descrita na Tabela 7 (ID. DE SEQ. N°: 34-122).
Em algumas modalidades, o© dominio de ligacd&o ao CD3 possui
uma sequéncia que compreende pelo menos uma porcdo de uma
sequéncia descrita na Tabela 7 (ID. DE SEQ. N°: 34-122). Em
algumas modalidades, o dominio de ligac&o ao CD3 compreende
um polipeptideo gue compreende uma ou mais das sequéncias
descritas na Tabela 7 (ID. DE SEQ. N°: 34-122).

[099] Em certas modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3
compreende um scFv com uma CDR1 da cadeia pesada dqgue
compreende o ID. DE SEQ. N°: 49, e 56-67. Em certas
modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3 compreende um scFv
com uma CDR2 da cadeia pesada que compreende o ID. DE SEQ.
N°: 50, e 68-77. Em certas modalidades, o dominio de ligacéo
ao CD3 compreende um scFv com uma CDR3 da cadeia pesada que
compreende o ID. DE SEQ. N°: 51, e 78-87. Em certas
modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3 compreende um scFv
com uma CDR1 da cadeia leve que compreende o ID. DE SEQ. N°:

53, e 88-100. Em certas modalidades, o dominio de ligacdo ao
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CD3 compreende um scFv com uma CDRZ da cadeia leve gue
compreende o ID. DE SEQ. N°: 54, e 101-113. Em certas
modalidades, o dominio de ligacdo ao CD3 compreende um scFv
com uma CDR3 da cadeia leve que compreende o ID. DE SEQ. N°:
55, e 114-120.

[100] A afinidade para se ligar ao CD3 pode ser
determinada, por exemplo, pela habilidade da proteina
multiespecifica gque compreende uma prdépria proteina de
ligacdo ao PSMA ou seu dominio de ligacdo ao CD3 para se
ligar ao CD3 revestido em uma placa de ensaio; exibido na
superficie de uma célula microbiana; em solucdoc; etc. A
atividade de ligacdo de ©proteina multiespecifica que
compreende uma proépria proteina de ligacdc ao PSMA ou seu
dominio de ligac&c ao CD3 de acordo com a presente revelacéo
ao CD3 pode ser testada por imobilizagdo do ligante (por
exemplo, CD3) ou da referida prépria proteina
multiespecifica ou seu de dominio de ligacdo ao CD3, a um
glébulo, substrato, célula etc. A atividade de ligacdo da
proteina multiespecifica que compreende uma prdépria proteina
de ligacdo ao PSMA ou seu dominio de ligacdo ao CD3 para se
ligar ao CD3 pode ser determinada por imobilizacdo do ligante
(por exemplo, CD3) ou da referida prépria proteina
multiespecifica ou seu de dominio de ligacdo ao PSMA, a um
glébulo, substrato, célula etc. Em algumas modalidades, a
ligacdo entre a proteina multiespecifica gue compreende uma
proteina de ligacdo ao PSMA e um ligante—alvo (por exemplo,
CD3) é determinada, por exemplo, por um ensaio de cinética
de ligacdo. O ensaio de cinética de ligacdo, em certas
modalidades, ¢é realizado usando um sistema OCTET®. Nessas

modalidades, uma primeira etapa compreende a imobilizacdo de
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um ligante (por exemplo, CD3 biotinilado) sobre a superficie
de um biossensor (por exemplo, um biossensor de
estreptavidina) em uma densidade de carga étima, seguida por
uma lavagem com um tampdo de ensailo para remover ligantes
ndo ligados; que € segquida por associacd&o do analito, por
exemplo, a proteina multiespecifica gue compreende uma
proteina de ligacdo ao PSMA com o ligante; o que é seguido
por exposicdo do biossensor a um tampdo que ndo contém o
analito resultando, dessa forma, na dissociacdo da proteina
multiespecifica gque compreende uma proteina de ligacdo ao
PSMA do ligante. Agentes de blogueio adequados, por exemplo,
BSA, Caseina, Tween-20, PEG, gelatina, s&o usados para
bloguear os sitios de ligacdo né&o especificos no biocssensor,
durante o ensaio de cinética. Os dados da cinética de ligacéo
sao subsequentemente analisados usando um software
apropriado (por exemplo, software Octet de ForteBio) para
determinar as constantes da taxa de associacdo e de
dissociacdo para interacdo de ligacdo entre a proteina
multiespecifica gque compreende uma proteina de ligacdo ao
PSMA e um ligante.

[101] Em um aspecto, as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA compreendem um dominio (A) que se liga
especificamente ao CD3, um dominio (B) que se liga
especificamente a albumina sérica humana (HSA) e um dominio
(C) que se liga especificamente ao PSMA. Os trés dominios em
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA estéo
dispostos em gqualgquer ordem. Dessa forma, é contemplado que
as ordens de dominios das proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA sdo:

HoN- (A) - (B) — (C) —COOH,
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HoN- (A) - (C) - (B) —-COOH,

HoN- (B) — (A) - (C) —COOH,

HoN- (B) - (C) - (A) —COOH,

HoN- (C) - (B) - (A) —COOH, ou

HoN-(C) - (A) - (B) —COOH.

[102] Em algumas modalidades, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA possuem uma ordem de
dominio de HyN-(A)—-(B)-(C)-COOH. Em algumas modalidades, as
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA possuem uma
ordem de dominio de HzN-(A)-(C)—-(B)-COOH. Em algumas
modalidades, as proteinas triespecificas direcionadas ao
PSMA possuem uma ordem de dominio de HoN-(B)-(A)-(C)-COOH.
Em algumas modalidades, as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA possuem uma ordem de dominio de HzN-
(B)-(C)—(A)-COOH. Em algumas modalidades, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA possuem uma ordem de
dominio de H)N-(C)—-(B)-(A)-COOH. Em algumas modalidades, as
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA possuem uma
ordem de dominio de HoN-{(C)-(A)-(B)-COOH.

[103] Em algumas modalidades, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA possuem o dominio de
ligacdo a HSA como o dominio do meio, de modo gue a ordem de
dominio & HzN-(A)-(B)-(C)—-COOH ou HzN-(C)-(B)-(A)-COOH. E
contemplado que nessas modalidades nas quais o dominio de
ligacdo a HSA é o dominio do meio, os dominios de ligacdo ao
CD3 e PSMA recebem flexibilidade adicional para se ligar aos
seus respectivos alvos.

[104] Em algumas modalidades, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA  descritas nesse

relatdério descritivo compreendem um polipeptideo gque possui
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uma sequéncia descrita na Tabela 10 (ID. DE SEQ. N°: 147-
156) e subseqgquéncias desta. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica compreende um
polipeptideo gque possuli pelo menos 70%-95% ou mais de
homologia para uma sequéncia descrita na Tabela 10 (ID. DE
SEQ. N°: 147-156). Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao antigeno triespecifica compreende um polipeptideo
que possul pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou mais
de homologia para uma sequéncia descrita na Tabela 10 (ID.
DE SEQ. N°: 1470-156). Em algumas modalidades, a proteina de
ligacdo ao antigeno triespecifica possui uma segquéncia gue
compreende pelo menos uma porgdo de uma seguéncia descrita
na Tabela 10 (ID. DE SEQ. N°: 147-156). Em algumas
modalidades, a proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica
para PSMA compreende um polipeptideo gue compreende uma ou
mais das sequéncias descritas na Tabela 10 (ID. DE SEQ. N°:
147-156) . Em modalidades adicionais, a proteina de ligacéo
ao antigeno triespecifica para PSMA compreende uma ou mais
CDRs como descritas nas sequéncias na Tabela 10 (ID. DE SEQ.
N°: 147-156).

[105] As proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
descritas nesse relatdério descritivo sdo projetadas para
visar especificamente células gque eXxXpressam PSMA por
recrutamento de células T citotdxicas. Isso aumenta a
eficdcia comparada com ADCC (citotoxicidade mediada por
células anticorpo-dependente), que ¢é a utilizacdo de
anticorpos de comprimento total dirigidos para um unico
antigeno e n&o & capaz de recrutar diretamente células T
citotdxicas. Em contraste, por engajamento de moléculas de

CD3 expressas especificamente nessas células, as proteinas
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triespecificas direcionadas ao PSMA podem reticular células
T citotdéxicas com células que expressam PSMA de uma forma
altamente especifica direciconando, dessa forma, o potencial
citotdxico da célula T em direcdo a célula—-alvo. As proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA  descritas nesse
relatdério descritivo engajam células T citotdéxicas por meio
de ligacdo as proteinas CD3 expressas na superficie, que
formam parte do TCR. A ligacdo simulténea de varias proteinas
de ligacdo ac antigeno triespecifica para PSMA ao CD3 e ao
PSMA expressos na superficie de células particulares causa
ativacdo de célula T e medeia a lise subsequente da célula
gue expressa PSMA em particular. Dessa forma, é contemplado
gque proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA exibem
morte de célula—-alvo potente, especifica e eficiente. Em
algumas modalidades, as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdério descritivo
estimulam a morte de célula-alvo por células T citotdxicas
para eliminar células patogénicas (por exemplo, células
tumorais que expressam PSMA). Em algumas dessas modalidades,
as células sdo eliminadas seletivamente reduzindo, dessa
forma, o potencial para efeitos colaterais toéxicos.

[106] As proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
descritas nesse relatdério descritivo conferem vantagens
terapéuticas adicionais em relacao aos anticorpos
monoclonais tradicionais e outras moléculas biespecificas
menores. Geralmente, a eficadcia de produtos farmacéuticos de
proteina recombinante depende, em grande parte, da
farmacocinética intrinseca da prépria proteina. Um desses
beneficios aqui é que as proteinas triespecificas

direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdério descritivo
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possuem meia-vida de eliminacdo farmacocinética estendida em
funcdo de terem um dominio de extensdo da meia-vida como,
por exemplo, um dominio especifico para HSA. A esse respeito,
as proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA descritas
nesse relatdério descritivo possuem uma meia-vida de
eliminacdo sérica estendida de cerca de dois, trés, cerca de
cinco, cerca de sete, cerca de 10, cerca de 12 ou cerca de
14 dias, em algumas modalidades. Isso contrasta com outras
proteinas de ligacdo como, por exemplo, moléculas BiTE ou
DART, dgque possuem meias-vidas de eliminacdo relativamente
bem mais curtas. Por exemplo, a molécula de fusdo scFv-scFv
biespecifica CD19 x CD3 BiTE exige liberacdo do farmaco por
infusdo intravenosa (i.v.) continua em funcdo de sua meia-—
vida de eliminacdo curta. As meias-vidas intrinsecas mais
longas das proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
solucionam essa questdo permitindo, dessa forma, potencial
terapéutico aumentado como, por exemplo, formulacgdes
farmacéuticas de baixa dose, administracdo periddica
diminuida e/ou novas composic8es farmacéuticas.

[107] As proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
descritas nesse relatdério descritivo também possuem um
tamanho &6timo para penetracdo no tecido e distribuicdo no
tecido aumentadas. Tamanhos grandes limitam ou evitam a
penetracdc ou distribuicd&o da proteina nos tecidos-alvo. As
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA descritas
nesse relatdério descritivo evitam isso por terem um pequeno
tamanho que permite a penetragdo e distribui¢do no tecido
aumentadas. Consequentemente, as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdrio descritivo,

em algumas modalidades, possuem um tamanho de cerca de 50 kD
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até cerca de 80 kD, cerca de 50 kD até cerca de 75 kD, cerca
de 50 kD até cerca de 70 kD ou cerca de 50 kD até cerca de
65 kD. Dessa forma, o tamanho das proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA ¢ vantajosc em relacdo aos anticorpos
IgG que tém cerca de 150 kD e as moléculas de diabody BiTE
e DART, qgque tém cerca de 55 kD, mas ndo tém meia-vida
estendida e, portanto, sdo depuradas rapidamente através do
rim.

[108] Em modalidades adicionais, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA  descritas nesse
relatdério descritivo possuem um tamanho 6timc para
penetragcdo e distribuig¢do aumentadas no tecido. Nessas
modalidades, as proteinas triespecificas direcionadas ao
PSMA sdo construidas para serem tdo pequenas quanto possivel
retendo, ao mesmo tempo, a especificidade para seus alvos.
Consequentemente, nessas modalidades, as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA  descritas nesse
relatério descritivo possuem um tamanho de cerca de 20 kD
até cerca de 40 kD ou cerca de 25 kD até cerca de 35 kD até
cerca de 40 kD, até cerca de 45 kD, até cerca de 50 kD, até
cerca de 55 kD, até cerca de 60 kD, até cerca de 65 kD. Em
algumas modalidades, as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdério descritivo
possuem um tamanho de cerca de 50 kD, 49, kD, 48 kD, 47 kD,
46 kD, 45 kD, 44 kD, 43 kD, 42 kD, 41 kD, 40 kD, cerca de 39
kD, cerca de 38 kD, cerca de 37 kD, cerca de 36 kD, cerca de
35 kD, cerca de 34 kD, cerca de 33 kD, cerca de 32 kD, cerca
de 31 kD, cerca de 30 kD, cerca de 29 kD, cerca de 28 kD,
cerca de 27 kD, cerca de 26 kD, cerca de 25 kD, cerca de 24

kD, cerca de 23 kD, cerca de 22 kD, cerca de 21 kD ou cerca
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de 20 kD. Uma abordagem exemplar para o pequenco tamanho é
por meio do uso de fragmentos de anticorpo de dominio tnico
(sdAb) para cada um dos dominios. Por exemplo, uma proteina
de ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA particular
possul um sdAb anti-CD3, sdAb anti-HSA e um sdAb para PSMA.
Isso reduz o tamanho da proteina de ligacdoc ao antigeno
triespecifica para PSMA exemplar para abaixo de 40 kD. Dessa
forma, em algumas modalidades, os dominios das proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA sdo todos fragmentos de
anticorpo de dominio tGnico (sdAb). Em outras modalidades, as
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA descritas
nesse relatéric descritivo compreendem aglutinantes de
entidade de pequena molécula (SME) para HSA e/ou o PSMA.
Aglutinantes de SME sdo pequenas moléculas com média de cerca
de 500 a 2.000 Da de tamanho e sdo anexados as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA por métodos conhecidos,
por exemplo, ligacdo ou conjugacdo de sortase. Nesses casos,
um dos dominios da proteina de ligacdo ao antigeno
triespecifica para PSMA é uma sequéncia de reconhecimento de
sortase, por exemplo, LPETG (ID. DE SEQ. N°: 57). Para anexar
um aglutinante de SME a proteina de ligacdo ao antigeno
triespecifica para PSMA com uma sequéncia de reconhecimento
de sortase, a proteina é incubada com uma sortase e um
aglutinante de SME e, dessa forma, a sortase anexa o
aglutinante de SME a sequéncia de reconhecimento.
Aglutinantes de SME conhecidos incluem MIP-1072 e MIP-1095
gque se ligam ao antigeno de membrana especifico da préstata
(PSMA) . Ainda em outras modalidades, ¢ dominio que se liga
ao PSMA de proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA

descritas nesse relatdério descritivo compreendem um peptideo
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knottin para ligacdo ao PSMA. Knottins s&o peptideos
estabilizados com dissulfeto com um arcabouco de knot de
cisteina e possuem tamanhos médios de cerca de 3,5 kD.
Knottins foram contemplados para ligacdo a certas moléculas
tumorais como, por exemplo, PSMA. Em modalidades adicionais,
o dominio que se liga ao PSMA de proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdério descritivo
compreendem um ligante de PSMA natural.

[109] Outra caracteristica das proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdrio descritivo é
que elas sdo de um design de polipeptideo tGnico com ligacéo
flexivel de seus dominios. Isso permite a producdo e
manufatura faceis das proteinas triespecificas direcionadas
ao PSMA, na medida em que podem ser codificadas por uma unica
molécula de cDNA para serem facilmente incorporadas em um
vetor. Além disso, como as proteinas triespecificas
direcionadas ao PSMA descritas nesse relatdério descritivo
sdo uma cadeia polipeptidica monomérica unica, ndo ha
questdes relacionados ao pareamento de cadeias ou a
necessidade de dimerizacdo. E contemplado que as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA  descritas nesse
relatdério descritivo possuem uma tendéncia reduzida para
agregar, diferentemente de outras moléculas relatadas como,
por exemplo, proteinas biespecificas com dominios de
imunoglobulina Fc—gama.

[110] Nas proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
descritas nesse relatdério descritivo, os dominios séo
ligados por vinculadores internos L1 e L2, em que L1 liga o
primeiro e segundo dominios das proteinas triespecificas

direcionadas ao PSMA e L2 liga o segundo e terceiro dominios
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das proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA. Os
vinculadores Ll e L2 possuem um comprimento e/ou composicdo
de aminodcidos otimizados. Em algumas modalidades, os
vinculadores Ll e L2 sdo do mesmo comprimento e composicédo
de aminodcidos. Em outras modalidades, L1 e L2 sé&o
diferentes. Em certas modalidades, os vinculadores internos
L1l e/ou L2 sdo “curtos”, ou seja, consistem em 0, 1, 2, 3,
4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12 residuos de aminodcidos. Dessa
forma, em certos casos, o©0s vinculadores internos consistem
em cerca de 12 ou menos residuos de aminocdcidos. No caso de
0 residuo de aminoacidos, o vinculador internc é uma ligacéo
peptidica. Em certas modalidades, os vinculadores internos
Ll e/ou L2 s&do “longos”, ou seja, consistem em 15, 20 ou 25
residuos de aminocdcidos. Em algumas modalidades, esses
vinculadores internos consistem em cerca de 3 até cerca de
15, por exemplo, 8, 9 ou 10 residuos de aminocacidos
contiguos. Em relacdo a composicdc de aminodcidos dos
vinculadores internos L1 e L2, sdo selecionados peptideos
com propriedades gque conferem flexibilidade as proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA, ndo interferem com os
dominios de 1ligacdo, bem como resistem a clivagem por
proteases. Por exemplo, residuos de glicina e serina
geralmente fornecem resisténcia a protease. Exemplos de
vinculadores internos adequados para ligacdo dos dominios
nas proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA incluem,
sem limitacdo, (GS)n (ID. DE SEQ. N°: 157), (GGS), (ID. DE
SEQ. N°: 158), (GGGS)n (ID. DE SEQ. N°: 159), (GGSG)n (ID.
DE SEQ. N°: 160), (GGSGG)n (ID. DE SEQ. N°: 161) ou (GGGGS)n
(ID. DE SEQ. N°: 162), em que n & 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9

ou 10. Em uma mocdalidade, o vinculador interno L1 e/ocu L2 é
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(GGGGS)4 (ID. DE SEQ. N°: 163) ou (GGGGS)s3 (ID. DE SEQ. N°:
164).
Modificag¢des da proteina de ligagdo ao PSMA

[111] As proteinas de ligacdc ao PSMA descritas nesse
relatdério descritivo englobam derivados ou anadlogocs nos
guais (i) um aminodcido ¢é substituido com um residuo de
aminodcido que ndo é um codificado pelo cédigo genético,
(ii) o polipeptideo maduro ¢ fundido com outro composto como,
por exemplo, polietileno glicol, ou (iii) aminoacidos
adicionais s&o fundidos a proteina, por exemplo, como uma
sequéncia lider ou secretdria ou uma sequéncia para bloquear
um dominio imunogénico e/ou para purificacdo da proteina.

[112] Modificacgdes tipicas incluem, sem limitacéao,
acetilacdo, acilacdo, ADP-ribosilacdo, amidacdo, adeséao
covalente de flavina, adesdo covalente de uma porg¢do heme,
adesdo covalente de um nucleotideo ou derivado de
nucleotideo, adesd@o covalente de um lipideo ou derivado de
lipideo, adesao covalente de fosfatidilinositol,
reticulacdo, ciclizacdo, formacdo de 1ligacdo dissulfeto,
desmetilacado, formacdo de reticulagdes covalentes, formacédo
de cistina, formacdo de piroglutamato, formilacdo, gama
carboxilacédo, glicosilacdo, formacdo de A&ncora de GPI,
hidroxilacdo, iodacdo, metilacdo, miristilacdo, oxidacao,
processamento proteolitico, fosforilacéao, prenilacéao,
racemizacdo, selenoilacdo, sulfatizacdo, adicdo mediada por
RNA de transferéncia de aminodcidos para proteinas como, por
exemplo, arginilacdo e ubiquitinacéao.

[113] Modificagbes sd@o feitas em qualgquer lugar nas
proteinas de 1ligacdo ao PSMA descritas nesse relatédrio

descritivo, incluindo no arcabouco de peptideo, nas cadeias
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laterais de aminodcidos e nos terminais amino ou carboxil.
Certas modificacdes de peptideos comuns que sdo Uteis para
a modificacdo de proteinas de 1ligacdo ao PSMA incluem
glicosilacéao, adesdo de lipideo, sulfatizacéao, gama—
carboxilacdo de residuos de acido glutédmico, hidroxilacao,
blogueio do grupo amino ou carboxil em um polipeptideo, ou
ambos, por uma modificacdo covalente, e ADP-ribosilacédo.

Polinucleotideos que codificam proteinas de ligagdo ao PSMA

[114] Também sdo fornecidas, em algumas modalidades,
moléculas de polinucleotideos que codificam uma proteina de
ligagdo ao PSMA como descrita nesse relatdrio descritivo. Em
algumas modalidades, as moléculas de polinucleotideos séo
fornecidas como uma construcdo de DNA. Em outras modalidades,
as moléculas de polinucleotideos s&o fornecidas como um
transcrito de RNA mensageiro.

[115] As moléculas de poclinucleotideos sdo construidas
por métodos conhecidos como, por exemplo, por combinacdo dos
genes que codificam a proteina de ligacdo anti-PSMA, ligados
operacionalmente a um promotor adequado e, opcionalmente, um
terminador da transcricdo adequado, e expressando—a em
bactérias ou outro sistema de expressdo apropriado como, por
exemplo, células CHO.

[116] Em algumas modalidades, o polinucleotideo &
inserido em um vetor, preferivelmente um vetor de expressao,
que representa uma modalidade adicional. Esse vetor
recombinante pode ser construido de acordo com métodos
conhecidos. Vetores de interesse particular incluem
plasmideos, fagomideos, derivados de fago, virus (por
exemplo, retrovirus, adenovirus, virus adeno—-associados,

herpes virus, lentivirus e semelhantes) e cosmideos.
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[117] Diversos sistemas de vetor/hospedeiro de expressdo
podem ser utilizados para conter e expressar o
polinucleotideo que codifica o polipeptideo da proteina de
ligacdo ao PSMA descrita. Exemplos de vetores de expressao
para expressdo em E. coli sdo pSKK (Le Gall e cols., J.
Immunol. Methods. (2004) 285 (1) : 111-27), PcDNAS
(Invitrogen) para expressdo em células de mamiferos,
Sistemas de Expressdo em Levedura PICHIAPINK™ (Invitrogen),
Sistema de Expressdo em Baculovirus BACUVANCE™ (GenScript).

[118] Dessa forma, as proteinas de ligacdo a albumina-
PSMA como descritas nesse relatdério descritivo, em algumas
modalidades, sdo produzidas por introducgcdo de um vetor gue
codifica a proteina como descrita acima em uma célula
hospedeira e cultivo da referida célula hospedeira sob
condicgdes sob as quais os dominios de proteina sdo expressos,
podem ser isolados e, opcionalmente, adicionalmente
purificados.

Produgdo de proteinas de ligagdo ao PSMA

[119] E revelado nesse relatdério descritivo, em algumas
modalidades, um processo para a producdo de uma proteina de
ligagdo ao PSMA. Em algumas modalidades, O processo
compreende © cultivo de um hospedeiro transformado ou
transfectado com um vetor que compreende uma sequéncia de
adcidos nucléicos gque codifica uma proteina de ligacdo ao
PSMA sob condigdes gue permitem a expressdo da proteina de
ligacdo ao PSMA e recuperacédo e purificacdc da proteina
produzida da cultura.

[120] Em uma modalidade adicional, ¢ fornecido um
processo dirigido ao aprimoramento de uma ou mais

propriedades, por exemplo, afinidade, estabilidade,
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tolerdncia térmica, reatividade cruzada etc., das proteinas
de ligagdo ao PSMA e/ou das proteinas de ligacdo
multiespecificas que compreendem uma proteina de ligacdo ao
PSMA descrita nesse relatdério descritivo, comparadas com um
composto de ligacdo de referéncia. Em algumas modalidades,
sdo fornecidas diversas bibliotecas de substituicdo tUnica,
cada uma correspondendo a um dominio diferente, ou segmento
de amincédcido, da proteina de ligacdo ao PSMA ou composto de
ligacdo de referéncia, de modo gque cada membro da biblioteca
de substituicdo Unica codifique apena uma UGnica alteracdo de
aminocdcido em seu dominio correspondente, ou segmento de
aminodcido. Tipicamente, isso permite que todas as
substituicdes potenciais em uma proteina grande ou sitio de
ligacdo & proteina sejam sondadas com poucas bibliotecas
pequenas. Em algumas modalidades, os diversos dominios
formam ou cobrem uma sequéncia contigua de aminodcidos da
proteina de ligacdo ao PSMA ou um composto de ligacdo de
referéncia. Sequéncias de nucleotideos de diferentes
bibliotecas de substituicdo UuUnica se sobrepdem com as
sequéncias de nucleotideos de pelo menos uma outra biblioteca
de substituicdo Unica. Em algumas modalidades, séo
projetadas diversas bibliotecas de substituig¢do unica, de
modo que cada membro se sobreponha a cada membro de cada
biblioteca de substituicdo tUnica que codifica um dominio
adjacente.

[121] Os compostos de ligacdo expressos a partir dessas
bibliotecas de substituicéo Unica sdo selecionados
separadamente para obter um subconjunto de variantes em cada
biblioteca que possul propriedades pelo menos tdo boas guanto

aquelas do composto de ligacdo de referéncia e cuja
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biblioteca resultante é reduzida de tamanho. Geralmente, o
ntmero de Aacidos nucléicos que codificam o conjunto de
compostos de ligacdo selecionado é menor do gue ¢ numero de
adcidos nucléicos que codificam membros da biblioteca de
substituicdo tinica original. Essas propriedades incluem, sem
limitacdo, afinidade para um composto—alvo, estabilidade com
relacdo a varias condicdes como, por exemplo, calor, pH alto
ou baixo, degradacdo enzimatica, reatividade cruzada para
outras proteinas e semelhantes. Os compostos selecionados de
cada biblioteca de substituicdo tUnica sdo referidos nesse
relatdério descritivo de forma intercambidvel como “compostos
pré-candidatos” ou “proteinas pré-candidatas”. Sequéncias de
dcidos nucléicos gque codificam os compostos pré-candidatos
a partir das bibliotecas de substituic¢éo Unica separadas sio
entdo embaralhadas em uma PCR para gerar uma biblioteca
embaralhada, usando técnicas de embaralhamento de genes
baseadas em PCR.

[122] Um fluxo de trabalho exemplar do processo de
avaliacdo é descrito nesse relatdério descritivo. Bibliotecas
de compostos pré-candidatos sdo geradas a partir de
bibliotecas de substituicdo t1wnica e selecionadas para
ligacdo a proteina (ou proteinas)-alvo, e depois as
bibliotecas pré-candidatas sdo embaralhadas para produzir
uma biblioteca de &acidos nucléicos que codificam compostos
candidatos que, por sua vez, sdo clonados em um vetor de
expressdo conveniente, por exemplo, um sistema de expressao
de fagomideo. Compostos candidatos que expressam fago,
entdo, passam por uma ou mals rodadas de selecdo para
aprimoramentos nas propriedades desejadas, por exemplo,

afinidade de ligacdo a uma molécula-alvo. As moléculas-alvo
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podem ser adsorvidas ou de algum outro modo anexadas a uma
superficie de um poco ou outro recipiente de reacdo, ou as
moléculas—alvo podem ser derivatizadas com uma porcdo de
ligacdo, por exemplo, biotina que, apds incubacidc com
compostos de ligacdo candidatos, pode ser capturada com uma
porcdo complementar, por exemplo, estreptavidina, ligada a
glébulos, por exemplo, gldbulos magnéticos, para lavagem. Em
regimes de selecdo exemplares, os compostos de ligacao
candidatos passam por uma etapa de lavagem de modo gue
somente compostos candidatos com taxas de dissociacdo muito
baixas de uma molécula-alvo sejam selecionados. Tempos de
lavagem exemplares para essas modalidades sdo cerca de 10
minutos, cerca de 15 minutos, cerca de 20 minutos, cerca de
20 minutos, cerca de 30 minutos, cerca de 35 minutos, cerca
de 40 minutos, cerca de 45 minutos, cerca de 50 minutos,
cerca de 55 minutos, cerca de 1 hora, cerca de 2 horas, cerca
de 3 horas, cerca de 4 horas, cerca de 5 horas, cerca de 6
horas, cerca de 7 horas, cerca de 8 horas; ou, em outras
modalidades, cerca de 24 horas; ou, em outras modalidades,
cerca de 48 horas; ou, em outras modalidades, cerca de 72
horas. Os clones isolados apdés selecdo sdo amplificados e
submetidos a um ciclo adicional de selecgdo ou analisados,
por exemplo, por sequenciamento e por producdo de medigdes
comparativas de afinidade de ligacdo, por exemplo, por ELISA,
ressondncia de plasmon de superficie (SPR), interferometria
de Dbiocamada (por exemplo, sistema OCTET®, Pall Life
Sciences, ForteBio, Menlo Park, CA) ou semelhantes.

[123] Em algumas modalidades, O processo acima é
implementado para identificar uma ou mais proteinas de

ligagcdo ao PSMA com afinidade de 1ligacdo aumentada,
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reatividade cruzada aumentada para um conjunto selecionado
de alvos de ligacdo, comparada com aquela de uma proteina de
ligacdo ao PSMA de referéncia. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo de referéncia é uma proteina que possui
a sequéncia de aminodcidos como apresentada no ID. DE SEQ.
N°: 4. Em algumas modalidades, a proteina de ligacdo de
referéncia ¢é uma proteina que possul a sequéncia de
aminodcidos como apresentada no ID. DE SEQ. N°: 19. Em certas
modalidades, bibliotecas de substituicéo unica sao
preparadas por variacdo de cédons na regido VH da proteina
de ligacédc ao PSMA de referéncia, incluindo cédons em regides
framework e nas CDRs. Em outra modalidade, as localizacgdes
onde cédons sdo variados compreendem as CDRs da cadeia pesada
da proteina de ligacdo ao PSMA de referéncia, ou um
subconjunto dessas CDRs, por exemplo, exclusivamente CDRI1,
exclusivamente CDR2, exclusivamente CDR3, ou pares destas.
Em outra modalidade, as localizacg¢des onde cdédons sdo variados
ocorrem exclusivamente em regides framework. Em algumas
modalidades, uma biblioteca compreende alteracdes de cdédon
Unico exclusivamente de uma proteina de ligacd&o ao PSMA de
referéncia exclusivamente em regides framework da numeracao
de VH na faixa de 10 a 111. Em outra modalidade, as
localizacgdes onde cdéddons sdo variados compreendem as CDR3s
da cadeia pesada da proteina de ligacdo ao PSMA de
referéncia, ou um subconjunto dessas CDR3s. Em outra
modalidade, o numero de localizacdes onde cddons de regides
gue codificam VH s&do variados esta na faixa de 10 a 111, de
modo que até 80 localizacdes estejam na regido framework.
Apds preparacdo da biblioteca de substituic¢do tnica, como

descrito acima, as seguintes etapas s8o realizadas: (a)
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expressdo separadamente de cada membro de cada biblioteca de
substituicdo Unica como uma proteina pré-candidata; (b)
selecdo de membros de cada biblioteca de substituicdo tnica
qgque codificam proteinas pré-candidatas que se ligam a um
parceiro de ligacdo que pode ou ndo diferir do alvo de
ligacdo original [por exemplo, um alvo {(ou alvos) de reacgdo
cruzada desejado]; (c) embaralhamento dos membros das
bibliotecas selecionadas em uma PCR para produzir uma
biblioteca combinatéria embaralhada; (d) expressdo de
membros da biblioteca embaralhada como proteinas de ligacéo
ao PSMA candidatas; e (e) selecdo de membros da biblioteca
embaralhada uma ou mais vezes para proteinas de ligacdo ao
PSMA candidatas que se ligam ao parceiro de ligacgd&o original
e, potencialmente, (f) selecé&o adicional das proteinas
candidatas para ligacdo ao alvo (ou alvos) de reacdo cruzada
desejado fornecendo, dessa forma, uma proteina de ligacédo ao
PSMA codificada pelo acido nucléico com reatividade cruzada
aumentada para uma ou mais substéncias com relacdo a proteina
de ligacdo ao PSMA de referéncia, sem perda de afinidade
para o ligante original. Em modalidades adicionais, o método
pode ser implementado para obtencdo de uma proteina de
ligacdo ao PSMA com reatividade diminuida para uma substéncia
(ou substéncias) ou composto (ou compostos) ou epitopo (ou
epitopos) que reage de forma cruzada seleciconada por
substituicdo da etapa (f) com a seguinte etapa: deplecdo de
compostos de ligagdo candidatos uma ou mais vezes do
subconjunto de proteinas de ligac&o ao PSMA candidatas que
se ligam ao composto indesejado que reage de forma cruzada.
Composigdes farmacéuticas

[124] Também sdo fornecidas, em algumas modalidades,
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composicdes farmacéuticas que compreendem uma proteina de
ligagdo ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo, um vetor
gue compreende o polinucleotideo gue codifica o polipeptideo
das proteinas de ligacdo ao PSMA ou uma célula hospedeira
transformada por esse vetor e pelo menos um carreador
farmaceuticamente aceitavel. 0 termo “carreador
farmaceuticamente aceitéavel” inclui, sem limitacdo, qualquer
carreador gque ndo interfira com a eficacia da atividade
bioldégica dos ingredientes e que ndo seja téxico para o
paciente ao qual é administrado. Exemplos de carreadores
farmacéuticos adequados s&o bem conhecidos na técnica e
incluem soluc¢bes salinas tamponadas com fosfato, Aagua,
emulsdes, por exemplo, emulsdes &leo/dgua, varios tipos de
agentes umidificantes, sclucgdes estéreis etc. Esses
carreadores podem ser formulados por métodos convencionais
e podem ser administrados ao individuo em uma dose adequada.
De preferéncia, as composicdes sao estéreis. Essas
composicdes também podem conter adjuvantes como, por
exemplo, agentes conservantes, agentes emulsificantes e
agentes dispersantes. A prevencdo da acdo de microorganismos
pode ser assegurada pela inclusdo de varios agentes
antibacterianos e antifungicos.

[125] Em algumas modalidades das composicdes
farmacéuticas, a proteina de ligacdo ao PSMA descrita nesse
relatério descritivo é encapsulada em nanoparticulas. Em

algumas modalidades, as nanoparticulas sao fulerenos,

cristais liquidos, lipossomo, pontos guénticos,
nanoparticulas superparamagnéticas, dendrimeros ou
nanobastdes. Em outras modalidades das composicdes

farmacéuticas, a proteina de ligacdoc ao PSMA ¢é anexada a
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lipossomos. Em alguns casos, a proteina de ligacdo ao PSMA
¢ conjugada a superficie de lipossomos. Em alguns casos, a
proteina de ligacdo aoc PSMA é encapsulada dentro de uma casca
de um lipossomo. Em alguns casos, o lipossomo é um lipossomo
catidnico.

[126] As proteinas de ligacdc ao PSMA descritas nesse
relatério descritivo s&o contempladas para uso como um
medicamento. A administracéao é efetuada por formas
diferentes, por exemplo, por administracdo intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, intramuscular, tdpica ou
intradérmica. Em algumas modalidades, a via de administracéo
depende do tipo de terapia e do tipo de composto contido na
composicao farmacéutica. ) regime de dosagem sera
determinado pelo médico assistente e por outros fatores
clinicos. As dosagens para dgqualguer paciente dependem de
muitos fatores, incluindo do tamanho, &rea de superficie
corporal, idade, sexo do paciente, do composto particular a
ser administrado, do tempo e da via de administracido, do
tipo de terapia, da saude geral e outros farmacos que estéo
sendo administrados concomitantemente. Uma “dose eficaz” se
refere as quantidades do ingrediente ativo que sé&o
suficientes para afetar a evolucdo e a severidade da doencga,
levando a reducdo ou remissdo dessa patclogia, e pode ser
determinada usando métodos conhecidos.

Métodos de tratamento

[127] Também s&o fornecidos nesse relatdério descritivo,
em algumas modalidades, métodos e usos para estimulacdo do
sistema 1imune de um individuo que dela necessita, que
compreendem a administracdo de uma proteina de ligacd&o ao

PSMA ou uma proteina de ligacdo multiespecifica que
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compreende a proteina de ligagcdo ao PSMA descrita nesse
relatério descritivo. Em alguns casos, a administracédo de
uma proteina de ligacd&o ao PSMA descrita nesse relatédrio
descritivo induz e/ou sustenta citotoxicidade para uma
célula qgque expressa um antigeno—alvo. Em alguns casos, a
célula gque expressa um antigeno—alvo é uma célula de cancer
ou tumoral, uma célula infectada por um virus, uma célula
infectada por uma bactéria, uma célula T ou B autorreativa,
células sanguineas vermelhas danificadas, placas arteriais
ou tecido fibrético.

[128] Também s&do fornecidos nesse relatdrio descritivo
métodos e uscs para um tratamento de uma doenca, disturbio
ou condigdo associada com um antigeno-alvo, gue compreendem
a administracdo a um individuo que dela necessita de uma
proteina de ligacdo ao PSMA ou uma proteina de ligacéo
multiespecifica gque compreende proteina de ligacdo ac PSMA
descrita nesse relatdrio descritivo. Doencas, distuirbios ou
condigdes asscociadas com um antigeno-alve incluem, sem
limitacdo, 1infeccdo wviral, infecgcdo bacteriana, doenca
autoimune, rejeicéao de transplante, aterosclerose ou
fibrose. Em outras modalidades, a docencga, disturbioc ou
condicdo associada com um antigeno—-alvo ¢é uma doenca
proliferativa, uma doenca tumoral, uma doenca inflamatdria,
um distuUrbio imunoldégico, uma doenca autoimune, uma doenca
infecciosa, uma doenca viral, uma reacdo alérgica, uma reacéo
parasitaria, uma doenca enxerto-versus-hospedeiro ou uma
doenca hospedeiro-versus—enxerto. Em uma modalidade, a
doenca, disturbioc ou condicdo associada com um antigeno-alvo
é cé&ncer. Em um caso, o cdncer & um céncer hematoldégico. Em

outro caso, o céncer €& um cadncer de proéstata.
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[129] Em algumas modalidades, o cadncer de préstata & um
cédncer de ©préstata em estdgic avancado. Em algumas
modalidades, o cadncer de proéstata é resistente a farmacos.
Em algumas modalidades, o céncer de prdstata €& resistente a
farmacos de antiandrogénio. Em algumas modalidades, o cé&ncer
de préstata € metastdtico. Em algumas modalidades, o céncer
de préstata ¢é metastatico e resistente a féarmacos (por
exemplo, resistente a farmacos de antiandrogénio). Em
algumas modalidades, o céncer de prdstata é resistente a
castracdo. Em algumas modalidades, o cancer de prdstata é
metastatico e resistente a castracéo. Em algumas
modalidades, o cédncer de préstata é resistente a
enzalutamida. Em algumas mcdalidades, o cé&ncer de préstata
¢ resistente a enzalutamida e abiraterona. Em algumas
modalidades, o cédncer de préstata é resistente a
enzalutamida, abiraterona e Dbicalutamida. Em algumas
modalidades, o cédncer de prdstata é resistente ao docetaxel.
Em algumas dessas modalidades, o céncer de probéstata é
resistente a enzalutamida, abiraterona, bicalutamida e ao
docetaxel.

[130] Em algumas modalidades, a administracdo de um
anticorpo de dominio dnico anti-PSMA descrito nesse
relatdério descritivo ou de uma proteina triespecifica
direcionada ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo
inibe o crescimento de células de cadncer de prdstata; inibe
a migracédo de células de cancer de préstata; inibe a invaséo
de células de céancer de prdstata; melhora os sintomas de
cdncer de prdéstata; reduz o tamanho de um tumor de cédncer de
préstata; reduz o numero de tumores de cdncer de prdstata;

reduz o numero de células de cadncer de préstata; induz a
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necrose de células de cancer de prdstata, piroptose, oncose,
apoptose, autofagia, ou outra morte de células; ou aumenta
os efeitos terapéuticos de um composto selecionado do grupo
gque consiste em enzalutamida, abiraterona, docetaxel,
bicalutamida, e gquaisquer combinacdes destes.

[131] Em algumas modalidades, o método compreende a
inibicdo do crescimento de células de cdncer de préstata por
administracdo de um anticorpo de dominio tUnico anti-PSMA
descrito nesse relatdério descritivo ou de uma proteina
triespecifica direcionada ao PSMA descrita nesse relatdrio
descritivo. Em algumas modalidades, o método compreende a
inibicdo da migracdo de células de cancer de prdstata por
administracdo de um anticorpo de dominio tUnico anti-PSMA
descrito nesse relatdério descritivo ou de uma proteina
triespecifica direcionada ao PSMA descrita nesse relatdrio
descritivo. Em algumas modalidades, o método compreende a
inibicdo da invasdo de células de céncer de prdéstata por
administracdo de um anticorpo de dominio tUnico anti-PSMA
descrito nesse relatdério descritivo ou de uma proteina
triespecifica direcionada ao PSMA descrita nesse relatdrio
descritivo. Em algumas modalidades, o método compreende a
melhora dos sintomas de ca@ncer de préstata por administracéo
de um anticorpo de dominio tUnico anti-PSMA descrito nesse
relatério descritivo ou de uma proteina triespecifica
direcionada ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo. Em
algumas modalidades, o método compreende a reducdo do tamanho
de um tumor de céncer de prodstata por administracdc de um
anticorpo de dominio UGnico anti-PSMA descrito nesse
relatério descritivo ou de uma proteina triespecifica

direcionada ao PSMA descrita nesse relatdrio descritivo. Em

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 99/156



95/133

algumas modalidades, o método compreende a reducdo do numero
de tumores de cancer de prdéstata por administracdoc de um
anticorpo de dominio UGnico anti-PSMA descrito nesse
relatério descritivo ou de uma proteina triespecifica
direcionada ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo. Em
algumas modalidades, o método compreende a reducdo do numero
de células de céncer de préstata por administracdoc de um
anticorpo de dominio UGnico anti-PSMA descrito nesse
relatério descritivo ou de uma proteina triespecifica
direcionada ao PSMA descrita nesse relatdério descritivo. Em
algumas modalidades, o método compreende a inducdo de necrose
de células de céncer de préstata, piroptose, oncose,
apoptose, autofagia, ou outra morte de células por
administracdo de uma proteina triespecifica direcionada ao
PSMA descrita nesse relatdrio descritivo.

[132] Como usado nesse relatdrio descritivo, em algumas
modalidades, o termo “tratamento” ou “que trata” ou “tratado”
se refere ao tratamento terapéutico em que o objetivo é
tornar mais lenta (atenuar) uma condicdo fisiocldgica
indesejada, disturbio ou doenca, ou obter resultados
clinicos benéficos ou desejados. Para as finalidades
descritas nesse relatdério descritivo, resultados clinicos
benéficos ou desejados incluem, sem limitacdo, alivio de
sintomas; diminuicdo da extensdo da condigdo, disturbio ou
doenca; estabilizacdo (ou seja, ndo piora) do estado da
condicdo, disturbio ou doenca; retardar o surgimento ou
tornar mais lenta a progressdo da condicdo, disturbio ou
doenca; melhora da condicdo, distirbio ou estado de doenca;
e remissdo (seja ela parcial ou total), seja ela detectéavel

ou indetectavel, ou melhora da condigdo, distirbio ou doenca.
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Tratamento inclui o desenvolvimento de uma resposta
clinicamente significante, sem niveis excessivos de efeitos
colaterais. Tratamento também inclui o prolongamento da
sobrevida, quando comparada com a sobrevida esperada se néo
receber o tratamento. Em outras modalidades, “tratamento” ou
“que trata” ou “tratado” se refere as medidas profiléaticas,
em que o objetivo ¢ retardar o surgimento ou reduzir a
severidade de uma condicdo fisioldégica indesejada, disturbio
ou doenga como, por exemplo, em uma pessoa predisposta a uma
doenca (por exemplo, um individuo gque carrega a marcador
genético para uma doenca como, por exemplo, cidncer de mama) .

[133] Em algumas modalidades dos métodos descritos nesse
relatdério descritive, as proteinas de ligac&o ao PSMA ou uma
proteina de ligacdo multiespecifica que compreende a
proteina de ligagdo ao PSMA descrita nesse relatédrio
descritivo sdo administradas em combinacdo com um agente
para o tratamento da doenca, disturbio ou condicéo

particular. Agentes incluem, sem limitacdo, terapias que

envolvem anticorpos, pequenas moléculas (por exemplo,
guimioterdpicos), hormdnios (esteroidais, ©peptidicos e
semelhantes), radioterapias (raios-v, raios-X e/ou a

liberacédo direcionada de radioisétopos, microondas, radiacéo
UV e semelhantes), terapias génicas (por exemplo, anti-
senso, terapia retroviral e semelhantes) e outras
imunoterapias. Em algumas modalidades, a proteina de ligacéo
ao PSMA ou uma proteina de 1ligacdo multiespecifica que
compreende a proteina de ligagcdo ao PSMA descrita nesse
relatério descritivo ¢é administrada em combinacdoc com
agentes antidiarréicos, agentes antieméticos, analgésicos,

opidides e/ou agentes antiinflamatdérios ndo esteroidais. Em
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algumas modalidades, as proteinas de ligacdo ao PSMA ou uma
proteina de ligacdo multiespecifica que compreende uma
proteina de ligacdc ao PSMA como descrita nesse relatédrio
descritivo sdo administradas antes, durante ou depois de
cirurgia. De acordo com outra modalidade da invencédo, séo
fornecidos kits para deteccdo de céncer de prdstata para
diagndéstico, progndéstico ou monitoramento. Os kits incluem
as proteinas de ligacdc ac PSMA citadas anteriormente (por
exemplo, anticorpos de dominio tGnico anti-PSMA marcados ou
fragmentos de ligacdo ao antigeno destes), e um ou mais
compostos para deteccdo do marcador. Em algumas modalidades,
o marcador é selecionado do grupo que consiste em um marcador
fluorescente, um marcador de enzima, um marcador radicativo,
um marcador ative de ressondncia magnética nuclear, um
marcador luminescente e um marcador de croméforo.

[134] Uma modalidade adicional fornece uma ou mais das
proteinas de ligacéo descritas acima, por exemplo,
anticorpos de dominio Unico anti-PSMA ou fragmentos de
ligacdo ao antigeno destes, embaladas em forma liofilizada,
ou embaladas em um meio aquoso. Em outro aspecto da
revelacdo, sdo fornecidos métodos para deteccdo da presenca
de PSMA, ou de uma célula que expressa PSMA, em uma amostra.
Esses métodos incluem o contato da amostra com qualguer uma
das proteinas de ligacdo ao PSMA citadas anteriormente (por
exemplo, anticorpos de dominio Gnico anti-PSMA ou fragmentos
de ligacdo ao antigeno destes) que se ligam especificamente
a um dominio extracelular de PSMA, por um tempo suficiente
para permitir a formacdo de um complexo entre o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno deste e PSMA, e deteccdo do

complexo PSMA-anticorpo ou complexo PSMA-fragmento de
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ligacdo ao antigeno. Em algumas modalidades, a presenca de
um complexo na amostra é indicativa da presenca na amostra
de PSMA ou de uma célula que expressa PSMA. Em outro aspecto,
a revelacdo fornece outros métodos para o diagnéstico de uma
doenca mediada por PSMA em um individuo. Esses métodos
incluem a administracdo a um individuo suspeito de ter ou
previamente diagnosticado com uma doenca mediada por PSMA de
uma gquantidade de qgqualguer uma das proteinas de ligacdo ao
PSMA citadas anteriormente (por exemplo, anticorpos de
dominio tinico anti-PSMA ou fragmentos de ligacdo ao antigeno
destes) que se ligam especificamente a um dominio
extracelular do antigeno de membrana especifico da préstata.
O método também inclui a permisséd@o da formacdo de um complexo
entre o anticorpo ou fragmento de ligacd&o ao antigeno deste
e PSMA, e deteccgdo da formacdo do complexo PSMA-anticorpo ou
do complexo PSMA-anticorpo de fragmento de ligacdo ao
antigeno ao epitopo—-alvo. A presenca de um compleXo no
individuo suspeito de ter ou previamente diagnosticado com
cdncer de préstata é indicativa da presenca de uma doenca
mediada por PSMA.

[135] Em certas modalidades dos métodos, a doenca mediada
por PSMA ¢é céncer de préstata. Em outras modalidades, a
doenca mediada por PSMA é um cédncer ndo da préstata, tais
como agueles selecionados do grupo gque consiste em cé&ncer da
bexiga, incluindo carcinoma de célula transicional; céncer
pancreatico, incluindo carcinoma do ducto pancreatico;
céncer de pulm&o, incluindo carcinoma de pulmdo de célula
ndo peguena; céncer renal, incluindo carcinoma de célula
renal convencional; sarcoma, incluindo sarcoma de tecido

mole; cancer de mama, incluindo carcinoma de mama; cancer do
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cérebro, incluindo glioblastoma multiforme; carcinoma
neuroenddécrino; cédncer de célon, incluindo carcinoma
coldénico; céncer testicular, incluindo carcinoma embrionario
testicular; e melanoma, incluindo melanoma maligno.

[136] Em algumas modalidades dos métodos citados
anteriormente, as proteinas de ligacdo ao PSMA (por exemplo,
anticorpos de dominio Unico anti-PSMA ou fragmentos de
ligacdo ao antigeno destes) sdao marcadas. Em outras
modalidades dos métodos citados anteriormente, um segundo
anticorpo é administrado para detectar o primeiro anticorpo
ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste. Em um aspecto
adicional da revelacao, sao fornecidos métodos para
avaliacdo do progndstice de um individuo com uma doenca
mediada por PSMA. Esses métodos incluem a administracdo a um
individuo suspeito de ter ou previamente diagnosticado com
uma doenca mediada por PSMA de uma gquantidade eficaz de
gualquer uma das proteinas de 1ligacdo ao PSMA citadas
anteriormente (por exemplo, anticorpos de dominio unico
anti-PSMA ou fragmentos de ligacdo ao antigeno destes),
permitindo a formacdo de um complexo entre o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno deste e PSMA, e deteccdo da
formacdo do complexo ao epitopo—-alvo. A guantidade do
complexo no individuc suspeito de ter ou previamente
diagnosticado com uma doenca mediada por PSMA é indicativa
do prognéstico.

[137] Em outro aspecto da revelacdo, sdo fornecidos
métodos para avaliacdo da eficécia de um tratamento de um
individuo com uma doenca mediada por PSMA. Esses métodos
incluem a administracdo a um individuo que tem ou previamente

diagnosticado com uma doenga mediada por PSMA de uma
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qgquantidade eficaz de qualquer uma das proteinas de ligacéo
ao PSMA citadas anteriormente, por exemplo, anticorpos de
dominio tinico anti-PSMA ou fragmentos de ligacdo ao antigeno
destes, permitindo a formagcdo de um complexo entre o
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno deste e PSMA,
e deteccdo da formacdo do complexo ao epitopo-alvo. A
qgquantidade do complexo no individuo suspeito de ter ou
previamente diagnosticado com uma doenca mediada por PSMA é
indicativa da eficécia do tratamento. Em certas modalidades,
a doenca mediada por PSMA & céncer de préstata. Em outras
modalidades, a doenca mediada por PSMA €& um cdncer nao da
préstata. Naquelas modalidades, o cédncer ndo da préstata
preferivelmente é selecionado do grupo gue consiste em cdncer
da bexiga, incluindo carcinoma de célula transicional;
cédncer pancreatico, incluindo carcinoma do ducto
pancreatico; céncer de pulmdo, incluindo carcinoma de pulmao
de célula ndo peguena; cancer renal, incluindo carcinoma de
célula renal convencional; sarcoma, incluindo sarcoma de
tecido mole; céncer de mama, incluindo carcinoma de mama;
cédncer do cérebro, incluindo glioblastoma multiforme;
carcinoma neurcenddécrino; cédncer de cdlon, incluindo
carcinoma coldnico; céncer testicular, incluindo carcinoma
embrionario testicular; e melanoma, incluindo melanoma
maligno. Ainda em outras modalidades, o anticorpo ou
fragmento de ligacdo ao antigeno deste ¢é marcado. Em
modalidades adicionais, um segundo anticorpo é administrado
para detectar o primeiro anticorpo ou fragmento de ligacéo
ao antigeno deste.

[138] De acordo com ainda outro aspecto da revelacdo, sao

fornecidos métodos para inibicdo do crescimento de uma célula
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gue expressa PSMA. Esses métodos incluem o contato de uma
célula que expressa PSMA com uma quantidade de pelo menos um
dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno destes
citados anteriormente que se liga especificamente a um
dominio extracelular de PSMA eficaz para inibir o crescimento
da célula gue expressa PSMA.
EXEMPLOS

[139] Os exemplos abaixo ilustram ainda mais as
modalidades descritas, sem limitacdo do escopo da invencéao.
Exemplo 1: Geragdo de variantes de anticorpo de dominio anti-
PSMA uUnico com propriedades de 1ligagdo equivalentes ou
aprimoradas a um anticorpo de dominio anti-PSMA dunico
parental
Caracterizagcdo de fago anti-PSMA parental

[140] A ligacdo especifica do fago anti-PSMA parental a
um antigeno de PSMA foil determinada (Tabela 1)
Bibliotecas de fago de sdAb de PSMA de substituigcdo Unica
selecionadas em PSMA de ciano

[141] Foi fornecida uma biblioteca de substituigdo Unica
para cada um dos trés dominios de CDR. Bibliotecas de
substituicdo Unica foram ligadas ao PSMA de Cynomolgus e
depois lavadas em tampdo por 30 minutos. Fagos ligados em O
e 30 minutos foram resgatados e contados. Fagos selecionados
usando uma lavagem de 30 minutos no tampdo foram usados para
criar duas bibliotecas combinatérias de fagos independentes.
Bibliotecas combinatdrias anti-PSMA

[142] PSMA de Cynomolgus foi usado como o alvo de selecédo
para trés rodadas de selecdo. 0s pocos foram lavados por 2
a 4 horas apds ligacdo combinatédéria de fagos de duas

bibliotecas independentes por trés rodadas de selecédo.
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Insertos PCRed da terceira rodada de selecéo foram
subclonados no vetor de expressao p34. Noventa e seis clones
foram escolhidos, DNA foi purificado, sequenciado e
transfectado em células Expi293.
Bibliotecas de fago de sdAb de PSMA de substituicdo Unica
selecionadas em huPSMA

[143] Foi fornecida uma biblioteca de substituigdo unica
para cada um dos trés dominios de CDR. Bibliotecas de
substituicdo Unica foram ligadas ac PSMA humano e depois
lavadas em tampdo contendo 30 pg/ml h de PSMA-Fc por 24
horas. Fagos ligados em 0 e 24 horas foram resgatados e
contados. Fagos selecionados usando a lavagem competitiva
por 24 horas foram usados para criar uma biblioteca
combinatéria de fagos.
Bibliotecas combinatdrias anti-PSMA

[144] PSMA humano foi usado como o alvo de selecdo para
trés rodadas de selecdo. 0Os pocos foram lavados em tampdo
contendo 30 pg/ml — 850 pg/ml de PSMA humano-Fc por 24 - 96
horas apés ligacdo combinatéria de fagos para trés rodadas
de selecdo. Insertos PCRed da terceira rodada de selecéao
foram subclonados no vetor de expressdo p34. 96 clones foram
escolhidos, DNA foil purificado, sequenciado e transfectado
em células Expi293.
Medicdo da afinidade de ligacgdo

[145] Sobrenadantes foram usados para estimar Kd, kon e
koff (ou kdis) ao PSMA humano e de Cynomolgus usando o
sistema OCTET®. VAarios clones foram selecionados para
caracterizacdo adicional (Tabela 1), com base em suas
afinidades de ligacdo, e constantes da taxa de associlacido e

de dissociacdo para interacdo com PSMA humano, comparado com
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o sdAb parental, bem como perfis de producdo robusta,
agregacdo e estabilidade. O sdAb parental estd listado como
Anti-PSMA wt sdAb.6his na Tabela 1.

Tabela 1: Afinidade de ligagdo (Kd) de varias proteinas de

ligagdo ao PSMA ao PSMA humano.

Kd _
kon(1/Ms) | kdis (1/s)
(hFc.flag.hPSMA)
Anti-PSMA wt
dAb. 6his 15,0 nM 8,77E+05 | 1,32E-02
S .
ti-PSMA E31P
- J_dAb 6hi 9,5 nM 3,83E+05 3,66E-03
S . 1ls
ti-PSMA T56
an:EAb 6hi ? 5,6 nM 8,22E+05 | 4,61E-03
S . 1ls
ti-PSMA G55K
an:EAb 6hi 4,5 nM 5,56E+05 | 2,48E-03
S . 1ls
i —~PSMA H
T522t2972 dAE3Zh' 6,7 nM 8,00E+05 | 5,38E-03
S . 1ls
ti-PSMA S33H
2;;; dAb. 6hi 0,21 nM 9,36E+05 | 1,97E-05
S . 1ls

Exemplo 2: Métodos para avaliar da ligagdo e atividades
citotédxicas de moléculas de ligagao ao antigeno
triespecificas direcionadas ao PSMA exemplares

Produgdo de proteina

[146] Sequéncias de moléculas triespecificas foram
clonadas em vetor de expressdo de mamifero pcDNA 3.4
(Invitrogen), precedidas por uma sequéncia-lider e seguidas
por um Tag de Histidina 6x (ID. DE SEQ. N°: 33). Células
Expi293F (Life Technologies Al4527) foram mantidas em
suspensdo em Frascos de Crescimento Optimum (Thomson) entre
0,2 até 8 x le6 células/ml em meioc Expi293. DNA de plasmideo
purificado foi transfectado em células Expi293 de acordo com
os protocolos do Kit de Sistema de Expressdo Expi293 (Life
Technologies, Al4635), e mantido por 4-6 dias pds-—

transfeccdo. Meio condicionado foil parcialmente purificado
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por cromatografia por afinidade e dessalinizacdo. Proteinas
triespecificas foram subsequentemente polidas por troca
iénica ou, alternativamente, concentradas com unidades de
filtracdo centrifuga Amicon Ultra (EMD Millipore), aplicadas
ao meio de exclusido de tamanho Superdex 200 (GE Healthcare)
e resolvidas em um tampdo neutro contendo excipientes. A
reunido em pool das fracgdes e a pureza final foram avaliados
por SDS-PAGE e SEC analitica.

Medig¢gbes de afinidade

[147] As afinidades de todas as moléculas de dominios de
ligacdo foram medidas por inferometria de biocamada usando
um instrumento Octet.

[148] As afinidades por PSMA foram medidas por
carregamento de PSMA humano-proteina Fc (100 nM) sobre
biossensores de Fc anti-IgG humana por 120 segundos, seguido
por uma linha de base de 60 segundos, e depois as associacdes
foram medidas por incubacdo da ponta do sensor em uma série
de diluicgdes das moléculas triespecificas por 180 segundos,
seguido por dissociacdo por 50 segundos. Afinidades por EGFR
e CD3 foram medidas por carregamento de EGFR humano-proteina
Fc ou CD3 humano-Flag-proteina Fc, respectivamente (100 nM)
sobre biossensores de Fc anti-IgG humana por 120 segundos,
seguido por uma linha de base de 60 segundos, e depois as
associacbes foram medidas por incubacdo da ponta do sensor
em uma série de diluicg¢des das moléculas triespecificas por
180 segundos, seguido por dissociacdo por 300 segundos.
Afinidades para albumina sérica humana (HSA) foram medidas
por carregamento de albumina biotinilada sobre biossensores
de estreptavidina, e depois seguindo os mesmos pardmetros

cinéticos usados para medicdes de afinidade de CD3. Todas as
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etapas foram realizadas a 30°C em caseina 0,25% em solucédo
salina tamponada com fosfato.

Ensaios de citotoxicidade

[149] Um ensaio de citotoxicidade celular dependente de
célula T humana (TIDCC) foi usado para medir a habilidade de
engajadores de célula T, incluindo moléculas triespecificas,
para direcionar células T para matar células tumorais
(Nazarian e cols. 2015. J. Biomol. Screen. 20: 519-27). Nesse
ensaio, células T e células—alvo da linhagem de célula de
cdncer sdo misturadas juntas em uma proporcdo de 10:1 em uma
placa de 384 pocos, e quantidades varidveis de engajador de
célula T s&@o adicionadas. Apdés 48 horas, as células T séo
removidas por lavagem deixando anexadas a placa células—alvo
gue ndo foram mortas pelas células T. Para gquantificar as
células vidvels restantes, é usado o Ensaio de Viabilidade
Celular Luminescente CellTiter-Glo® (Promega). Em alguns
casos, as células-alvo sdo modificadas geneticamente para
expressar luciferase. Nesses casos, a viabilidade das
células—alvo ¢é avaliada por avaliacdo de a ensaio de
luciferase luminescente com reagente STEADYGLO® (Promega),
no gqual a viabilidade é diretamente proporcional a quantidade
de atividade de luciferase.

Ensaios de estabilidade

[150] A estabilidade das proteinas de ligacéo
triespecificas foi avaliada em concentracgdes baixas na
presenca de soro de primata ndo humano. TriTACs foram
diluidas até 33 ng/ml em SOro de Cynomolgus
(BioReclamationIVT) e incubadas por 2 d a 37°C ou submetidas
a cinco ciclos de congelamento/descongelamento. Apds o

tratamento, as amostras foram avaliadas em ensaios de
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citotoxicidade (TDCC) e sua atividade restante foi comparada
com solugdes de estoque nao tratadas.

Ensaios de xenoenxerto

[151] A eficécia 1in vivo de proteinas de ligacéo
triespecificas foi avaliada em experimentos de Xenoenxerto
(Crown Bioscience, Taicang) . Camundongos NOD/SCID
deficientes na cadeia gama comum (NCG, “Model Animal Research
Center of Nanjing University”) foram inoculados no dia 0 com
uma mistura de 5e6 células de cdncer de préstata humano 22Rvi
e 5e6 células T humanas em repouso, que foram isoladas de um
doador humano saudavel. Os camundongos foram randomizados em
trés grupos, e tratados com veiculo, 0,5 mg/kg de PSMA TriTAC
C324 ou 0,5 mg/kg de PSMA BiTE. Os tratamentos foram
administrados diariamente por 10 dias por meio de injecéao
i.v. em bolo. Os animais foram verificados diariamente quanto
a morbidade e mortalidade. Os volumes dos tumores foram
determinados duas vezes por semana com um compasso de
calibre. O estudo foi terminado apds 30 dias.

Ensaios de PK

[152] 0O objetivo desse estudo foi avaliar a
farmacocinética de dose TUnica de proteinas de ligacéo
triespecificas apdés 1injecdo intravenosa. Doils macacos
Cynomolgus experimentalmente virgens por grupo (1 macho e 1
fémea) receberam composto por meio de uma injecdo IV em bolo
lenta administrada ao longo de aproximadamente 1 minuto.
Apds administracdo da dose, foram feitas observacdes na
lateral da gaiola uma vez por dia e os pesos corporais foram
registrados semanalmente. Amostras de sangue foram coletadas
e processadas até soro para andlise farmacocinética por 21

dias pdés—administracgdo da dose.
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[153] As concentracdes de artigos de teste foram
determinadas do SOro de macaco com uma leitura
eletroluminescente (Meso Scale Diagnostics, Rockville).
Placas de 96 pocos com CD3 recombinante, imobilizado, foram
usadas para capturar o analito. A detecgido foi realizada com
PSMA recombinante, marcado com sulfo, em uma leitora MSD de
acordo com as instrucdes do fabricante.

Exemplo 3: Avaliagdo do impacto da afinidade por CD3 on as
propriedades de moléculas triespecificas direcionadas ao
PSMA exemplares

[154] Moléculas triespecificas direcionadas ao PSMA com
dominios de ligacdo ao CD3 distintos foram estudadas para
demonstrar os efeitos da alteracdo da afinidade por CD3. Uma
molécula triespecifica direcionada ao PSMA exemplar &
ilustrada na Figura 1. A Tabela 2 lista a afinidade de cada
molécula para os trés parceiros de ligacdo (PSMA, CD3, HSA).
As afinidades foram medidas por interferometria de biocamada
usando um instrumento Octet (Pall Forté Bio). Afinidade por
CD3 reduzida leva a uma perda na poténcia em termos de
toxicidade celular mediada por célula T (Figuras 2A-C). As
propriedades farmacocinéticas dessas moléculas
triespecificas foram avaliadas em macacos Cynomolgus.
Moléculas com afinidade por CD3 elevada como TriTAC C236
possuem uma meia-vida terminal de aproximadamente 90 h
(Figura 3). Apesar da habilidade alterada para ligar CD3 em
células T, a meia-vida terminal de duas moléculas com
afinidades por CD3 diferentes mostradas na Figura 4 é muito
similar. No entanto, a afinidade por CD3 reduzida parece
levar a um volume de distribuicdo maior, o que é consistente

com sequestracdo reduzida da molécula triespecifica por
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células T. ©N&o houve observagdes clinicas adversas ou
alteracdes do peso corporal observadas durante o periodo de
estudo.

Tabela 2: Afinidades de ligagdo para antigenos humanos e de

Cynomolgus.
Valor da Kp
Valor da Kp i i Valor da Kp
. Anti—-albumina .
Anti-PSMA (nM) Anti-CD3e (nM)
(nM)
Pro-—
Propo -
. porga Propor
rgédo -
Hu-— . . (<} Hu-— . ¢ao
Cino | cino/ | pHSA | CSA . Cino ;
mano cino/ | mano cino/
huma-
Huma-— humano
no
no
Ferramenta
TriTAC 1t
LAk atta 6,3 o 0 22,7 25,4 1,1 | 6,0 | 4,7 0,8
afinidade
- C236
TriTAC CD3
1t
atta 17,9 | o0 0 9,8 | 9,7 1 7,4 | 5,8 0,8
afinidade
- C324
TriTAC CD3
finidad
arintdade 1136 o 0 8,8 | 8,3 | 0,9 |40,6|33,6| 0,8
média -
C339
TriTAC CD3
finidad
artatdade s 31 o 0 10,1 9,7 1 217 | 160 0,7
baixa -
C325

Exemplo 4: Avaliagdo do impacto da afinidade por PSMA sobre
as propriedades de moléculas triespecificas direcionadas ao
PSMA exemplares

[155] Moléculas triespecificas direcionadas ao PSMA com
dominios de ligacd&o ao PSMA distintos foram estuadas para
demonstrar os efeitos da alteracdo da afinidade por PSMA. A
Tabela 3 lista a afinidade de cada molécula para os trés
parceiros de ligacdo (PSMA, CD3, HSA). Afinidade por PSMA
reduzida leva a uma perda na poténcia em termos de toxicidade
celular mediada por célula T (Figuras 5A-C).

Tabela 3: Afinidades de ligagdo para antigenos humanos e de
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Cynomolgus.
Valor da Kp Valor da Kp Valor da Kp
Anti-PSMA (nM) Anti-albumina (nM) Anti-CD3e (nM)
Propor Propor Propor-
H Ci -céa HS -céa H a
uma in Igao o) csa Igao uma Cino gao
-no o) cino/ A cino/ -no cino/
humano humano humano
PSMA-
TriTAC
22,0 0 n/a 6,6 6,6 1,0 8,3 4,3 0,52
(p8) -
C362
PSMA
TriTAC
3,7 540 146 7,6 8,4 1,1 8,0 5,2 0,65
(HDS) —
C363
PSMA
TriTAC
0,15 663 4423 8,4 8,6 1,0 7,7 3,8 0,49
(HTS) -
C364

Exemplo 5: Eficacia in vivo de moléculas triespecificas
direcionadas ao PSMA exemplares

[156] A molécula triespecifica direcionada ao PSMA
exemplar C324 foi avaliada gquanto a sua habilidade para
inibir o crescimento de tumores em camundongos. Para esse
experimento, camundongos imunocomprometidos reconstituidos
com células T humanas foram inoculados por via subcuténea
com células de tumores humanos da préstata que expressam
PSMA (22Rvl) e tratados diariamente por 10 dias com 0,5 mg/kg
i.v. de moléculas direcionada ao PSMA BiTE ou TriTAC. O
crescimento do tumor foi medido por 30 dias. Ao longo da
evolugdo do experimento, a molécula triespecifica foi capaz
de inibir o crescimento tumoral com uma eficdcia comparavel
a uma molécula BiTE (Figura 6).
Exemplo 6: Especificidade de moléculas triespecificas
direcionadas ao PSMA exemplares

[157] A fim de avaliar a especificidade de moléculas
TriTAC direcionadas ao PSMA, sua habilidade para induzir que

células T matem células tumorais fol testada com células
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tumorais que sdo negativas para PSMA (Figura 7A). Uma
molécula TriTAC direcionada ao EGFR serviu como controle
positivo, uma molécula TriTAC direcionada a GFP como controle
negativo. Todas as trés TriTACs com dominios de ligacgdo ao
PSMA distintos mostraram a atividade esperada contra a
linhagem de célula PSMA-positiva LNCaP (Figura 7B), mas néao
alcancaram EC50s nas linhagens de células tumorais PSMA-
negativas KMS12BM e OVCAR8 (Figuras 7C e 7D). As EC50s estéo
resumidas na Tabela 4. Em concentracdes de TriTAC muito
elevadas (> 1 nM), alguma morte fora da célula—-alvo limitada
podia ser observada para TriTACs C362 e C363, enquanto C364
ndo mostrou morte de células significante sob qualgquer uma
das condicdes testadas.

Tabela 4: Atividade de morte de células de moléculas TriTAC
em com linhagens de células tumorais antigeno-positivas e

antigeno—-negativas (EC50 [pM]).

TriTAC LNCaP KMS12BM OVCARS

PSMA p8 TriTAC C362 13,0 >10.000 >10.000

PSMA HDS TriTAC C363 6,2 >10.000 >10.000

PSMA HTS TriTAC C364 0,8 >10.000 >10.000
EGFR TriTAC C131 9,4 >10.000 6

GFP TriTAC C >10.000 >10.000 >10.000

Exemplo 7: Testes de estresse e estabilidade da proteina
[158] Quatro moléculas triespecificas direcionadas ao
PSMA foram incubadas por 48 h em soro de Cynomolgus em
concentrag¢des baixas (33,3 pg/ml) ou submetidas a cinco
ciclos de congelamento/descongelamento em SOro de
Cynomolgus. Apdés o tratamento, a biocatividade das moléculas
TriTAC foi avaliada em ensaios de morte de células e
comparada com amostras ndo estressadas (“controle positivo”,
Figura 8A-D). Todas as moléculas mantiveram a maior parte de

sua atividade de morte de células. TriTAC C362 foli a mais
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resistente ao estresse e nado pareceu perder qualgquer
atividade sob as condicdes testadas aqui.
Exemplo 8: Modelo de tumor de xenoenxerto

[159] Uma proteina triespecifica direcionada ao PSMA
exemplar é avaliada em um modelo de xenoenxerto.

[160] Machos de camundongos NCG imunodeficientes sé&o

inoculados por via subcuténea com 5 x 10 células 22Rv1l no
seu flanco dorsal direito. Quando os tumores alcancam 100 a
200 mm3, os animais sdo alocados em 3 grupos de tratamento.
Grupos 2 e 3 (8 animais cada) sd8o 1injetados por via
intraperitoneal com 1,5 x 107 células T humanas ativadas.
Trés dias mais tarde, animais do Grupo 3 sdo subseguentemente
tratados com um total de 9 doses intravenosas de 50 pg da
proteina de 1ligacdoc ao antigeno triespecifica para PSMA
exemplar dessa revelacdo (gdx9d). Grupos 1 e 2 sdo tratados
apenas com veiculo. Peso corporal e volume do tumor s&o
determinados por 30 dias. Espera—-se que o crescimento tumoral
em camundongos tratados com a proteina de ligacdo ao antigeno
triespecifica para PSMA seja significantemente reduzido em
comparacdo com o crescimento tumoral no respectivo grupo de
controle tratado com veiculo.
Exemplo 9: Protocolo do experimento clinico de prova-de-
conceito para administragdo de uma proteina de ligagdo ao
antigeno triespecifica para PSMA exemplar a pacientes com
céncer de préstata

[161] Esse ¢ um experimento clinico de Fase I/II para
estudo da proteina de ligacdo ac antigeno triespecifica para
PSMA do Exemplo 1 como um tratamento para cadncer de préstata.

[162] Resultados finais do estudo:

[163] Primarios: Dose méxima tolerada de proteinas
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triespecificas direcionadas ao PSMA dos exemplos prévios

[164] Secunddrios: Determinar se a resposta in vitro de
proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA dos exemplos
prévios estd associada com resposta clinica

Fase 1

[165] A dose maxima tolerada (MID) serd determinada na
secdo da Fase I do experimento.

1.1 A dose maxima tolerada (MTID) serd determinada na
secdo da Fase I do experimento.

1.2 Pacientes que preenchem 0s critérios de
eligibilidade ser&@o incluidos no experimento para proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA dos exemplos prévios.

1.3 O objetivo é identificar a maior dose de proteinas
triespecificas direcionadas ao PSMA dos exemplos prévios que
pode ser administrada com seguranca sem efeitos colaterais
severos ou ndo gerencidveils nos participantes. A dose dada
dependerd do numero de participantes gque foram incluidos no
estudo antes e qudo bem a dose foi tolerada. Nem todos os
participantes receberdo a mesma dose.

Fase II

[166] 2.1 Uma secdo de Fase II subseguente serd tratada
na MTD com o objetivo de determinar se a terapia com terapia
as proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA dos
exemplos prévios resulta em uma taxa de resposta de pelo
menos 20%.

Resultado final primdrio para a Fase II - Determinar se
a terapia com proteinas triespecificas direcionadas ao PSMA
dos exemplos prévios resulta em pelo menos 20% de pacientes
obtendo uma resposta clinica (resposta explosiva, resposta

menor, resposta parcial ou resposta completa).
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Eligibilidade:

[167] Céncer de préstata agressivo recém diagnosticado
histologicamente confirmado de acordo com a classificacéo
atual da Organizacdo Mundial de Saude, de 2001 a 2007

Estdgio final de doenca.

Tratamento com docetaxel e prednisona (+/—- cirurgia).

Idade 2 18 anos

Estado de desempenho de Karnofsky 2 50% ou estado de
desempenho ECOG (0-2

Expectativa de vida 2 6 semanas

Exemplo 10: Atividade de uma proteina de ligagdo ao
antigeno de PSMA exemplar (molécula TriTAC direcionada ao
PSMA) nos ensaios de morte por célula T redirecionada usando
um painel de 1linhagens de células que expressam PSMA e
células T de doadores diferentes

[168] Esse estudo foil realizado para demonstrar que a
atividade da proteina de ligacdo ao antigenc triespecifica
para PSMA exemplar ndo estd limitada as células LNCaP ou a
um Unico doador de células.

[169] Ensaios de morte por célula T redirecionada foram
realizados usando células T de quatro doadores diferente e
as linhagens de células de cancer de prdstata gque expressam
PSMA humano VCaP, LNCaP, MDAPCal2b e 22Rvl. Com uma excecgao,
a proteina de ligacdoc ao antigeno triespecifica para PSMA
foi capaz de dirigir a morte dessas linhagens de células de
céncer usando células T de todos os doadores com valores de
EC50 de 0,2 até 1,5 pM, como mostrado na Tabela 5. Com a
linhagem de célula de céncer de prdstata 22 Rvl e Doador 24,
pouca a nenhuma morte foi observada (dados nédo mostrados).

Doador 24 também sé resultou em aproximadamente 50% de morte
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da linhagem de célula MDAPCaZ2b, enquanto células T dos outros
3 doadores resultaram em morte quase completa dessa linhagem

de célula (dados n&o mostrados). Ensaios de controle

demonstraram que a morte pela proteina de ligacdo ao antigeno
triespecifica para PSMA era PSMA-especifica. Nenhuma morte
células qgque expressam PSMA foram

foi observada guando

tratadas com uma proteina triespecifica de controle
direcionada a proteina fluorescente verde (GFP) ao invés de

PSMA (dados nédc mostrados). Similarmente, a proteina de
ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA foil inativa com
linhagens de células que ndo possuem expressdo de PSMA, NCI-
1563 e HCT116, também mostrado na Tabela 5.

Tabela 5: Valores de ECso de ensaios de TDCC com seis
linhagens de célula de cédncer humano e quatro doadores de

células T diferentes.

Linhagem Valores de ECso de TDCC (M)

celular Doador 24 | Doador 8144 | Doador 72 | Doador 41
LNCaP 1,5E-12 2,2E-13 3,6E-13 4,3E-13

MDAPCaZ2b 4,8E-12 4,1E-13 4,9E-13 6,5E-13
VCaP 6,4E-13 1,6E-13 2,0E-13 3,5E-13
22Rv1 n/a 7,2E-13 1,4E-12 1,3E-12
HCT11l6 >1,0E-8 >1,0E-8 >1,0E-8 >1,0E-8

NCI-1563 >1,0E-8 >1,0E-8 >1,0E-8 >1,0E-8

Exemplo 11:

Estimulagdo de expressdo de citocina por uma

proteina de 1ligagdo ao antigeno triespecifica para PSMA
exemplar (molécula TriTAC direcionada ao PSMA) nos ensaios
de morte por célula T redirecionada

[170] Esse estudo foli realizado para demonstrar a
ativacéo de células T pela proteina de ligacdo ac antigeno
triespecifica para PSMA exemplar durante ensaios de morte
medicdo da secrecdo de

por célula T redirecionada por

citocina no meio de ensaio por células T ativadas.
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[171] Meios condicionados coletados de ensaios de morte
por célula T redirecionada, como descrito acima no Exemplo
9, foram analisados gquanto a expressado das citocinas TNFo e
IFNy. As citocinas foram medidas usando ensaios AlphalISA
(Perkin—-Elmer). A adicdo de uma titulacd&o da proteina de
ligacdo ao antigeno de PSMA as células T de gquatro doadores
diferentes e quatro linhagens de células que expressam PSMA,
LNCaP, VCaP, MDAPCa2b e 22Rvl, resultou em niveis aumentados
de TNFo. Os resultados para os niveilis de expressdo de TNFx
e de expressdo de IFNy nos meios condicionados sdo mostrados
nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Os valores de EC50 para
a expressdo induzida pela proteina de ligacdo ao antigenoc de
PSMA dessas citocinas variaram de 3 a 15 pM. Niveis de
citocina aumentados ndo foram observados com uma proteina
triespecifica de controle direcionada a GFP. Similarmente,
guando os ensaios foram realizados com duas linhagens de
células gue sédoc apresentam expressdo de PSMA, HCT11l6 e NCI-
H1563, PSMA HTS TriTAC também ndo aumentou a expressdo de
TNFo ou IFNvy.

Tabela 6: Valores de ECso para expressdo de TNFa em meios de
ensaios de TDCC de proteina de 1ligagdo ao antigeno

triespecifica para PSMA com seis linhagens de célula de

cdncer humano e células T de quatro doadores diferentes.

Linhagem Doador Doador Doador Doador
celular 24 8144 41 72
LNCaP 4,9E-12 2,8E-12 4,0E-12 3,2E-12
VCaP 3,2E-12 2,9E-12 2,9E-12 2,9E-12
MDAPCaZb 2,1E-11 4,0E-12 5,5E-12 3,6E-12
22Rv1 8, 9E-12 2,5E-12 4,0E-12 3,3E-12
HCT116 >1E-8 >1E-8 >1E-8 >1E-8
NCI-H1563 >1E-8 >1E-8 >1E-8 >1E-8

Tabela 7: Valores de ECso para expressdo
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ensaios de TDCC de proteina de 1ligagdo ao antigeno
triespecifica para PSMA com seis linhagens de célula de

cdncer humano e células T de quatro doadores diferentes.

Linhagem Doador 24 Doador Doador 41 Doador 72
celular 8144
LNCaP 4,2E-12 4,2E-12 4,2E-12 2,8E-12
vCaP 5,1E-12 1,5E-11 3,4E-12 4,9E-12
MDAPCa2b 1,5E-11 5,8E-12 9,7E-12 3,5E-12
22Rv1 7,8E-12 3,0E-12 9,1E-12 3,0E-12
HCT116 >1E-8 >1E-8 >1E-8 >1E-8
NCI-H1563 >1E-8 >1E-8 >1E-8 >1E-8

Exemplo 12: Atividade de uma proteina de ligag¢do ao antigeno
triespecifica para PSMA exemplar (TriTAC direcionada ao
PSMA) no ensaio de morte por célula T redirecionada (TDCC)
usando células T de macacos Cynomolgus

[172] Esse estudo foili realizado para testar a habilidade
da proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA
exemplar para dirigir células T de macacos Cynomolgus para
matar linhagens de células gque expressam PSMA.

[173] Os ensaios de TDCC foram configurados wusando
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de
macacos Cynomolgus. PBMCs de c¢ino foram adicionadas as
células LNCaP em uma proporcdo de 10:1. Foli observado que a
proteina de 1ligacdoc ao antigeno triespecifica para PSMA
redirecionou a morte de LNCaP pelas PBMCs de cino com um
valor de ECso de 11 pM. O resultado é mostrado na Figura 9A.
Para confirmar esses resultados, uma segunda linhagem de
célula foi usada, MDAPCa2b, e PBMCs de um segundo macaco
Cynomolgus doador foram testadas. A morte redirecionada das
células—-alvo foi observada com um valor de ECso de 2,2 pM. O
resultado é mostrado na Figura 9B. A morte era especifica

para o braco anti-PMSA da proteina de ligacdo ao antigeno
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triespecifica para PSMA, na medida em que ndo foi observada
morte com uma proteina triespecifica direcionada a GFP de
controle negativo. Esses dados demonstram gue a proteina de
ligacdo ao antigeno triespecifica para PSMA pode direcionar
células T de Cynomolgus para matar células—alvo que expressam
PSMA humano.

Exemplo 13: Expressdo de marcadores de ativagdo de célula T
nos ensaios de morte por célula T redirecionada com uma
proteina de 1ligagdo ao antigeno triespecifica para PSMA
exemplar (molécula TriTAC direcionada ao PSMA)

[174] Esse estudc fol realizado para avaliar se células
T eram ativadas gquando a proteina de ligacd&o ao antigeno
triespecifica para PSMA exemplar direcionava as células T
para matar células-alvo.

[175] Os ensaios foram configurados usando condic¢des para
os ensaios de morte por células T redirecionadas descritos
no exemplo acima. A ativacdo de célula T foi avaliada por
medicdo da expressdo de CD25 e CD69 na superficie das células
T usandoc citometria de fluxo. A proteina de ligacdo ao
antigeno triespecifica para PSMA foi adicionada a uma mistura
10:1 de células T humanas purificadas e a linhagem de célula
de céncer de proéstata VCaP. Mediante adicd&o de gquantidades
crescentes da proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica
para PSMA, foram observadas expressdao aumentada de CD69 e
expressdo de CD25, como mostrado na Figura 10. O valor de
ECso foi de 0,3 pM para CD69 e 0,2 pM para CD25. Uma proteina
triespecifica direcionada a GFP foi incluida nesses ensaios
como controle negativo, e pouco ou nenhum aumento na
expressdo de CD69 ou CD25 ¢é observado com a proteina

triespecifica direcicnada a GFP, também mostrado na Figura
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10.

Exemplo 14: Estimulagdo da proliferagdo de células T por uma
proteina de 1ligagdo ao antigeno triespecifica para PSMA
exemplar (molécula TriTAC direcionada ao PSMA) na presenga
de células—-alvo que expressam PSMA

[176] Esse estudo foil usado como um método adicional para
demonstrar que a proteina de ligacéo ao antigeno
triespecifica para PSMA exemplar era capaz de ativar células
T guando ela as redireciona para matar células-alvo.

[177] Os ensaios de proliferacdo de células T foram
configurados usando as condigdes do ensaio de morte por
célula T redirecionada usando como células—-alvo LNCaP, como
descrito acima, e medindo o numero de células T presentes em
72 horas. A proteina de ligacdo ao antigeno triespecifica
para PSMA exemplar estimulou na proliferacdo com um valor de
ECso de 0,5 pM. Como controle negativo, uma proteina
triespecifica direcionada a GFP foi incluida no ensaio, e
nenhuma proliferacdo aumentada foil observada com essa
proteina. Os resultados para o ensaio de proliferacdo de
células T estdo ilustrados na Figura 11.

Exemplo 15: Morte por célula T redirecionada de células LNCaP
por proteinas de ligagdo ao antigeno triespecificas para
PSMA exemplares (molécula TriTAC direcionada ao PSMA Z2)

[178] Esse estudo foi realizado para testar a habilidade
de uma proteina de ligacdoc ao antigeno triespecifica para
PSMA exemplar, que possul a sequéncia como apresentada nos
IDS. DE SEQ. N°s: 156, para redirecionar células T para matar
a linhagem de célula LNCaP.

[179] Em ensaios de TDCC, configurados como descrito nos

exemplos acima, a proteina PSMA Z2 TriTAC (ID. DE SEQ. N°:

Peticdo 870190117813, de 14/11/2019, pag. 123/156



156)

119/133

direcionou a morte com um valor de ECso de 0,8 pM, como

mostrado na Figura 12.

Tabela 8
IDS. DE SEQ. N°s Sequéncia

ID. DE SEQ. N°: 1 REFMISX1YX,MH

ID. DE SEQ. N°: 2 X3INPAX4XsTDYAEXsVKG

ID. DE SEQ. N°: 3 DX7YGY

ID. DE SEQ. N°: 4 EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCDGYGYRGQGTQVTVSS

ID. DE SEQ. N°: 5 RFMISEYHMH

ID. DE SEQ. N°: 6 RFMISPYSMH

ID. DE SEQ. N°: 7 RFMISPYHMH

ID. DE SEQ. N°: 8 DINPAGTTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 9 TINPAKTTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 10 | TINPAGQTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 11 | TINPAGTTDYAEYVKG

ID. DE SEQ. N°: 12 | DINPAKTTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 13 | DINPAGQTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 14 | DINPAGTTDYAEYVKG

ID. DE SEQ. N°: 15 | DSYGY

ID. DE SEQ. N°: 16 | RFMISEYSMH

ID. DE SEQ. N°: 17 | TINPAGTTDYAESVKG

ID. DE SEQ. N°: 18 [ DGYGY

ID. DE SEQ. N°: 19 | EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDGYGYRGQGTLVTVSS

ID. DE SEQ. N°: 20 | MWNLLHETDSAVATARRPRWLCAGALVLAGGFFLLGF
LFGWFIKSSNEATNITPKHNMKAFLDELKAENIKKFL
YNFTQIPHLAGTEQNFQLAKQIQSQWKEFGLDSVELA
HYDVLLSYPNKTHPNYISIINEDGNEIFNTSLFEPPP
PGYENVSDIVPPFSAFSPQGMPEGDLVYVNYARTEDF
FKLERDMKINCSGKIVIARYGKVFRGNKVKNAQLAGA
KGVILYSDPADYFAPGVKSYPDGWNLPGGGVQRGNIL
NLNGAGDPLTPGYPANEYAYRRGIAEAVGLPSIPVHP
IGYYDAQKLLEKMGGSAPPDSSWRGSLKVPYNVGPGF
TGNFSTQKVKMHIHSTNEVTRIYNVIGTLRGAVEPDR
YVILGGHRDSWVFGGIDPQSGAAVVHEIVRSFGTLKK
EGWRPRRTILFASWDAEEFGLLGSTEWAEENSRLLQE
RGVAYINADSSIEGNYTLRVDCTPLMYSLVHNLTKEL
KSPDEGFEGKSLYESWTKKSPSPEFSGMPRISKLGSG
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NDFEVFFQRLGIASGRARYTKNWETNKFSGYPLYHSV
YETYELVEKFYDPMFKYHLTVAQVRGGMVFELANSIV
LPFDCRDYAVVLRKYADKIYSISMKHPQEMKTYSVSF
DSLFSAVKNFTEIASKFSERLODFDKSNP IVLRMMND
QLMFLERAFIDPLGLPDRPFYRHVIYAPSSHNKYAGE
SFPGIYDALFDIESKVDPSKAWGEVKRQIYVAAFTVQ
AAAETLSEVA

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

21

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

22

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

23

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAKTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

24

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISPYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDGYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

25

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGQTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDGYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

26

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYSMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAEYVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDGYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

27

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAKTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

28

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISPYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

29

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAGQTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

30

EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAGTTDYAEYVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

31

EVOLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSDINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCDSYGYRGOGTQVTVSS

ID.

DE

SEQ.

Ne°:

32

EVOLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFMISEYHMHWV
ROAPGKGLEWVSTINPAGTTDYAESVKGRFTISRDNA
KNTLYLOMNSLKPEDTAVYYCDSYGYRGOGTQVTVSS
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Sequéncias do dominio de ligagdo ao CD3.

ID. DE

SEQ. N°:

Descrigéo

Sequéncia de AA

34

Anti-CD3, clone 2B2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAINWVROQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADQVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHANEFGNSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
ASSTGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKFLVPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCTLWYSNRWVEGGG
TKLTVL

35

Anti-CD3, clone 9F2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
EFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNKYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSFGAVTISGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYDNRWVE GGG
TKLTVL

36

Anti-CD3, clone 5A2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSH
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGYVTISGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTSFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWIFGGG
TKLTVL

37

Anti-CD3, clone 6A2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
MENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSK
SNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY
ISYWATWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSFGAVTISGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKLLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNSWVEGGG
TKLTVL
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clone 2D2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENTYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYKDSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSP
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVVSGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTEFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

clone 3F2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TYNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADEVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSP
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSKGAVTSGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKELAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCTLWYSNRWVEGGG
TKLTVL

clone 1AZ2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGN
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYETYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHTNEFGNSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVISGYYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTYFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

clone 1C2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENNYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADAVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSQ
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVIDGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGIKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

38 Anti-CD3,
39 Anti-CD3,
40 Anti-CD3,
41 Anti-CD3,
42 Anti-CD3,

clone 2E4

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYAVNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY
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ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES

GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC

GESTGAVTISGNYPNWVQOKPGQAPRGL

IGGTKILAPGTPARFSGSLLGGKAALT

LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

43

Anti-CD3, clone
10E4

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYPMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKNEDTAVYYCVRHGNEFNNSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVTKGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKMLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCALWYSNRWVEGGG
TKLTVL

44

Anti-CD3, clone 2H2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENGYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADEVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSP
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVVSGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTEFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

45

Anti-CD3, clone 2A4

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGN
TENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGDSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVTHGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKVLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

46

Anti-CD3, clone
10B2

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENNYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSG
YNNYATYYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSYTGAVTISGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTKFNAPGTPARFSGSLLGGKAALT
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LSGVQPEDEAEYYCVLWYANRWVFE GGG
TKLTVL
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
EFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYETYYADSVKDREFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSL
47 Anti-cD3, clone 1G4 ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC
GSSSGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGL
IGGTKFGAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVF GGG
TKLTVL
EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGF
TFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADSVKDREFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSY
18 Anti-CD3 wt ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTVVTQEPSLTVSPGGTVTLTC
GSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGL
IGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVF GGG
TKLTVL
49 anti—-CD3 wt HC CDR1 GFTFNKYAMN
50 anti—-CD3 wt HC CDR2 RIRSKYNNYATYYADSVK
51 anti—-CD3 wt HC CDR3 HGNFGNSYISYWAY
53 anti-CD3 wt LC CDR1 GSSTGAVTSGNYPN
54 anti-CD3 wt LC CDR2 GTKFLAP
55 anti-CD3 wt LC CDR3 VLWYSNRWV
56 HC CDR1 variante 1 GNTFNKYAMN
57 HC CDR1 variante 2 GFEFNKYAMN
58 HC CDR1 variante 3 GFMFNKYAMN
59 HC CDR1 variante 4 GFTYNKYAMN
60 HC CDR1 variante 5 GFTFNNYAMN
61 HC CDR1 variante 6 GFTFNGYAMN
62 HC CDR1 variante 7 GFTFNTYAMN
63 HC CDR1 variante 8 GFTFNEYAMN
64 HC CDR1 variante 9 GFTFNKYPMN
65 HC CDR1 variante 10 GFTFNKYAVN
66 HC CDR1 variante 11 GFTFNKYAIN
67 HC CDR1 wvariante 12 GFTFNKYALN
68 HC CDR2 wvariante 1 RIRSGYNNYATYYADSVK
69 HC CDR2 wvariante 2 RIRSKSNNYATYYADSVK
70 HC CDR2 wvariante 3 RIRSKYNKYATYYADSVK
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71 HC CDR2 wvariante 4 RIRSKYNNYETYYADSVK
72 HC CDR2 wvariante 5 RIRSKYNNYATEYADSVK
73 HC CDR2 wvariante 6 RIRSKYNNYATYYKDSVK
74 HC CDR2 wvariante 7 RIRSKYNNYATYYADEVK
75 HC CDR2 wvariante 8 RIRSKYNNYATYYADAVK
76 HC CDR2 wvariante 9 RIRSKYNNYATYYADQVK
77 HC CDR2 wvariante 10 RIRSKYNNYATYYADDVK
78 HC CDR3 wvariante 1 HANFGNSYISYWAY
79 HC CDR3 wvariante 2 HTNFGNSYISYWAY
80 HC CDR3 variante 3 HGNFNNSYISYWAY
81 HC CDR3 wvariante 4 HGNFGDSYISYWAY
82 HC CDR3 variante 5 HGNFGNSHISYWAY
83 HC CDR3 variante 6 HGNFGNSPISYWAY
84 HC CDR3 wvariante 7 HGNFGNSQISYWAY
85 HC CDR3 variante 8 HGNFGNSLISYWAY
86 HC CDR3 wvariante 9 HGNFGNSGISYWAY
87 HC CDR3 variante 10 HGNFGNSYISYWAT
88 LC CDR1 wvariante 1 ASSTGAVTSGNYPN
89 LC CDR1 variante 2 GESTGAVTSGNYPN
90 ILC CDR1 variante 3 GSYTGAVTSGNYPN
91 LC CDR1 variante 4 GSSFGAVTSGNYPN
92 LC CDR1 variante 5 GSSKGAVTSGNYPN
93 ILC CDR1 variante 6 GSSSGAVTSGNYPN
94 LC CDR1 wvariante 7 GSSTGYVTSGNYPN
95 ILC CDR1 variante 8 GSSTGAVVSGNYPN
96 ILC CDR1 variante 9 GSSTGAVTDGNYPN
97 LC CDR1 variante 10 GSSTGAVTKGNYPN
98 LC CDR1 wvariante 11 GSSTGAVTHGNYPN
99 LC CDR1 variante 12 GSSTGAVTVGNYPN
100 LC CDR1 variante 13 GSSTGAVTSGYYPN
101 LC CDRZ2 wvariante 1 GIKFLAP

102 LC CDRZ2 variante 2 GTEFLAP

103 LC CDRZ variante 3 GTYFLAP

104 LC CDRZ2 variante 4 GTSFLAP

105 LC CDRZ variante 5 GTNFLAP

106 LC CDRZ2 variante 6 GTKLLAP

107 LC CDRZ2 wvariante 7 GTKELAP

108 LC CDRZ2 wvariante 8 GTKILAP

109 LC CDRZ2 variante 9 GTKMLAP

110 LC CDRZ2 wvariante 10 GTKVLAP

111 LC CDRZ2 variante 11 GTKFNAP

112 LC CDRZ2 variante 12 GTKFGAP

113 LC CDR2 variante 13 GTKFLVP
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114 LC CDR3 wvariante TLWYSNRWV

115 LC CDR3 wvariante ALWYSNRWV

116 ILC CDR3 variante VLWYDNRWV

117 ILC CDR3 variante VLWYANRWV

118 LC CDR3 wvariante VLWYSNSWV

119 LC CDR3 wvariante VLWYSNRWI

~l oy O b W N

120 LC CDR3 wvariante VLWYSNRWA

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENKYALNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATEYADSVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSP
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVISGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTINFLAPGTPERFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWAF GGG
TKLTVL

121 Anti-CD3, clone 2G5

EVOQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFE
TENEYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSK
YNNYATYYADDVKDRFTISRDDSKNTA
YLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSG
ISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGES
GGGGSQTIVVIQEPSLTVSPGGTVTLTIC
GSSTGAVIVGNYPNWVQOKPGQAPRGL
IGGTEFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT
LSGVQPEDEAEYYCVLWYSNRWVE GGG
TKLTVL

122 Anti-CD3, clone 8A5

Tabela 10: Sequéncias do dominio de ligagdo a HSA.

ID. DE - o
- Descricdo Sequéncia de AA
SEQ. N°:
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
123 Anti-HSA sdAb SRFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDT
clone 6C LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
104 Anti-HSA sdAb SKFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGADT
clone 7A LYADSLKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSKSSQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTY
195 Anti-HSA sdAb SSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDT
clone 7G LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSKSSQGTLVTVSS
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EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
126 Anti-HSA sdAb SKFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGTDT
clone 8H LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTIVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
107 Anti-HSA sdAb SRFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDT
clone 9A LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSKSSQGTLVTIVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
108 Anti-HSA sdAb SKFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGRDT
clone 10G LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSVSSQGTLVTIVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
, SSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDT
129 wt anti-HSA
LYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTIVSS
130 wt anti-HSA CDR1 | GFTFSSFGMS
131 wt anti-HSA CDR2 | SISGSGSDTLYADSVK
132 wt anti-HSACDR3 | GGSLSR
133 CDR1 wvariante 1 | GFTFSRFGMS
134 CDR1 wvariante 2 | GFTFSKFGMS
135 CDR1 variante 3 | GFTYSSFGMS
136 CDR2 variante 1 | SISGSGADTLYADSLK
137 CDR2 variante 2 SISGSGTDTLYADSVK
138 CDR2 variante 3 SISGSGRDTLYADSVK
139 CDR2 variante 4 | SISGSGSDTLYAESVK
140 CDR2 variante 5 SISGSGTDTLYAESVK
141 CDR2 variante 6 SISGSGRDTLYAESVK
142 CDR3 variante 1 | GGSLSK
143 CDR3 variante 2 | GGSLSV
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
144 Anti-HSA sdAb SRFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDT
clone 6CE LYAESVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTIVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
145 Anti-HSA sdAb SKFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGTDT
clone 8HE LYAESVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTIVSS
EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFEFTF
146 Anti-HSA sdAb SKFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGRDT
clone 10GE LYAESVKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLR
PEDTAVYYCTIGGSLSVSSQGTLVTIVSS
Tabela 11: Sequéncias da proteina triespecifica direcionada
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ID. DE
SEQ.
N©°:

Numero

Construgao

Sequéncia

147

c00324

PSMA TriTAC
CD3 alta
afinidade

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDGYGYRGOQGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAINW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
OVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHANFGNSYISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCASSTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLVPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCTL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH

148

C00339

PSMA TriTAC
CD3
afinidade
média

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDGYGYRGOQGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNNYAMNW
VROAPGKGLEWVARIRSGYNNYATYYAD
SVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQOGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCGSYTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFNAPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVL
WYANRWVFGGGTKLTVLHHHHHH
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ID. DE
SEQ.
N©°:

Numero

Construgao

Sequéncia

149

c00325

PSMA TriTAC
CD3
afinidade

baixa

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDGYGYRGOQGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFEFNKYAMNW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYETYYAD
SVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHGNEFGNSLISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGIVILTCGSSSGAVISGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFGAPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH

150

c00236

Ferramenta
PSMA TriTAC

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDGYGYRGOQGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSSEFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSR
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAMNW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
SVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQOGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGIVILTCGSSTGAVISGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH
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ID. DE
SEQ.
N©°:

Numero

Construgao

Sequéncia

151

Cc00362

PSMA p8
TriTAC

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASRFEM
ISEYSMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LRAEDTAVYYCDGYGYRGOQGTLVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAINW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
OVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHANFGNSYISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCASSTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLVPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCTL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH

152

Cc00363

PSMA HDS
TriTAC C363

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYHMHWVRQAPGKGLEWVSDINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDSYGYRGOGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAINW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
OVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHANFGNSYISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCASSTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLVPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCTL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH
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ID. DE
SEQ.
N©°:

Numero

Construgao

Sequéncia

153 C00364

PSMA HTS
TriTAC C364

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYHMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LKPEDTAVYYCDSYGYRGOGTQVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAINW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
OVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHANFGNSYISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCASSTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLVPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCTL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH

154 c00298

PSMA BiTE

QVQLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGET
FSDYYMYWVROAPGKGLEWVAIISDGGY
YTYYSDITKGRFTISRDNAKNSLYLOMN
SLKAEDTAVYYCARGFPLLRHGAMDYWG
QGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIOM
TOSPSSLSASVGDRVTITCKASQONVDTN
VAWYQOKPGOQAPKSLIYSASYRYSDVPS
RFSGSASGTDFTLTISSVQSEDFATYYC
QQYDSYPYTFGGGTKLEIKSGGGGSEVQ
LVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNK
YAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYA
TYYADSVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNN
LKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYW
GQGTILVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTV
VIQEPSLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTS
GNYPNWVQQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPG
TPARFSGSLLGGKAALTLSGVQOPEDEAE
YYCVLWYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH
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Sequéncia

QVKLEESGGGSVQTGGSLRLTCAASGRT
SRSYGMGWFRQAPGKEREFVSGISWRGD
STGYADSVKGRFTISRDNAKNTVDLOMN
SLKPEDTATIYYCAAAAGSAWYGTLYEYD
YWGQGTQVIVSSGGGGSGGGSEVQLVES
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMS
WVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADS
VKGRFTISRDNAKTTLYLOMNSLRPEDT
AVYYCTIGGSLSRSSQGTLVIVSSGGGG
SGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCA
ASGFTFNKYAMNWVROQAPGKGLEWVARI
RSKYNNYATYYADSVKpRFTISRDDSKN
TAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNS
YISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGS
GGGGSQTVVIQEPSLTIVSPGGIVILICG
SSTGAVTSGNYPNWVQQOKPGOAPRGLIG
GTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSG
VQPEDEAEYYCVLWYSNRWVFGGGTKLT
VLHHHHHH

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAASRFEM
ISEYHMHWVRQAPGKGLEWVSTINPAGT
TDYAESVKGRFTISRDNAKNTLYLOMNS
LRAEDTAVYYCDSYGYRGOGTLVTVSSG
GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL
SCAASGFTFSKFGMSWVRQAPGKGLEWV
SSISGSGRDTLYADSVKGRFTISRDNAK
TTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSV
SSQGTLVTIVSSGGGGSGGGSEVQLVESG
GGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAINW
VROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYAD
OVKpRFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTED
TAVYYCVRHANFGNSYISYWAYWGQGTL
VIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVIQEP
SLTVSPGGTVILTCASSTGAVTSGNYPN
WVOQOKPGQAPRGLIGGTKFLVPGTPARF
SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCTL
WYSNRWVFGGGTKLTVLHHHHHH

Sequéncias framework exemplares.

Sequéncia

ID. DE .
Namero -
SEQ. Construgao
Ne°: -
155 C00131 | EGFR TriTAC
PSMA 72
156 Cc00410 ,
TriTAC
Tabela 12:
ID. DE | Descricéo
SEQ. N°:
165 Framework (fl)

EVQLVESGGGLVQPGGSLTLSCAAS
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166 Framework (£f2) WVRQAPGKGLEWVS
167 Framework (£f3) RFTISRDNAKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYC
168 Framework (f4) DGYGYRGQGTLVTVSS
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REIVINDICACOES

1. Proteina de 1ligacdo ao antigeno de membrana

especifico da préstata, caracterizada por compreender

regides determinantes de complementaridade CDR1l, CDR2Z e
CDR3, em qgue:

(a) a sequéncia de aminoacidos de CDR1 é como
apresentada em RFMISX;YXoMH (ID. DE SEQ. N°: 1);

(b) a sequéncia de aminoacidos de CDR2 é como
apresentada em X3INPAX4XsTDYAEXcVKG (ID. DE SEQ. N°: 2); e

(c) a sequéncia de aminoadcidos de CDR3 é& como
apresentada em DX7YGY (ID. DE SEQ. N°: 3).

2. Proteina de 1ligacdo ac antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizada pelo fato de que a referida proteina compreende

a seguinte férmula:
fl-r1-f2-r2-£f3-r3-£f4

em que, rl &€ o ID. DE SEQ. N°: 1; r2 é& o ID. DE SEQ.
N°: 2; e r3 é o ID. DE SEQ. N°: 3; e em que fi, f2, f3 e f4
sdo residuos estruturais selecionados de modo que a referida
proteina seja pelo menos oitenta por cento idéntica a
sequéncia de aminodcidos apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.

3. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizada pelo fato de gque X; € prolina.

4, Proteina de ligacgdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizada pelo fato de que X € histidina.

5. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizada pelo fato de que X3 é acido aspartico.
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6. Proteina de ligacdo ao

especifico da préstata, de acordo

caracterizada pelo fato de que Xz é

7. Proteina de ligacdo ao

especifico da préstata, de acordo

caracterizada pelo fato de que X5 é

8. Proteina de ligacdo ao

especifico da préstata, de acordo

caracterizada pelo fato de que X5 é

9. Proteina de ligacdo ao

especifico da préstata, de acordo

caracterizada pelo fato de que Xy é

10. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata,

reivindicagdes 1 a 9,

antigeno de membrana

com a reivindicacédo 2,
lisina.
antigeno de membrana
com a reivindicacédo 2,
glutamina.
antigeno de membrana
com a reivindicacédo 2,
tirosina.
antigeno de membrana
com a reivindicacédo 2,
serina.
de

antigeno membrana

de acordo com gualquer uma das

caracterizada pelo fato de que a

proteina de ligacdo possui
antigeno de membrana especifico da
aquela de uma proteina de ligacéo

apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4.

uma afinidade maior para um

préstata humano do que

gque possuil a sequéncia

11. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que X1 é
prolina.

12. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que X5 é
glutamina.

13. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que X5 é
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tirosina.

14. Proteina de ligacdo ao

especifico da prdstata, de acordo

reivindicacgbes 1 a 9, caracterizada

lisina e X7 é serina.

15. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata, de acordo

reivindicacgbes 1 a 9, caracterizada
histidina, X3 é &cido aspartico, Xz é
16. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata, de acordo

reivindicacgbes 1 a 9, caracterizada

prolina, X2 é histidina,

17. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata,

reivindicacgdes 1 a 9,

antigeno de
com qualguer
pelo fato de
antigeno de
com qualguer
pelo fato de
lisina e X7 é
antigeno de
com qualguer
pelo fato de

antigeno de

membrana
uma das

que Xz é

membrana
uma das
que Xz é
serina.

membrana
uma das

que X1 é

X3 é acido aspartico e X7 é serina.

membrana

de acordo com gualquer uma das

caracterizada pelo fato de que Xz é

histidina, X3 é &4cido aspartico, Xs é glutamina e X7 é serina.

18. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata,

reivindicacgdes 1 a 9,

histidina, X3 é acido aspéartico,

19. Proteina de 1ligacdo ao

especifico da prdstata,

reivindicacgbes 1 a 9, caracterizada

histidina e X7 & serina.

20. Proteina de ligacdo ao

especifico da prdéstata, de acordo

reivindicacgbes 1 a 9, caracterizada

histidina,

21. Proteina de ligacdo ao
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especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicacgdes 11 a 20, caracterizada pelo fato de que a

proteina de ligacdo possuli uma afinidade maior para um
antigeno de membrana especifico da préstata humano do que
agquela de uma proteina de ligacdoc que possui a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.

22. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicacgdes 19 a 21, caracterizada pelo fato de que a

proteina de ligacdo ainda possui uma afinidade maior para um
antigeno de membrana especifico da prdstata de Cynomolgus do
gue aquela de uma proteina de ligacdo gque possul a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.

23. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 22, caracterizada pelo fato de que rl

compreende o ID. DE SEQ. N°: 5, ID. DE SEQ. N°: 6 ou ID. DE
SEQ. N°: 7.

24. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicagdes 1 a 23, caracterizada pelo fato de que r2

compreende o ID. DE SEQ. N°: 8, ID. DE SEQ. N°: 9, ID. DE
SEQ. N°: 10, ID. DE SEQ. N°: 11, ID. DE SEQ. N°: 12, ID. DE
SEQ. N°: 13 ou ID. DE SEQ. N°: 14.

25. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicacdes 1 a 24, caracterizada pelo fato de que r3

compreende o ID. DE SEQ. N°: 15.
26. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana

especifico da préstata caracterizada pelo fato de que
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compreende CDR1, CDR2Z e CDR3, compreendendo a sequéncia
apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4, em que um ou mais residuos
de amincacidos selecionados das posigdes de aminoacido 31,
33, 50, 55, 56, 62 e 97 sdo substituidas.

27. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 26,

caracterizada por compreender uma ou mails substituicdes

adicionais nas posicbes de aminodcido diferentes das
posigbes 31, 33, 50, 55, 56, 62 e 97.

28. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

31.
29. Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

33.
30. Proteina de ligacgdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

50.
31. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

55.
32. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

56.

33. Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
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especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédoc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

62.
34. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdo na posicao

97.
35. Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicdes

de aminoacido 55 e 97.
36. Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicacdes 28 a 35, caracterizada pelo fato de que a

proteina de ligacdo possui uma afinidade maior para antigeno
de membrana especifico da préstata humano do que aquela de
uma proteina de ligacdo que possuili a segquéncia apresentada
no ID. DE SEQ. N°: 4.

37. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicdes

de aminoacido 33 e 97.
38. Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicdes

de aminodcido 33, 50 e 97.
39. Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 37 ou

38, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacéo

possui uma afinidade maior para antigeno de membrana
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especifico da préstata humano do que aguela de uma proteina
de ligacdo que possuil a sequéncia apresentada como ID. DE
SEQ. N°: 4.

40. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 37 ou

38, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacéo

ainda possui uma afinidade maior para antigeno de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus do que aguela de uma
proteina de ligacdo que possuili a sequéncia apresentada no
ID. DE SEQ. N°: 4.

41. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com a reivindicacédoc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicgdes

de aminodcido 31, 33, 50 e 97.
42, Proteina de ligacdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicdes

de aminodcido 33, 50, 55 e 97.
43. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes em posicdes

de aminodcido 33, 50, 56 e 97.
44, Proteina de ligagdo ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédc 26 ou

27, caracterizada por compreender substituicdes nas posicdes

de aminodcido 33, 50, 62 e 97.
45. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdstata, caracterizada por compreender uma

CDR1, CDRZ e CDR3, em que CDR1 compreende a sequéncia como

apresentada ¢ o ID. DE SEQ. N°: 16.

Peticdo 870190117804, de 14/11/2019, pag. 14/24



8/16

46. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdéstata, caracterizada por compreender uma

CDR1, CDRZ e CDR3, em que CDRZ2 compreende a sequéncia como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17.
47. Proteina de ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdstata, caracterizada por compreender uma

CDR1, CDRZ e CDR3, em que CDR3 compreende a sequéncia como
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18.
48. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdstata, caracterizada por compreender uma

sequéncia que ¢é pelo menos 80% idéntica a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.
49. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdéstata, caracterizada por compreender uma

CDR1, CDRZ e CDR3, em que CDR1l possuili pelo menos 80% de
identidade para o ID. DE SEQ. N°: 16, CDR2 possul pelo menos
85% de identidade para o ID. DE SEQ. N°: 17, e CDR3 possui
pelo menos 80% de identidade para o ID. DE SEQ. N°: 18.

50. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana

especifico da prdéstata, caracterizada por compreender uma

CDR1, CDR2Z e CDR3, em qgue CDR1l compreende a sequéncia
apresentada no ID. DE SEQ. N°: 16, CDR2 compreende a
sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 17, e CDR3
compreende a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 18.
51. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com de qualgquer uma das

reivindicagcdes 1 a 50, caracterizada pelo fato de que a

referida proteina de ligacdo se liga a um ou a ambos do
antigeno de membrana especifico da préstata humano e antigeno

de membrana especifico da prdstata de Cynomolgus.
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52. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualguer uma das

reivindicagdes 1 a 51, caracterizada pelo fato de que a

referida proteina de ligacdo se liga um antigeno de membrana
especifico da préstata humano e antigeno de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus com afinidades de
ligacdo comparaveis.

53. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da prdstata, de acordo com gqualgquer uma das

reivindicagcdes 1 a 51, caracterizada pelo fato de que a

referida proteina de ligacdo se liga um antigeno de membrana
especifico da préstata humano com uma afinidade de ligacéo
maior do que antigeno de membrana especifico da préstata de
Cynomolgus.

54. Polinuclectideo caracterizado pelo fato de

codificar uma proteina de ligacdo ao PSMA conforme definido
em qualguer uma das reivindicagdes 1 a 53.

55. Vetor caracterizado pelo fato de compreender o

polinucleotideo conforme definido na reivindicacgdo 54.

56. Célula hospedeira caracterizada por ser

transformada com o vetor conforme definido na reivindicacéo
55.

57. Composicgéo farmacéutica caracterizada por

compreender (i) uma proteina de ligacdo ao PSMA conforme
definida em dqualgquer uma das reivindicag¢des 1 a 53, o
polinucleotideo conforme definido na reivindicacdo 54, o
vetor conforme definido na reivindicacdoc 55 ou a célula
hospedeira conforme definido na reivindicacdo 56, e (ii) um
carreador farmaceuticamente aceitavel.

58. Processo caracterizado por ser usado para a producgdo
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de uma proteina de ligacdo ao PSMA conforme definido em
qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 53, o referido processo
compreendendo o cultivo de um hospedeiro transformado ou
transfectado com um vetor que compreende uma sequéncia de
adcidos nucléicos gque codifica uma proteina de 1ligacdo a
albumina-PSMA conforme definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 53 sob condigdes que permitem a expressao
da proteina de ligacdo ao PSMA e recuperacdo e purificacéo
da proteina produzida da cultura.

59. Método caracterizado por ser usado para o tratamento

ou melhora de uma doenca proliferativa, uma doenca tumoral,
uma doenca inflamatéria, um disttrbio imunoldégico, uma
doenca autoimune, uma doenca infecciosa, uma doenca viral,
uma reacdo alérgica, uma reacdo parasitdria, uma doenca
enxerto-versus—-hospedeiro ou uma doenca hospedeiro-versus-—
enxerto, que compreende a administracdo da proteina de
ligacdo ao PSMA conforme definido em qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 53, a um individuo que dela necessita.
60. Método, de acordo com a reivindicacéo 59,

caracterizado pelo fatc de que o individuo é humano.

6l. Método, de acordo com a reivindicacéo 60,

caracterizado pelo fato de que o método ainda compreende a

administracdo de um agente em combinacdo com a proteina de
ligacdo ao PSMA conforme definido em qualguer uma das
reivindicacdes 1 a 53.

62. Proteina de ligacdo multiespecifica, caracterizada

por compreender a proteina de ligacdo ao PSMA conforme
definida em gqualquer uma das reivindicagdes 1, 26 ou 45 a
50.

63. Anticorpo caracterizado por compreender a proteina
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de ligacdo ao PSMA conforme definida em qualquer uma das
reivindicacgdes 1, 26 ou 45 a —-50.

64. Anticorpc multiespecifico, anticorpo biespecifico,
sdAb, dominio pesado variavel, peprtideo ou ligante,

caracterizado por compreender a proteina de ligacdc ao PSMA

conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1, 26
ou 45 a 50.

65. Anticorpo caracterizado por compreender a proteina

de ligacdo ao PSMA conforme definida em qualquer uma das
reivindicacgdes 1, 26 ou 45 a 50, em que o referido anticorpo
é um anticorpo de dominio Unico.

66. Anticorpc de dominio tnico, conforme definido na

reivindicacdo 64, caracterizado pelo fato de gque o referido

anticorpo é derivado de uma regido variavel da cadeia pesada
de IgG.
67. Proteina de ligacdo multiespecifica ou anticorpo,

caracterizado por compreender a proteina de ligacdc ao PSMA

conforme definida em qualquer uma das reivindicagdes 1, 26
e 45 a 50 e um dominio de ligacdo ao CD3.

68. Método, caracterizado por ser usado para o

tratamento ou melhora de uma doenca proliferativa, uma doenca
tumoral, uma doenca inflamatdéria, um disturbio imunoldgico,
uma doenca autoimune, uma doenca infecciosa, uma doenca
viral, uma reacdc alérgica, uma reacdo parasitaria, uma
doenca enxerto-versus-hospedeiro ou uma doenca hospedeiro-
versus—enxerto, que compreende a administracdo do anticorpo
multiespecifico de conforme definida em qualgquer uma das
reivindicacdes 64 a 68, a um individuo gue dela necessita.

69. Método, caracterizado por ser usado para o

tratamento ou melhora de uma condicdo da prdstata, que
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compreende a administracdo do anticorpo multiespecifico
conforme definido em qualquer uma das reivindicacbes 64 a
68, a um individuo gue dela necessita.

70. Método, caracterizado por ser usado para ©

tratamento ou melhora de uma condicdo da prdstata, que
compreende a administracdo da proteina de ligacdo ao PSMA de
conforme definida em qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 53,
a um individuo gque dela necessita.

71. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizada por compreender qualquer combinacado do

seguinte:

(1), em gue X1 é prolina;

(ii), em que X2 é histidina;

(iii), em que X3 é acido aspartico;

(iv) em que X; é lisina;

(v), em que X5 & glutamina;

(vi), em que Xs & tirosina; e

(vii), em que X7 & serina.

72. Proteina de ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 71,

caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacdo possui

uma afinidade maior para um antigeno de membrana especifico
da prdéstata humano do que aquela de uma proteina de ligacéo
que possul a sequéncia apresentada como ID. DE SEQ. N°: 4.
73. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizada por compreender qualquer combinacado do

seguinte:

(1), em gque X1 é prolina; em que Xs & glutamina;
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(ii), em que X¢ & tirosina; em gque Xz é& lisina e X7 é
serina;

(1iii), em que X2 é histidina, X3 é &acido aspartico, Xi
¢ lisina e X7 & serina;

(iv), em que X; €& prolina, Xz é histidina, X3 é &cido

aspadrtico e X; é serina;

[ON

(v), em que Xz €& histidina, X3 é &cido aspartico, Xs
glutamina e X7 é serina;

(vi), em que Xz é histidina, X3 é Acido aspéartico, Xi é
lisina e X7 é serina;

(vii), em gque Xi: é prolina, X2 é histidina, X3 ¢ &cido
aspadrtico e X; é serina;

(viii), em gue X2 é histidina, X3 é acido aspartico, Xs
¢ glutamina e X7 é serina;

(ix), em que Xz é histidina, X3 é Acido aspéartico, Xs é

tirosina e X7 é serina; e

[ON

(x), em gue X2 é& histidina, X3 é acido aspartico e Xy
serina.

74. Proteina de ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacé&o 73,

caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacdo possui

uma afinidade maior para um antigeno de membrana especifico
da prdéstata humano do que aquela de uma proteina de ligacéo
que possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.
75. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 74,

caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacdoc ainda

possuili uma afinidade maior para um antigeno de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus do que aguela de uma

proteina de ligacdo que possuili a sequéncia apresentada no
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ID. DE SEQ. N°: 4,
76. Proteina de ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 26,

caracterizada por compreender qualquer combinacado do

seguinte:

(1) substituicdo na posicao 31;

(1i) substituicd@o na posicado 50;

(1ii) substituicdo na posicdo 55; substituicdo na
posicdo 56;

(iv) substituicd@o na posicdo 62;

(v) substituicdo na posicao 97;

(vi) substituicdes nas posicdes 55 e 97;

(vii) substituicdes nas posicgdes 33 e 97;

(viii) substituicgbes nas posicgdes 33, 50 e 97;

(ix) substituicbes nas posicgdes 31, 33, 50 e 97;

(x) substituicdes nas posicgdes 33, 50, 55 e 97;

(xi) substituicdes nas posicdes 33, 50, 56 e 97; e

(xiii) substituig¢des nas posicdes 33, 50, 62 e 97.

77. Proteina de ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 76,

caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacdo possui

uma afinidade maior para antigeno de membrana especifico da
préstata humano do que aquela de uma proteina de ligacdo que
possul a sequéncia apresentada no ID. DE SEQ. N°: 4.

78. Proteina de 1ligacdc ao antigeno de membrana
especifico da préstata, de acorde com a reivindicacdo 77,

caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacdoc ainda

possui uma afinidade maior para antigeno de membrana
especifico da préstata de Cynomolgus do que aguela de uma

proteina de ligacdo que possuili a sequéncia apresentada no
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ID. DE SEQ. N°: 4.
79. Método de tratamento ou melhora de céncer de

prbéstata, caracterizado pelo fato de gque o ara compreendendo

a administracdo da proteina de ligagdo ao PSMA gue compreende
regides determinantes de complementaridade CDR1l, CDR2Z e
CDR3, em qgue:

(a) a sequéncia de aminoacidos de CDR1 é como
apresentada em RFMISX;YXoMH (ID. DE SEQ. N°: 1);

(b) a sequéncia de aminoacidos de CDR2 é como
apresentada em X3INPAX4XsTDYAEXcVKG (ID. DE SEQ. N°: 2); e

(c) a sequéncia de aminodcidos de CDR3 é como
apresentada em DX;YGY (ID. DE SEQ. N°: 3), a um individuo
que dela necessita.

80. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao

PSMA, conforme definida na reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de o referido anticorpo ser um anticorpo de dominio
unico.
81. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao

PSMA, de acordo com a reivindicacdo 80, caracterizado pelo

fato de que o referido anticorpo de dominio tnico é parte de
um anticorpo triespecifico.
82. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao

PSMA, conforme definida na reivindicacdo 26, caracterizado

pelo fato de que o referido anticorpo é um anticorpo de
dominio dnico.
83. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao

PSMA, de acordo com a reivindicacdo 82, caracterizado pelo

fato de que o referido anticorpo de dominio tnico é parte de
um anticorpo triespecifico.

84. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao
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PSMA, conforme definida na reivindicacdo 49, caracterizado

pelo fato de que o referido anticorpo é um anticorpo de
dominio dnico.
85. Anticorpo compreendendo a proteina de ligacdo ao

PSMA, de acordo com a reivindicacdo 84, caracterizado pelo

fato de que o referido anticorpo de dominio tnico é parte de

um anticorpo triespecifico.
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RESUMO
“PROTEINA DE LIGAGAO AO ANTIGENO DE MEMBRANA PROSTATA-
ESPECIFICO”

S&o0 reveladas nesse relatdério descritivo proteinas de
ligacdo ao PSMA com afinidades de ligacdo aumentada e perfis
de agregacdo robustos. Também sdo descritas proteinas de
ligacdo multiespecificas que compreendem uma proteina de
ligacdo ao PSMA de acordo com a presente revelacdo. Sdo ainda
fornecidas composicdes farmacéuticas que compreendem as
proteinas de ligacdo reveladas nesse relatdério descritivo e

métodos de utilizacdo dessas formulacdes.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

1553 657B7 27 13E6T7

Campo 2

2 F 1BD4&F 48D 616202

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: 201900700 LISTAGEM.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 14/11/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 12:05:24
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 1553657B72713E67
- Campo 2: 2F1BD4F48D616202
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