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Relatdrio Descritivo da Patente de Invencdo para
"ANTICORPOS DE DIRECIONAMENTO OSSEQ".
Referéncia Cruzada a Pedido Relacionado
[0001] Este pedido reivindica a prioridade de Pedido Provisério
.S, 62/448.763, depositado em 20 de janeiro de 2017, cuja revelacéo
& incorporada por referéncia em sua totalidade.
Listagem de Sequéncias
[0002] O presente pedido contém uma listagem de sequéncias que
foi submetida eletronicamente no formato ASCH e é incorporada por
referéncia em sua totalidade. A dita copia de ASCII, criada em 11 de
janeiro de 2018, & chamada 022548 WO012_SLixt & tem 75113
bytes.
Campo da Invencao
[0003] A invencao refere-se a anticorpos modificados com pepti-
deos de direcionamento 0sse0 € a métodos de seu uso para o trata-
mento de degeneracao dssea paltofisioldgica.
Fundamentos da Invencéo
[0004] Desenvolvimenio & manutengéo 6ssea adequada sdo falo-
res importantes para a saude normal. No ser humano médio, desen-
volvimento 6sseo ocorre até a idade de cerca de 20 anos de idads,
onde densidade 6ssea e lipicamente no seu maximo. Aqui em segui-
da, densidade ¢ssea pode diminuir sem dieta e exercicio fisico ade-
guado. Manutencio dssea normal, no entanto, exige mudanca o¢ssea
homeoestatica, onde 0s8s0 velho é removido e é frocado por 08so no-
VO,
[0005] Ainda, ha numerosas doencas e condicbes que podem afe-
tar 880 numerosas doencas e condicbes que podem afetar desenvol-
vimenio e manutencao ossea. Por exemplo, desenvolvimento dsseo é
afetado em doencas tal como osteogénese imperfeita, onde resistén-

cia Ossea e comprometida, que leva a criancas com 0sseos frageis
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que podem faciimente se quebrar. Além do mais, caréncia de mudan-
ca 0ssea homeoestatica pode ocorrer de outra maneira em individuos
saudaveis gquando eles envelhecem, levando a osiecporose, onde
densidade O0ssea é comprometida durante um tempo, & finalmente a
osseos frageis e fraturas Osseas.

[0008] Ainda mais, ha certas doencas em gue a saude Ossea €
afetada colateralmente a doenca primaria e esta envolvida em outras
sequelas comodrbidas, tais como em doenca de rim crénica (CKD).
CKD e uma doenca progressiva em que funcao de rim declina durante
um tempo, frequentemente levando a doencas cardiovasculares liga-
das a saude Ossea pobre e taxas de mudancas 0ssea alteradas. Foi
mostrado que tratamento que aperfeicoa saude 6ssea concomitante-
mente alivia as doencas cardiovasculares associadas. Tais relatdrios
sugerem que taxas de mudancas 4ssea normais poderiam seriam ser
influentes em, s& ndo causadores de, outras doengas. Portanto, melo-
dologias aperfeicoadas para a regulagido de desenvolvimento efou
manutencdo o0ssea poderia ter um efeito direto ou indireto generaliza-
do no melhoramento da saude dos individuos que sofrem de numero-
sas condicdes e doencas diferentes.

{0007} TGFB € um membro da transformacao da superfamilia de
fator de crescimento beta (TGFB) e e importante na formacao dssea
durante o desenvolvimenio de mamifero (vide Chen e oufros, int. J.
Biol. Sci. 8(2): 272--88 (2012)). TGFB parece ser igualmente importan-
te para manulencdo Ossea homeocestatica. De modo interessante,
TGFB foi mostrado como sendo expresso em niveis mais altos em in-
dividuos com CKD, sugerindo que € um alvo viavel para a intervencao
terapéutica. Tratamento sistémico de um modelo de camundongo jok
de CKD com anticorpos de anti-TGFB demonstravam uma reducéo
nas altas taxas de mudanca O0ssea {Liu e outros, J. Usso Miner Res.

29(5). 1141-57 (2014)). No entanto, este estudo ndo investigou o grau
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ao qual localizacdo dos anticorpoes de anti-TGFbeta ne osso pode me-
thorar a eficacia de tratamento. Dados que TGFB estd envolvido em
uma multiddo de processos celulares incluindo resposta de dano de
DNA, resposta imune alérgica, e epitelializac8o da ferida, s¢ para citar
alguns, uma abordagem mais direcionada para o controle de atividade
de TGFPB é desejavel minimizar os efeitos colaterais potenciais. Portan-
to, uma abordagem mais parecida para a regulacdo da atividade de
TGFB é necessaria prover tratamentos melhorados para a regulacao
de desenvolvimenio e/fou manutencéo 6ssea.

Sumario da Invencéo

[0008] Providos aqui sao anticorpos, tais como anticorpos de anti-
TGFB, que séo eficazmente direcionados para 0 0830. Em um primeiro
aspecto, a presenie revelacdo prové um anticorpe, ou um fragmento
de ligacéo de antigeno do mesmo, compreendendo uma cadeia pesa-
da, uma cadeia leve, e um ou mais peptideos de (poli-D) de poliaspar-
tato. Em uma concretizacaoe particular, o anticorpo ou ¢ fragmento de
ligacao de antigeno compreende uma cadeia pesada, uma cadeia le-
ve, & um ou mais peptideos de (poli-D) de poliaspartato ligados a ca-
deia pesada e/ou ao C-terminal da cadeia leve.

[0009] Em uma concretizacao, ¢ anticorpo ou o fragmento de liga-
cao de antigeno do mesmo exibe pelo menos um aumento duas vezes
na localizacao para 0sso em comparacadc com um anticorpo com a
mesma cadeia pesada e cadeia leve mas carecendo 0s um ou mais
poli-D peptideos.

[0010] Em uma concretizacdo, 0s um ou mais poli-D peptideos es-
tado ligados ao anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno do
Mesmo por conjugacdo quimica. Em uma outra concretizacdo, os um
ou mais poli-D peptideos estdo ligados na regido principal da cadeia
pesada. Em uma outra concretizacdo, 0s um ou mais poli-D peptideos

estdo ligados ao N-terminus ou C-terminal da cadeia leve. Em ainda
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uma outra concretizacao, os um ou mais poli-D peplideos estdo liga-
dos a o anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno do mesmo
por um ou mais espacadores/ligantes (por exemplo, espacadores de
polietileno glicol (PEG) e ligantes de peptideo).

[0011] Em uma concretizacdo, um ou mais poli-D peptideos séo
integrais com uma sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada efou
um ou mais poli-D peptideos s&o integrais com uma sequéncia de
amincacidos da cadeia leve. Um polipoli-D peptideo que & "integral”
com uma sequéncia de aminoacidos estd incluido na mesma cadeia
de polipeptideo. Por exemplo o poli-D peptideo integral pode ser tra-
duzido a partir da mesma cadeia de RNA como a sequéncia de cadeia
pesada ou leve, que pode ser codificada de um plasmideo de DNA re-
combinante. Em uma concretizacao, um ou mais poli-D peptideos sé&o
integrais com o N-terminal e/ou um ou mais poli-D peptideos séo inte-
grais com o C-terminal da cadeia pesada. Dois ou mais poli-D pepti-
deos podem ser ligados em {andem, separados por zero, um ou mais
outros residuos de aminoacidos (isto €, aminoacidos de ndo aspartato)
ou um ligante de peptidec ao N-terminal ou ao C-terminal da cadeia
pesada. Em uma outra concretizacdo, um ou mais poli-D peptideos
séo integrais com o N-terminal e/ou um ou mais poli-D peptideos séo
integrais com o C-terminal da cadeia leve. Por exemplo, dois ou mais
poli-D peptideos podem ser ligados em tandem sendo separados por
Zero, um ou mais outros residucs de aminoacidos (isfo &, aminocacidos
de ndo aspartato) ou um ligante de peptideo ao N-terminal ou ao C-
terminal da cadeia leve. Em uma concretizacao, um polipoli-D peptideo
& integral com o C-terminal da cadeia pesada. Em uma outra concreti-
zacao, um poli-D peptideo é integral com o C-terminal da cadeia pesa-
da e um poli-D peptideo é integral com o N-terminal da cadeia pesada.
[0012] Em uma concretizacdo, a cadeia leve ndo compreende um

poli-D peptideo. Em uma oulra concretizacéo, a cadeia pesada ndo
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compreende um poli-D peptideo.

[0013] Em uma concretizacdo, 0s um ou mais poli-D peptideos ca-
da um independentemente compreendem de 2 - 30 residuos de acido
aspartico. Por exemplo, um poli-D peptideo podem incluir 2, ou 3, ou 4,
oub ocus ou’, ou8 ou8 ocull outl, oui2, ou 13, ou 14, cu 15,
ou 186, ou 17, ou 18, ou 19, ou 20, ou 21, ou 22, ou 23, ou 24, ou 25,
ou 26, ou 27, ou 28, ou 28, ou 30 residucs de acido aspartico. Em
uma outra concretizacdo, os um ou mais poli-D peptideos cada um in-
dependentemente compreendem de 6, 7, 8, 8, 10 ou 11 residuos de
acido aspartico. Em uma outra concretizacdo, 0s um ou mais poli-D
peptidecs cada um compreendem 10 residuos de acido aspartico; tais
peptideos s8o chamados "D10" (SEQ ID NO: 1) aqui. Em algumas
concretizacdes, o anticorpo ou o fragmento pode incluir 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,98, 10, 11, 12, ou mais do que 12 poli-D peptideons.

[0014] Em uma outra concretizacdo, o anticorpo é gqualquer um
dos isotipos 1gGi, 1gG2, 1gGs, 1gGa, IgAq, 1gAs, IgM, IgE, ou 1gD. Em
uma outra concretizacdo, o anticorpo € um isotipo de 1gGy ou 1gGs. Em
uma outra concretizacao, o anticorpo ou o fragmento de ligacdo de an-
tigeno do mesmo especificamente liga um ou mais de TGFB1, TGFRZ,
e TGFB3, tais como um ou mais de TGFB1, TGFB2, e TGFB3 de ser
humano.

[0015] Em uma concretizacdo, um fragmento de anticorpo € con-
templado tendo um ou mais peptideos de (poli-D) de poliaspartato. E
previsto que ¢ fragmento de anticorpo exibiria pelo menos um aumento
de duas vezes na localizacdc para O 0SS0 em comparacadc com ©
mesmo fragmento de anticorpo, mas carecendo 08 um ou mais poli-D
peptideos. O fragmenio de anticorpo pode, por exemplo, ser qualquer
ou uma combinacao da seguinte: Fab, F(ab’),, Fab: monespecifico,
Fab, biespecifico, Fabs triespecifico, 1gG monovalente, scFy, diacorpo

biespecifico, triacorpo triespecifico, scFv-s¢, a minicorpo, IgNAR, V-
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NAR, helgG, ou VhH. Em uma concretizacao, o fragmento de anticor-
po liga um ou mais de TGFB1, TGFBZ, e TGFRS, tais como um ou
mais de TGFB1, TGFB2Z, e TGFRE3 de ser humano. O anticorpo ou fra-
gmento de anticorpo aqui pode totalmente ser humano, humanizado
ou quimerico.

[0018] Em um segundo aspecto, a presente revelacdo prové um
metodo de producdo de um anticorpo ou um fragmento de ligacéo de
antigeno do mesmo direcionado para © 0850 que inclui as etapas de
provisdo de uma cadeia pesada de anticorpo, provisdo de uma cadeia
leve de anticorpo, provisdo de um ou mais poli-D peptideos ligados a
cadeia pesada &/ou um ou mais poli-D peptideos ligados a cadeia le-
ve, e combinacao da cadeia pesada ¢ da cadeia leve para produzir um
anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigeno do mesmo direcionado
para o 0sso.

[0017] Em uma concretizacdo, os um ou mais poli-D peptideos li-
gadas a cadeia pesada e/ou 08 um ou mais poli-D peptideocs ligadas a
cadeia leve s&o ligados por conjugacao guimica. Em uma outra con-
cretizacdo, os um ou mais poli-D peptideos ligadas a cadeia pesada
e/ou 08 um ou mais poli-D peptideos ligadas a cadeia leve sao ligados
por recombinacao.

[0018] Em um terceiro aspecto, a presente revelacdo prové um
anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para ¢ 0880 que inclui uma ca-
deia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos indicada
em qualgquer uma das SEQ 1D NOS: 2, 3 4, ¢ 5 (com ou sem a lisina
de C-terminal de cadeia pesada), & uma cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualguer uma das SEQ
ID NOS: 86,7, 8 11, e 12, com a condicéo de gue a sequéncia de ami-
noacidos de cadeia pesada ndo seja SEQ 1D NO: 2 (com ou sem a li-
sina de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de aminoa-
cidos de cadeia leve é SEQ ID NO: 6.
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[0019] Em um quario aspecio, a presente revelacdo prové um an-
ticorpo de anti-TGFbeta direcionado para 0 0ss0 que inclui uma cadeia
pesada compreendendo uma segquéncia de aminoacidos indicada em
qualquer uma das SEQ 1D NOS: 13, 14, 16, ¢ 17 (com ou sem a lisina
de C-terminal de cadeia pesada), & uma cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ
D NOS: 15, 18, 19, 20, 21, e 22, com a condicdo de que a sequéncia
de aminoacidos de cadeia pesada ndo é SEQ ID NO: 13 (com ou sem
a lisina de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de ami-
noacidos de cadeia leve € SEQ 1D NO: 15.

[0020] Em um quinto aspecto, a presente revelagao prové um anti-
corpo de igGs de ser humano que inclui uma cadeia pesada compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 14 (com ou sem
a lisina de C-terminal de cadeia pesada) & uma cadeia leve compreen-
dendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15 (por exemplo,
mAb2 F6). O anticorpo especificamente liga um ou mais de TGFBT,
TGFB2, e TGFB3. Em uma concretizacéo, o anticorpo especificamente
liga TGFB1.

[0021] Em um sexio aspecio, a presente revelacdo prové um anti-
corpo de 1gGs ser humano que inclui uma cadeia pesada compreen-
dendo a sequéncia de aminoégcidos de SEQ 1D NO: 17 (com ou sem a
fisina de C-terminal de cadeia pesada), e uma cadeia leve compreen-
dendo a sequéncia de aminocéacidos de SEQ 1D NO: 15 (por exemplo,
mAb2 F16). O anticorpo especificamente liga um ou mais de TGFB1,
TGFB2, e TGFRS. Em uma concretizacao, o anticorpo especificamente
liga TGFB1.

[0022] Em um sétimo aspecto, a presente revelacdo prové um an-
ticorpo de 1gG4 de ser humano gque inclui uma cadeia pesada compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 (com ou sem

a lisina de C-terminal de cadeia pesada), e uma cadeia leve compre-
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endendo a sequéncia de amincacidos de SEQ 1D NO: 15 (por exem-
pio, mAb2 F11). O anticorpo especificamente liga um ou mais de
TGFBE1, TGFB2Z, e TGFBR3. Em uma concretizacdo, o anticorpo especi-
ficamente liga TGFBR1.

[0023] Em um oitavo aspecto, a presente revelacdo prové um an-
tagonista de IgGs de ser humano gue inclui uma cadeia pesada com-
preendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 17 (com ou
sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada), & uma cadeia leve com-
preendendo a sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 18 (por
exemplo, mAb2 F17). O anticorpo especificamente liga um ou mais de
TGFB1, TGFB2, e TGFB3. Em uma concretizacdo, o anticorpo especi-
ficamente liga TGFB1.

[0024] Em um nono aspecto, a presente revelacao prové um anti-
corpo de igGs de ser humano que inclui uma cadeia pesada compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 16 (com ou sem
a lisina de C-terminal de cadeia pesada), & uma cadeia leve compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 18 (por exem-
pio, mAb2 F12). O anticorpo especificamente liga um ou mais de
TGFBR1, TGFB2, e TGFR3. Em uma concretizacao, o anticorpo especi-
ficamente liga TGFB1.

[0025] Em um décimo aspecto, a presente revelacdo prové um an-
ticorpo de 1gG4 de ser humano gque inclui uma cadeia pesada compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 14 (com ou sem
a lisina de C-terminal de cadeia pesada), & uma cadeia leve compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 18 (por exem-
plo, mAb2 F7). O anticorpo especificamente liga um ou mais de
TGFR1, TGFB2, e TGFBR3. Em uma concretizacdo, o anticorpo especi-
ficamente liga TGFB1.

[0026] Em um décimo primeiro aspecto, a presente revelacao pro-

ve& um anticorpo de IgGs de ser humano que inclui uma cadeia pesada

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 23/216



9/92

compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 13 (com
ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada), e uma cadeia leve
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 18 {por
exemplo, mAb2 F2). O anticorpo especificamente liga um ou mais de
TGFB1, TGFB2, e TGFR3. Em uma concretizacae, o anticorpo especi-
ficamente liga TGFB1.

[0027] Em décimo segundo aspecto, a presente revelacdo prové
um anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para o 0880 incluindo uma
cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos codifi-
cada por uma sequéncia de acidos nucleicos indicada em qualguer
uma das SEQ D NOS: 23, 24, 25, e 26 (com ou sem o codon para a
lisina de C-terminal de cadeia pesada) & uma cadeia leve compreen-
dendo uma segquéncia de aminoacidos codificada por uma sequéncia
de acidos nucleicos in indicada em qualquer uma das SEQ D NOS:
27, 28, 29, 30, 31, € 32, com a condicdo de que a sequéncia de ami-
noacidos de cadeia pesada nao e codificada pela sequéncia de acidos
nucleicos indicada na SEQ 1D NO: 23 {com ou sem ¢ cbdon para a li-
sina de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de aminoa-
cidos de cadeia leve & codificada pela sequéncia de acidos nucleicos
indicada na SEQ 1D NO: 27.

[0028] Em um décimo terceiro aspecto, a presente revelacdo pro-
vé um anticorpo de 1gGs de ser humano incluindo uma cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos codificada pela se-
quéncia de acidos nucleicos indicada na SEQ 1D NO: 25 (com ou sem
o codon para a lisina de C-terminal de cadeia pesada) e uma cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminocacidos codificada pela
sequéncia de acidos nucleicos indicada na SEQ 1D NO: 27. O anticor-
po especificamente liga um ou mais de TGFB1, TGFB2, e TGFR3.
[0029] Em um décimo quario aspecto, a presente revelacdo prové

anticorpo de 1gGq de ser humano incluindo uma cadeia pesada com-
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preendendo uma sequéncia de aminoacidos codificada pela sequéncia
de acidos nucleicos indicada na SEQ 1D NQO: 26 (com ou sem ¢ ¢codon
para a lisina de C-terminal de cadeia pesada) e uma cadeia leve com-
preendendo uma sequéncia de aminoacidos codificada pela sequéncia
de acidos nucleicos indicada na SEQ ID NO: 27. O anticorpo especifi-
camente liga um ou mais de TGFB1, TGFB2, e TGFRES.

[0020] Em um décimo quinto aspecto, a presente revelacéo prové
um método para o tratamento de um individuo para perda 6ssea inclu-
indo administracao ao individuo de uma quantidade eficaz de um anti-
corpo de anti-TGFbeta ou um fragmento de ligacdo de antigeno do
mesmo direcionado para o 0880 € deteccdo de pelo menos uma de
uma reducdo nos niveis de TGFB, uma reducdo na atividade de TGFR,
uma reducao em perda 6ssea, uma reducdo na taxa de perda 0sses,
um aumento na densidade 6ssea, um aumento na resisténcia dssea, &
uma reducdo nos niveis de iL-11.

[0031] Em uma concretizacdo, o individuo € um ser humano. Em
uma outra concretizacao, o anticorpo ou fragmento de anticorpo de
anti-TGFbeta especificamente liga um ou mais de TGFRT, TGFB2, e
TGFB3. Em uma outra concretizacdo, o anticorpo de anti-TGFbeta
inclui uma cadeia pesada, uma cadeia leve, & um ou mais peptideos
de (poli-D) de poliaspartato. O anticorpo exibe pelo menos um aumen-
to de duas vezes na localizac&o para o 0880 em comparagao com um
anticorpo com a mesma cadeia pesada e cadeia leve mas carecendo
0s um ou mais poli-D peptideos. Em uma concretizacdo, o anticorpo €
qualquer um dos isotipos 1gG, 1gGa, 1gGs, 1gGy, 1gA4, 1gA:, IgM, IgE e
gD, Em uma outra concretizacao, o anticorpo é um isotipo de IgG, ou
lgGs. Em uma concretizacao, o individuo tem doenca de rim crénica
e/ou uma doenca ossea, incluindo metastase de cancer para 0 08s0.
A doenca 6ssea pode ser osteogénese imperfeila ou osteoporose. Em

uma concretizacao, a quantidade eficaz do anticorpo ou fragmento de
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anticorpo de anti-TGFbeta direcionade para ¢ osso € administrado
subcutaneamente, intravenosamente, ou intramuscularmente.

[0032] Em um deécimo sexio aspecto, a presente revelacdo prové
uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo ou frag-
mento de ligacio de antigeno da presente invencdo e um veiculo far-
maceuticamente aceitavel. Por exemplo, o anticorpo pode incluir uma
cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos indi-
cada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 2, 3, 4, e 5 (comou sem a
lisina de C-terminal de cadeia pesada) & uma cadeia leve compreen-
dendo uma sequéncia de aminocacidos indicada em qualquer uma das
SEQIDNOS: 6,7, 8, 11, e 12, com a condicdo de gue a sequéncia de
aminoacidos de cadeia pesada ndo e SEQ ID NO: 2 (com ou sem a
fisina de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de amino-
acidos de cadeia leve & SEQ 1D NO: 6. Em uma outra concretizacao,
0 anticorpo pode incluir uma cadeia pesada compreendendo uma se-
quéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ ID NOS:
13, 14, 16, & 17 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada);
e uma cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
indicada em qualquer uma das SEQ 1D NOS: 15, 18, 19, 28, 21, e 22,
com a condicdo de que a sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada
nao & SEQ ID NO: 13 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia
pesada) quando a sequéncia de aminoacidos de cadeia leve é SEQ ID
NO: 15

[0033] Em um décimo sétimo aspecto, a presente revelacao prové
uma molécula de acido nucleico isolada incluindo uma sequéncia de
acidos nucleicos que codifica a cadeia pesada, a cadeia leve, ou am-
bas de um anticorpo de anti-TGFbeta direcionadoe para 0 0sso, em que
a cadeia pesada do anticorpo de anti-TGFbeta compreende uma se-
guéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ ID NOS:

13, 14, 16, e 17 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada)
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e a cadeia leve do anticorpo de anti-TGFbetla compreende uma se-
guéncia de aminoacidos indicada em gualquer uma das SEQ ID NOS:
15, 18, 19, 20, 21, e 22, com a condicio de que a sequéncia de ami-
noacidos de cadeia pesada ndo € SEQ 1D NO: 13 {(com ou sem a lisina
de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de aminocacidos
de cadeia leve € SEQ ID NO: 15,

[0024] Em um décimo oitavo aspecto, a presente revelagdo prové
um vetor de expressao incluindo uma sequéncia de acidos nucleicos
que codifica a cadeia pesada, a cadeia leve, ou ambas, de um anticor-
po de anti-TGFbeta direcionado para ¢ 08s0, em que a cadeia pesada
do anticorpo de anti-TGFbeta compreende uma sequéncia de aminoa-
cidos indicada em qualguer uma das SEQ ID NOS: 13, 14, 16, e 17
{com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada); e a cadeia leve
do anticorpo de anti-TGFbeta compreende uma sequéncia de aminoa-
cidos indicada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 15, 18, 19, 20, 21,
e 22, com a condicdo de que a sequéncia de aminoacidos de cadeia
pesada ndo & SEQ 1D NO: 13 (com ou sem a lisina de C-terminal de
cadeia pesada) quando a sequéncia de aminoacidos de cadeia leve &
SEQ ID NO: 15.

[0035] Em um décimo nono aspecto, a presente revelacdo prové
uma ceélula hospedeira compreendendo um ou mais vetores de ex-
pressao incluindo sequéncias de acidos nucleicos que codificam um
anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para 0 0880, em que a cadeia
pesada do anticorpo de anti-TGFbeta compreende uma cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer
uma das SEQ ID NOS: 13, 14, 16, e 17 {com ou sem a lisina de C-
terminal de cadeia pesada), e uma cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ 1D
NOS: 15, 18, 19, 28, 21, e 22, com a condicdo de que a segquéncia de

aminoacidos de cadeia pesada nao € SEQ 1D NO: 13 (com ou sem a
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fisina de C-terminal de cadeia pesada) quando a sequéncia de amino-
acidos de cadeia leve € SEQ 1D NO: 15. Em uma concretizacao, a cé-
fula hospedeira & uma célula de mamifero ou uma ceélula procaridtica.
Em uma outra concretizacdoe, a célula hospedeira & uma célula de ova-
rio de hamster chinés (CHQO) ou uma celula de Escherichia coli (E. co-
i,

[0026] Em um vigésimo aspecto, a presenie revelacdo prové um
método de producdo de um anticorpo de anti-TGFbeta ou um fragmen-
to de ligacéo de antigeno do mesmo que direciona o 0s8so. O método
inclui o desenvolvimento de uma celula hospedeira sob condicbes gue
permitem a producdo do anticorpo ou o fragmento de ligacdo de anti-
geno do mesmo. A célula hospedeira compreende (i) uma sequéncia
de acidos nucleicos que codifica uma cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualguer uma das SEQ
ID NOS: 13, 14, 16, & 17 {(com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia
pesada); e (i) uma sequéncia de acidos nucleicos que codifica uma
cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos indicada
em qualquer uma das SEQ 1D NOS: 15, 18, 19, 28, 21, e 22, com a
condicdo de que a sequéncia de amincacidos de cadeia pesada ndo é
SEQ 1D NO: 13 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada)
guando a sequéncia de aminoacidos de cadeia leve is SEQ ID NO: 15.
Em uma concretizacaoe, o métedo ainda inclui a formacgao do anticorpo
ou o fragmento de ligacdo de antigeno do mesmo as uma composicéo
farmacéutica compreendendo um veiculo aceitavel.

[0037] Em um vigésimo primeirc aspecto, a presente revelacao
prové uma composicac farmacéutica compreendendo um anticorpo de
anti-TGFbeta direcionado para o osso. O anticorpo de anti-TGFbeta
direcionado para ¢ 0sso inclui uma cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ

ID NOS: 2, 3, 4, e 5 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pe-
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sada) e uma cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoa-
cidos indicada em qualguer uma das SEQ 1D NOS: 6, 7, 8, 11, e 12,
com a condicdo de que a sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada
nao € SEQ 1D NO: 2 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pe-
sada) quando a sequéncia de amincacidos de cadeia leve é SEQ ID
NO: 6, ou o anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para o 0sso inclui
uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
indicada em qualquer uma das SEQ ID NOS: 13, 14, 18, e 17 {com ou
sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada); e uma cadeia leve com-
preendendo uma sequéncia de aminoacidos indicada em gualquer
uma das SEQ ID NOS: 15, 18, 19, 29, 21, e 22, com a condicdo de
gue a sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada ndo é SEQ 1D NO:
13 (com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada) quando a
sequéncia de aminoacidos de cadeia leve € SEQ ID NO: 15, Emuma
concretizac8o, a composicdo farmacéutica € formulada como um pro-
duto de farmaco liguido. Em uma outra concretizacdo, a composicio
farmacéutica é formulada como um produto de farmaco liofilizado.

[0038] Em um vigesimo segundo aspecto, a presente revelacdo
prové um anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para o 08s0. A cadeia
pesada do anticorpo compreende: uma regido de determinacéo de
complementaridade da cadeia pesada 1 (HCDR1) compreendendo a
sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 33, uma HCDR2 compre-
endendo a sequéncia de amingacidos de SEQ 1D NO:34, e uma
HCDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
35. A cadeia leve do anticorpo compreende: uma regiao de determina-
¢ao de complementaridade de cadeia leve 1 (LCDR1) compreendendo
a sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO: 36, uma LCDR2 compre-
endendo a sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO: 37, e an LCDR3
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 38, E, o

anticorpo ainda compreende um poliD10-peptideoc em um de mais do
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N terminal da cadeia pesada, do C-lerminal da cadeia pesada, do N
terminal da cadeia leve, e do C-terminal da cadeia leve.

[0039] Em um vigésimo terceiro aspecto, a presente revelagéo
prové um anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para ¢ 0sso, em que
a cadeia pesada do anticorpo compreende as regides de determinacao
de complementaridade de cadeia pesada (CDR) 1-3 na SEQ ID NO:
39 e a cadeia leve CDR1-3 na SEQ 1D NO: 40, em que o anticorpo
ainda compreende um poliD10-peptidec em um de mais do N terminal
da cadeia pesada, do C-terminal da cadeia pesada, do N terminal da
cadeia leve, e do C-terminal da cadeia leve. Em algumas concretiza-
¢hes, o anticorpo compreende um dominio variavel de cadeia pesada
(Vi ou HCVD) compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
D NO: 38 e um dominio variavel de cadeia leve (V. ou LCVD) com-
preendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 40.

[0040] Em um vigésimo quarto aspecto, a presente revelacdo pro-
vé uma sequéncia de polinucleotideos que codifica: um anticorpo de
anti-TGFbeta direcionado para ¢ 0850, em que a cadeia pesada do
anticorpo compreende uma HCDR1 compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de 3EQ D NO: 33, uma HCDR2 compreendendo a se-
quéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 34, e uma HCDRS compre-
endendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 35, a cadeia le-
ve do anticorpo compreende uma LCDR1 compreendendo a sequén-
cia de aminoacidos de SEQ ID NO: 36, uma LCDR2 compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 37, e uma LCDR3 compre-
endendo a sequéncia de aminocacidos de SEQ ID NO: 38, e o anticor-
po ainda compreende um poliD10-peptideo em um de mais do N ter-
minal da cadeia pesada, do C-terminal da cadeia pesada, do N termi-
nal da cadeia leve, e do C-terminal da cadeia leve; ou um anticorpo de
anti-TGFbeta direcionado para 0 0880, em que a cadeia pesada do

anticorpo compreende as regides de determinacao de complementari-
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dade de cadeia pesada (CDR) 1-3 na SEQ 1D NO: 39 e a cadeia leve
CDR1-3 na SEQ ID NO: 40, em que o anticorpo ainda compreende um
poliD10-peptides em um de mais do N terminal da cadeia pesada, da
C-terminal da cadeia pesada, da N terminal da cadeia leve, e da C-
terminal da cadeia leve.

[0041] Em um vigesimo quinto aspecto, a presente revelacdo pro-
vé um anticorpo de direcionamento 0sseo, tal como um anticorpo de
anti-TGFbeta de direcionamento 0sseo ou um fragmento de ligacdo de
antigeno, da presente invencdo para o uso em um método de trata-
mento descrito aqui.

[0042] Em um vigésimo sexto aspecto, a revelacao prové o uso de
um anticorpo de direcionamento 6sseo, tal como um anticorpo de anti-
TGFbheta de direcionamento 6sseo ou fragmento de ligacdo de antige-
no, da presente invencao, para a fabricacdo de um medicamento para
um metodo de tratamento descrito aqui.

[0043] Concretizacbes particulares contempladas aqui s&o ainda
descritos abaixo. As caracteristicas e vantagens descritas acima e ou-
tras caracteristicas e vantagens da presente invencdo serao mais to-
talmente entendidas a partir da descricéo detalhada da invencéo {o-
mada junta com as reivindicacbes anexas. E observado que o escopo
das reivindicacbes € definido pelas recitacdes ali € ndo pela discussédo
especifica de caracteristicas e vantagens indicadas na presente des-
cricdo.

Breve Descricdo dos Desenhos

[0044] A FIG. 1 mostra um D10-peptidec quimicamente conjugado
a um anticorpo de anti-TGFB (a-TGFB).
[0045] A FIG. 2 mostra o processo de conjugacao quimica de um

peptidec que porta um ligante (ligante de peptidec) e um grupo funcioc-
nal de maleimida a dissulfelos de regido principal reduzidos em um

anticorpo de IgG1 de camundongo.
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[0046] A FIG. 3A mostra a reduco de gel de SDS-PAGE de con-
jugados quimicos de um ligante de D10-peptideoc com uma igG1 de
camundongo de anti-TGFB, mAb1. A(s) tira(s) superior(es) represen-
ta{m) a cadeia pesada e a tira inferior da cadeia leve.

00471 A FIG. 3B mostra valores de razdo de peptidec para anti-
corpo (PAR) vs. a razdo de peptideo-maleimida:mAb na reacdo de
conjugacdo quimica do exemplo 1, gque mostra um aumento linear na
PAR com numero crescente de peptideos até 8 molmol PAR.

[0048] As FIGS. 4A-4G mostram cromatografia de exclusdo por
tamanho de misturas molares de 1:1 de TGFB1 e conjugados quimicos
de um D10-peptideo ou com trastuzumab (Herceptin®) ou ¢ anticorpo
de anti-TGFbeta mAb1. FIG. 4A mostra o perfil de SEC do conjugado
quimico de D10-peptides com mAb1. FIG. 4B mostra o perfil de SEC
de uma mistura molar de 1.1 do conjugado quimico de mAk1-D10 com
TGFR1. FIG. 4C mostra o perfil de SEC de mAb1 ndo modificado.
FiG. 4D mostra o perfil de SEC de uma mistura molar de 1.1 de mAb1
com TGFB1. FIG. 4E mostra o perfil de SEC de Herceptin®. FIG. 4F
mostra o perfil de SEC de um conjugado quimico de D10-peptideo
com Herceptin®. FIG. 4G mostra o perfil de SEC do conjugado quimi-
co de D10 com Herceptin® misturado em uma razédo de 1.1 com
TGFB1.

[0049] A FIG. BA mostra o trago de Aggp oriundo de cromatografia
de hidroxipatita de mAb1 e um conjugado de D10-mADb1 (eixo X = mi-
nutos, eixo y = absorbancia (normalizada)).

[0050] A FIG. 5B mostra gel de SDS-PAGE de fragbes oriundas do
material escodvel (FT) & pico 4.

[0051] A FIG. BA mostra cromatografia de hidroxipatita de conju-
gados quimicas com numeros crescentes de peptideos. A absorbéan-
cia a 280 nm do eluato para cada conjugado é mostrado (eixo x = mi-

nutos, eixo y = absorbancia (normalizada)).
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[0052] A FIG. 6B mostra a fracéo de analito ligado (curva superior,
circulos, escala esquerda) e o tempo de retencao {(curva inferior, trian-
gulos, escala direita) como uma funcdo do nuamero de peptideos con-
jugados como determinados por SDS-PAGE.

[0053] A FIG. 7 mostra um ensaio de neulralizac8o de TGFB in
vitro realizado com células de A549 com um conjugado de controle
{(FPAR=0)} e conjugados com uma media de 4 ou B peptideos em com-
paracdo com mAb1 ndo madificado.

[0054] A FIG. 8A mostra a distribuic8o dependente de tempo de
mAb1 marcado com fluoreforo e um conjugadoe quimico a 1 mg/kg (1
mpk) contendo cerca de 4,5 peptideos. Us tempos em gue 08 animais
foram representados sao indicados em cada painel. Por fotografia, o
camundongo esquerdo recebeu mAb1, e o camundongo direito rece-
beu o conjugado guimico. intensidades de imagem foram ajustadas
para revelar as diferencas na distribuicdo

[0055] A FIG. 8B mostra a razdo de fluorescéncia ligada na regiao
de interesse que corresponde ao fémur distal e a regido de interesse
que corresponde ao coracdo nas imagens mostradas na FIG. 8A. Cir-
culos correspondem ao anticorpo de mAb1 e quadrados correspondem
ao D10-peptideo conjugado com mAb1 (D10 mADb1).

[0058] A FliG. 8A diagramaticamente mostra possiveis localizacbes
de D-10 peptideos sobre um anticorpo de subtipo de igG para criagao
de uma série de anticorpos de variante de fusdo de mAb1 como sendo
obtidos por ligacdo de D-10 peptideos aos terminais de cadeia pesa
efou leve usando metodos recombinantes. Os sitios de adicdo de D-
10 peptideos sdo indicados pelos circulos € o uso de sequéncias de
ligante de peptideo € indicado por linhas onduladas (a linha ondulada
mais longa representa um ligante mais longo do que a linha ondulada
mais curta).

[0057] A FiGG. 9B mostra uma série de anticorpos de variante de
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fusdo (variantes de fusdo) derivados por colocacdo dos peptideos,
como mostrados na FIG. 9A. Variantes de fusdo recombinantes com
varias combinacdes da posicdo de ligacdo e numeros de peptideos
foram gerados. Os numeros menores abaixo de cada diagrama mos-
tram a identidade de cada variante de fusdo recombinante como refe-
rido aqui por razbes de clareza. Como referido aqui, variantes de fu-
s&0 s&0 designados ou com "fusao” ou "F" seguido pelo numero de
variante pretendido. Por exemplo, "Fusdo 1" e "F1" ambos referem-se
a um anticorpo tendo a configuracédo do anticorpo "1" sem um D10-
peptidec. A linha ondulada mais longa representa um ligante mais
ongo do que a linha ondulada mais curta.

[0058] A FIG. 10 mostra SDS-PAGE das varianies de fusao de
mAb1 recombinantes purificadas indicadas sob condicdes de reducéo
{(gel superior) ou de nao reducio (gel inferior).

[0059] A FIG. 11 mostra termoestabilidade de variantes de fusdo
de mAb1 recombinantes como determinados por fluorimetria de varre-
dura diferencial (DSF). A transicio para uma forma parciaimente des-
naturada a cada temperatura é delectada por um aumento na fluores-
céncia de corante. A inclinacéo do aumento de fuorescéncia com
temperatura (-d(RFU)/dT) foi calculada e & exibida versus a temperatu-
ra da amostra. A taxa da desnaturacdo € maxima na minima das cur-
vas que representam o ponto ceniral das transacdes térmicas (Tm).
Por referéncia, as estruturas de cada uma das variantes de fuséo de
mAb1 recombinantes s80 mostrados diagramaticamente.

[0060] As FIGS. 12A e 12B mostram a neutralizacao de TGFB na
eliciacdo da producéo de 1L-11 por células de A549 in vitro por oito va-
riantes de fusdo de mAb1 recombinantes mostram diagramaticamente
na FIG. 9B8.

[0061] A FIG. 13 mostra a afinidade de variantes de fusdo de

mAb1 recombinantes e conjugadoes guimicos de mAb1 a hidroxipatita
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como avaliada por cromatografia de coluna em uma coluna de hidroxi-
patita de ceramica.

[0062] A FIG. 14 mostra a distribuicdo de variantes de fusédo de
mAb1 recombinantes marcados com fluoroforo selecionado e conjuga-
dos quimicos de mAb1 em camundongos CD-1 obtidos por formacao
de imagem ao vivo em varios tempos pds-administracéo.

[0063] A FIG. 15 mostra a quantidade de anticorpo marcadoe por
corante flucrescente, variante de fuséo de mAb1 recombinante e con-
jugado quimico de mAb1 localizados na coluna vertebral depois da
administrac8o a camundongos CD-1. Fluorescéncia foi medida por um
instrumento de VIS durante um periodo de 3 semanas. O logaritmo da
fluorescéncia maxima dentro de RO! é mostrado.

[00864] A FiG. 16 mostra imagens de fluorescéncia de coluna e fé-
mures ressecados de camundongos administrados com variantes de
fusdo de mAb1 recombinantes mAb1t F& mAb1 F16, e conjugados
guimicos de mAb1 F17 e mAb1 ("Conj") no estudo descrito nos Exem-
plos 13 e FIG. 15 depois de 10 e 21 dias.

[0065] As FIGS. 17A e 17B mostram os niveis de fluorescéncia de
mAb2 F1 e mAb2 F6 em 10 ulL de soro, e porgao lombar ressecada de
espinha, fémur distal (trabecular), rim e coracdo depois de 24 ¢ 96 h
como descritos no Exemplo 15.

[0066] A FIG. 18A mostra que direcionamento 6ssec via mAb1-
D10 (mAb1 F8) profundamente influencia soro PK apts a administra-
¢ao de dose Unica. mAb1 F6 exibe de 13 a 14 vezes exposicao de so-
ro inferior (AUC), depuragac de soro mais rapida, e semi-vida de soro
mais curta (1y2) do que mAb1 quando medida por ELISA. Dados séo
expressos como meédia xDP: Significancia estatistica (*p=<0,05 mAb1
F6 em comparacao com mAb1) foi observada quando medida por ana-
lise por variéncia (AVOVA), Teste de Comparacdo Multipla de Dunnet.

mAb1 € um anticorpo monoclonal de anti-TGFbeta inibitdric muriniza-
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do e mAb1t F& & um anticorpo monocional de anti-TGFbeta inibitdrio
murinizado recombinante com um polipeptideo de aspartate D10 liga-
do ao C-terminal da cadeia pesada de mAb1. AUC para formacao de
imagem /Osso foi normalizado para 1,0. Doses foram de 5 mg/kg para
cada mAb1 6 e mAb1.

[0067] A FIG. 18B mostra que mAb1 F6 exibe uma exposicao 22
vezes mais alta (AUC) no osso como medida por formacao de imagem
otica em comparacao com mAb1. Dados expressos como média 2DP:
Significancia estatistica (*p=0,05 mAb1 F6 em comparacado com mAb1)
foi observada quando medida por AVOVA, Teste de Comparacio Mul-
tipla de Dunnet. Doses foram de 1 mg/kg para cada mAb1 F6 e mADb1.

[0068] A FIG. 19 ilustra perfis de dose de pico-baixa de PK ("dose
pico-trough PK profiles"). Direcionamento 6ssec (via mAb1 F6) influen-
cia profundamente o PK de soro de pico-baixa de multipla dose. mADb1
F& exibe concentracbes de soro mais baixa do que mADb1 em ambas
as 24 e 48 horas de pdés-dose e apds a primeira dose e a dose 23.
Diferencas de vezes foram mais baixas para mAb1 F6 por 3 a 4,5 ve-
zes a 24 horas e de 6 a 8 vezes a 48 horas. Acumulo também apare-
ceu menos com mAb1 F6 do que com mAb1. Dados expressos como
média £DP: Significancia estatistica (*p=0,05 mAb1 F6 em compara-
¢ao com mAb1) foi observada quando medida por teste { ndo empare-
thado. Concentractes de soro foram medidas via espectrometria de
massa.

[0069] A FIG. 20 mostra que direcionamento 6ssec (mAb1 F&) e
mAb1 aumentam BV/TV (%) em uma forma suscetivel a dose em ca-
mundongos G610C (O). Mudancas significativas sobre BV/TV (%) em
comparagao com camundongoes G810C tratados com anticorpo de
controle 13C4 (anticorpo de IgG1 de camundongo) foram observados
em doses de 1 e 5 mg/kg, para ambos 0s tratamentos. Camundongos

G610C tratados com 13C4 (13C4) exibiram diminuicbes significativas
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em BV/TV em comparacao com cepa de base de WT (WT 13C4). Da-
dos expressos como media xDP: Significancia estatistica (*p=0,05
mAb1 F6 em comparacdo com mAb1; #ps0,05 13C4 em comparacao
com WT 13C4) foi observada quando medida por uma via ANOVA.
BV/TV (%) media via formacao de imagem de uCT.

[0070] A FIG. 21 mostra que direcionamento 6sseo (mAb1 F&) e
mAb1 aumentam a forgca maxima para falha ("maximum force {o failu-
re”} em uma forma suscetivel a dose em camundongos G810C (O,
Mudancas significativas na forca maxima para falha em comparacao
com camundongos GB810C tratados com 13C4 foram observadas a 1 e
5 mg/kg para mAb1 F6 e 5 mg/kg, apenas, para mAb1. Camundongos
G610C tratados com um controle de anticorpo (13C4) exibiram dimi-
nuicdes significativas na forca maxima para falha em comparagao com
cepa de base de WT. Dados expressos como media £DP: Significancia
estatistica (*ps0,05 mAb1 F8 em comparacdo com mAbt; #ps0,05
13C4 em comparacéo com WT 13C4) foi observada como medida por
uma via ANOVA. Forgca maxima para falha foi medida via teste de
compressao biomecanica.

[0071] A FIG. 22 mostra os efeitos de mADb1T e mAb1 F6 em BV/TYV
em camundongos G610C camundongos. Aos anticorpos foram admi-
nistrados dosadamente em véarias frequéncias (3 x semanalmente, 1 x
semanalmente, 1 x a cada 2 semanas, ou 1 x a cada 4 semanas) a 5
mg/kg por 12 semanas. Anticorpo 13C4 foi usado como um controle.
Significancia estatistica (*p=0,05 mAb1 F& em comparacao com mADb1;
*n<0,05 13C4 em comparacéo com WT 13C4) foi observada guando
medida por uma via ANOVA. BV/TV foi medido via formacéo de ima-
gem de yCT.

[0072] A FIG. 23 mostra os efeitos de mAb1 € mADb1 F6 na forma-
¢cao maxima para falha em camundongos G610C. Aos anticorpos fo-

ram administrados dosadamente em varias frequéncias (3 x semanal-
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mente, 1 X semanaimente, 1 x a cada 2 semanas, cu 1 x a8 cada 4 se-
manas) a 5 mg/kg por 12 semanas. Anticorpo 13C4 foi usado como
um controle. SignificAncia estatistica ("p=0,05 mAb1 ou mAb1 F6 em
comparacdo com 13C4) foi observada guando medida por uma via
ANOVA. Forca maxima para falha foi medida via teste de compressao
biomecanica.

[0073] A FIG. 24 mostra os efeitos de mAb1T e mAb1 F6 em BV/TY
(%) & 0s niveis de soro meédios dos anticorpos nos camundongos
G610C. Aos anticorpos foram administrados dosadamente 1 x a cada
2 semanas ou 1 x semanalimente a 5 mg/kg por 12 semanas. Anticor-
po 13C4 foi usado como um controle. Significancia estatistica ("p=0,05
mAb1 ou mAb1 F8 em comparacdo com 13C4; *ps0,05 13C4 em
comparacao com WT 13C4) foi observada quando medida por uma via
ANOVA. BV/TV (%) foi medido via formacio de imagem de yCT.

[0074] A FIG. 25 mostra os efeitos de mAbt ¢ mAb1 F16 on
BVITV (%) em camundongos G&610C. Aos anticorpos foram adminis-
trados dosadamente 3 x semanaimente a 5 mg/kg por 8 semanas. An-
ticorpo 13C4 foi usado como um controle. Significancia estatistica
(*p=s0,05 mAb1 ou mAb1 F16 em comparacdo com 13C4; #ps0,05
13C4 em comparagdo com WT 13C4) foi observada quando medida
por uma via ANOVA. BV/TV (%) foi medido via formacao de imagem
de uCT.

[0075] A FIG. 26 mostra os efeitos de mAb1 e mAbt F11 em
BV/TV (%) em camundongos de tipo selvagem. Aos anticorpoes foram
administrados dosadamente 3 x semanalmente a 5 mg/kg por 9 sema-
nas. Significancia estatistica (*p=<0,05 mAb1 ocu mAb1 F11 em compa-
racdo com 13C4) foi observada quando medida por uma via ANOVA.
BVITV (%) foi medido via formacao de imagem de uCT.

[0076] A FIG. 27 mostra a eficacia radiante total na lombar de ca-

mundongos de tipo selvagem depois que recebem uma dose unica
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intraperitoneal de veiculo ou mAb1 ou mAb1 F6 fluorescentemente
marcado. Significancia estatistica (*p<0,05 mAb1 F8 em comparacéo
com mAb1) foi observada quando medida por uma via ANOVA,

[0077] A FiG. 28 mostra a eficacia radiante total no coragéde de
camundongos de tipo selvagem depois que recebem uma Gnica dose
intraperitoneal de veiculo ou mAb1 ou mAb1 F6 fluorescentemente
marcado. Significancia estatistica ("p=<0,05 mAb1 em comparacdo com
mAb1 F6) foi observada quando medida por uma via ANOVA.

[0078] A FIG. 29 mostra a eficacia radiante total no figado de ca-
mundongos de tipo selvagem depois que recebem uma Unica dose
intraperitoneal de veiculo ou mAb1 ou mAb1 F6 fluorescentemente
marcado. SignificAncia estatistica (*p=s0,05 mAb1 em comparacéo com
mAb1 F6) foi observada quando medida por uma via ANOVA,

[0079] A FIG. 30 mostra a eficacia radiante total no intestino de
camundongos de tipo selvagem depois que recebem uma anica dose
intraperitoneal de veiculo ou mAb1 ou mAb1 F6 fluorescentemente
marcado.

[0080] A FIG. 31 mostra a eficacia radiante total nos tecidos indi-
cados de camundongos de tipo selvagem a 24 hrs ou 96 hrs depois
gue recebem uma unica dose intraperitoneal de mAb2 ou mAb2 D10
fluorescentemente marcado. Significdncia estatistica (*p<0,05 mADb1
em comparacido com mAb1 F6) foi observada quando medida por tes-
te 1.

[0081] A FiG. 32 mostra as razbes de eficacia radiante total lom-
bar/soro em camundongos de tipo selvagem a 24 hrs ou 96 hrs depois
que recebem uma unica dose intraperitoneal de mAb2 ou mAb2 D10
flucrescentemente marcado.

[0082] A FIG. 33 mostra as razbes de eficacia radiante de fé-
mur/sore em camundongos de tipo selvagem a 24 hrs ou 96 hrs depois

que recebem uma unica dose intraperitoneal de mADb2 ou mAb2 D10
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fluorescentemente marcado. Significdncia estatistica ("p=0,05 mADb2
D10 em comparacdo com mAb2) foi observada quando medida por
teste t.

Descricao Detalhada da Invencao

[0083] A presente invencao prové anticorpos e seus fragmentos de
ligacao de antigeno que estao ligados a um ou mais poli-D peptideos
de direcionamento ¢sseo tais que 08 anticorpos e fragmentos de prefe-
réncia abrigam aos 08508 em um paciente gue necessita dos mesmos.
A caracteristica de direcionamento 6sseo de {al um anticorpo ou frag-
mento permite que o anticorpo e fragmento direcione tecidos ¢sseos
especialmente e reduz a exposicao sistémica do paciente ao anticorpo
ou fragmento, desse modo methorando a eficacia do farmaco enquan-
to minimizando os efeitos colaterais adversos.

[0084] Como usado aqui, o termo "poli-D peptideo” refere-se a
uma sequéncia de peptideos tendo uma pluralidade de acido aspartico
ou aspartato ou "D" aminocacidos, {aiscomo cercade 2, 3,4, 5,6, 7, 8,
9, 10, 20, 30, ou mais amincacidos de acido aspartico (residucs). Em
uma concretizacso, um poli-D peptides pode incluir cerca de 2 a cerca
de 30, ou cerca de 3 a cerca de 15, ou cerca de 4 a cerca de 12, ou
cercade Sacercade 10, coucercadeBbacercade 8 cucercade 7 a
cerca de 9, ou cerca de 8 a cerca de 10, ou cerca de 9 g cerca de 11,
ou cerca de 12 a cerca de 14 residuos de acido asparticc. Em uma
concretizacao, poli-D peptideos incluem apenas residuos de aspartato.
Em uma outra concretizacdo, poli-D peptlideos podem incluir um ou
mais outros aminocacidos ou compostos similares. Como usado aqui, ©
termo "D10" refere-se a uma sequéncia contigua de dez aminoacidos
de acido aspartico, como visto na SEQ 1D NO: 1. Em algumas concre-
tizacdes, um anticorpo ou fragmento de anticorpe da invencio pode
incluir 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 8, 10, 11, 12, ou mais do que 12 poli-D pep-
tideos.
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[0085] O poli-D peptideo pode ser ligado a um anticorpo ou frag-
mento de ligacdo de antigeno de interesse via tecnologia recombinan-
te ou conjugacgao quimica. Como usado aqui, o termo "variante de fu-
880" ou "variante” refere-se a um construto de anticorpo montado (vide
FIG. 9B) que inclui pelo menos uma de uma cadeia pesada ou uma
cadeia leve ou fragmenio de anticorpo ou subparte gue incorpora ou
estd de oulra maneira associada a um poli-D peptideo, tal como uma
sequéncia de D10. Por exemplo, um poli-D peptideo pode estar em
contato com uma cadeia de anticorpo em uma variante de fusao por
tecnologia recombinante (por exemplo, em gque uma sequéncia de poli-
D peptideos € integral com a sequéncia de aminoacidos da cadeia pe-
sada, cadeia leve, ou fragmento de anticorpo ou subparte), conjugacao
guimica, ou ambas.

[0086] Como usado aqui, o termo "conjugado guimico” refere-se a
um anticorpo montado que inclui pelo menos uma de uma cadeia pe-
sada ou uma cadeia leve ou fragmento de anticorpo ou subparte a
gual um ou mais poli-D peptidecs estéo ligados por reacdo quimica
com, por exemplo, 0s residucs de cisteina presentes na sequéncia de
aminoacidos da cadeia pesada, cadeia leve, fragmento de anticorpo,
ou subparte. Residuos de cisteina exemplares que podem ser usados
para conjugacao sao agqueles na regido principal de cadeia pesada.
Residuos de cisteina ou ouiros residuos apropriados para a conjuga-
cao podem também ser introduzidos para a cadeia de anticorpo por
mutagénese. Um espacador/ligante tal como um ligante de peptideo
Ou uma porgao quimica (por exemplo, um grupo de funcéo de malei-
mida e um polietileno glicol (PEG)) podem ser usados entre o peptides
poli-D peptideo e 0 componente de anticorpo na conjugacao. Mélodos
para a conjugacéo quimica das porcbes desejadas a anticorpos sao
bem conhecidos na técnica. Vide, por exemplo, Behrens & Liu, mAbs
6:1, 46-53 (2014).
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[0087] Como usado aqui, ¢ termo "integral” refere-se a integracéo
de um poli-D peptideo com uma cadeia de anticorpo via tecnologia re-
combinante tal que o poli-D peptideo & transcrito a partir do mesmo
transcritc de RNA como a cadeia de anticorpo e residuos na mesma
sequéncia de polipeptideos como a cadeia de anticorpo. Em {ais ca-
$0s, 0 poli-D peptideo podem ser ligado a cadeia de anticorpo, com oy
sem qualguer ligante de peptideo ou espacador de aminoacido, na ca-
deia de anticorpos, ou em ambos 0s terminais, ou integrados interna-
mente a cadeia de anticorpo, sem afetar o dobramento adegquado da
cadeia de anticorpo, o conjunto de moléculas de anticorpos, ou a liga-
¢cao do anticorpo a seu antigeno.

[0088] Formatos exemplares dos anticorpos de direcionamento
gsseo da presente invencao sdo mostrados na FIG. 9B (formatos F2-
F20). O peptideo de direcionamento 6sseo (representado pelos circu-
tos) pode ser ligado ou fundido a (por exemplo, integral com) qualguer
dos ou ambos 0s terminais da cadeia pesada e/ou cadeia leve do anti-
corpo. Em algumas concretizaces, o peptideo de direcionamento és-
se0 ndo esta ligado a cadeia leve atraves do N-terminal da cadeia le-
ve. A ligacdo ou fusdo pode ser uma conexaoe direta (isto &, sem um
espacador ou um ligante), ou através de um espacador ou um ligante
{representado pelas linhas onduladas; por exemplo, um ligante de pep-
tideo). Exemplos especificos desses formados s&o mostrados nas {a-
belas de 1 e 7 abaixo.

[0089] Qualquer espacador ou ligante adequado pode ser usado
para ligar ¢ peptideo de direcionamento 6sseo por, por exemplo, tec-
nologia recombinante ou conjugacdo quimica, a um anticorpo de inte-
resse. Por exemplo, um ligante de peplideo tendo um, dois, trés, ou
mais repeticdes do peplidec de G485 (SEQ 1D NO: 9) pode ser usado.
Outros ligantes de peptideo adequados podem também ser usados.
Vide, por exempio, Chen e outros, Ady Drug Deliv Rev 65(10).1357-

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 42/216



28/92

1369 (2013).

Anticorpos de direcionamento 6sseo e seus fragmentos de ligacio de

antigenos exemplares

[0080] A presente invencao revela anticorpos e fragmentos de li-
gacéoc de antigeno tendo um ou mais poli-D peptideos (poliaspartato
ou poliasp) (por exemplo, uma sequéncia de D10) ligados a0s mes-
mos. Esses anticorpos e fragmentos modificados melhoraram a locali-
zacéo do osso. Em uma concretizacdo particular, estes anticorpos séo
anticorpos de anti-TGFB, como descritos aqui. Sem ndo querer estar
figado pela teoria, acredita-se que anticorpos de anti-TGFbeta de dire-
cionamento eficaz para 0 08s0 com um ou mais poli-D peptideos pos-
sam prover uma nova terapia para individuos com doencas caracteri-
zadas por degeneracao 4ssea patofisioldgica associada ao TGFB.
[0081] No entanto, embora numerosas concretizacbes e exemplos
aqui sejam expressos no contexto do uso de anticorpos de o-TGFpB e
sequéncias de D10, & contemplado que outros anticorpos ou proteinas
adequados para o tratamenio de uma condicao ossea anormal ou uma
doenca ossea podem ser modificados com porgbes de direcionamento
gsseas como descritas aqui. Por exemplo, anticorpos terapéuticos pa-
ra ¢ tratamento de perda 06ssea, estimulacdo de crescimento 0sse0, ou
direcionamenio a células anormais (por exemplo, celulas de céncer)
no 0880 podem ser ligados a um ou mais peptideocs de direcionamento
6sseo como descrito aqui. Os anticorpos terapéuticos podem ligar-se a
proteinas ou peptideos envolvidos na manutencao ou formacgao ossea.
Além disso, outros peptideos de direcionamento ou {ocalizacdo 6ssea
podem ser usados.

[0092] Como usado aqui, 08 termos "anticorpe de o-TGFR" e "anti-
corpo de anti-TGFB" podem ser usados intercambiavelmente e refe-
rem-se a um anticorpo, ou um fragmento de ligacdo de antigeno do
mesmo, isto é, especifico para TGFBR1, TGFR2, e/ou TGFRE3. Por
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exempio, pelo menos um sitio de ligacdo de antigeno {ou paratopo) de
um anticorpo de a-TGFB, ou um fragmento de ligagao de antigeno do
mesmo, se liga a um epitopo encontrado em TGFR1T, TGFB2, efou
TGFR3 de ser humano.

[0093] Em uma concretizacdo, um construto de D10 de anticorpo
de o-TGFB contemplado pode ser criado por conjugacac quimica. Por
exemplo, conjugacao quimica pode ser realizada por métodos conhe-
cidos na técnica tais como aqueles revelados nas Patentes U.S. Nos.
7.763.712, 4671.958, e 4.867.973, cada uma das quais & incorporada
por referéncia. Em um outres exemplo, um peptideo ou outro ligante
pode ser usado para ligar um D10-peptideo a um anticorpe (vide FIGS.
1 e 2). Emuma outra concretizacdo, reducdo dos grupos tiol na regiao
principal (por exemplo, residuos de cisteina de regido principal) do an-
ticorpo permite conjugacédo quimica de poli-D peptideos usando um
espacador de PEG. Similarmente, outros residuos de cisteina de anti-
corpos e fragmentos de anticorpo contemplados, ou natives aos anti-
corpos e fragmentos ou introduzidos por mutagénese, podem ser qui-
micamente conjugados com poli-D peptideos. Um tal esquema de
montagem contemplada de um anticorpo de o-TGFB quimicamente
conjugado com um D10-peptideo é ilustrado na FIG. 2.

[0094] Em uma outra concretizacao, um construto de D10 de anti-
corpo de o-TGFB contemplado pode ser criado por expressao recom-
binante, onde a sequéncia de D10 & adicionada a sequéncia de ami-
noacidos da cadeia pesada e/ou cadeia leve do anticorpo de a-TGFB.
Por exemplo, as sequéncias de acidos nucleicos que codificam a se-
guéncias de aminoacidos das cadeias pesada efou leve podem ser
modificadas para codificar uma sequéncia de D10 que seria expressa
no N-terminal, no C-terminal, ou fanto N-terminal quanto C-terminal
das cadeias pesada efou leve do anticorpo de o-TGFB. Similarmente,

um ou mais sequéncias de D10 poderiam ser adicionadas a uma se-
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quéncia de aminocacidos de uma cadeia pesada de anticorpo na ou
proxima a regido principal efou dentro da seguéncia de aminocacidos
de uma cadeia leve de anticorpo. Cada sequéncia de acidos nucleicos
para a cadeia pesada e/ou leve que abriga D10 pode ser incorporada
em um vetor de expressao e subsegquentemente transfectado em uma
celula hospedeira capable de expresséo e traducdo da sequéncia de
acidos nucleicos na sequéncia de aminoacidos correspondente. Aléem
do mais, a célula hospedeira é capaz de montar as seguéncias de
aminoacidos expressas na proteina funcional por combinacéo de cada
da cadeia pesada e cadeia leve com sua sequéncia complementar pa-
ra formar um construto D10 de anticorpo de o-TGFB. Exemplos de
variantes de fusdo D10 de anticorpo de o-TGFB recombinantes con-
templados como ilustrados nas FIGS. 9A e 9B.

[0095] Embora um poli-D peptideo & discutido aqui, outros pepti-
deos similares possam também ser usados para permitir direciona-
mento de um anticorpo, uma oulra proteina, ou um peptideo para o
osso. Por exemplo, sequéncias de repeticdo de acidos aspartico po-
dem ter mais ou menos residuos do que uma segquéncia D10, tais co-
mo cerca de 2, ou cerca de 4, ou cerca de 6, ou cerca de 8, ou cerca
de 12, ou cerca de 14, ou cerca de 16, ou, cerca de 18, ou cerca de
20, ocucerca de 30, 0u 8, 7, 8, 8, 10 ou 11 residuos, e semelhantes.
Além disso, outros aminoacidos naturais com propriedades quimicas
similares, tais como glutamato, ou aminoacidos ndo naturais efou ou-
tros compostos quimicamente equivalentes podem ser usados como
substitutos de ou usados em combinacdo com acido aspartico, tam-
bem.

[00986] Em uma concretizacade, € contemplade gue um anticorpo
com um ou mais poli-D peptideos ligados aoc mesmo exibira pelo me-
nos cerca de um aumento de 2 vezes, ou cerca de a 3 vezes, ou cerca

de 5 vezes, ou cerca de 10 vezes, ou cerca de 20 vezes na localizacgdo
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para 0 0SS0 em comparacdc com o mesmo anticorpo sem 0s um ou
mais poli-D peptideos.

[0097] Alem do mais, embora um anticorpo de o-TGFB seja des-
crito aqui, qualguer anticorpo que liga culras proteinas envolvidas na
formacdo ¢ssea ou manutencac ossea pode ser similarmente modifi-
cada para direcionar o anticorpo para 0 08s0, como desejado. Anticor-
pos ou seus fragmentos de ligacdo de antigeno contemplados aqui
podem ser de quaisquer espécies ou representam anticorpos hibridos
gue combinam cadeias pesadas e cadeias leve de diferenies especies,
e podem ser especificas para qualquer epitopo desejado. Alem disso,
anticorpos que podem ser usados aqui ndo sdo limitados por isotopo,
e podem ser qualquer uma de 1gGy, IgGs, 1gGs, IgGs, 1gAq, 1gA2, 1gM,
gk ou IgD. Fragmentos de anticorpo podem também ser usados. Por
exemplo, sequéncias D10 ou outros compostos de direcionamento 4s-
seo podem ser ligados a fragmentos Fab efou Fc ou gualguer outro
fragmento de anticorpo para conseguir um resuliado desejado como
descrito aqui. Alem disso, sequéncias D10 podem ser ligadas aos fra-
gmentos scFv e outros proteinas de fusdo similar. Em uma outra con-
cretizacdo, sequéncias D10 podem ser ligadas a anticorpos tendo uma
mutacéo principal de nicleo de S5228P (numerado de acordo com a
numeracao de sistema de EU; ou alternativamente S241P de acordo
com o sistema de Kabat, vide Kabat e oufros, Sequences of Proteins
of Immunoclogical Interest, 4" ed., United States Government Printing
Office, 165492 (1987); e Silva e outros Jour. Biol. Chem. 290:5462-
5489 (2015)).

[0098] Em uma outra concretizagdo, anticorpos e/ou outros protei-
nas contempladas aqui podem ser conjugadas com moléculas adicio-
nais. Por exemplo, anticorpos ou outras proteinas contempladas aqui
podem ser conjugados com marcas quimicas que permitem localiza-

¢ao dos anticorpos/proteinas quando injetados ou de outra maneira
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introduzidos para dentro de um individuo. Por exemplo, radiomarcado-
res, compostos fluorescentes, e semelhantes podem ser ligados aos
anticorpos/proteinas para auxiliar sua localizacdo in vivo. Além disso,
anticorpos e/ou outros proteinas contemplados aqui podem tambeém
ser conjugados com compostos adicionais tem um efeito terapéutico,
tais como moléculas pegquenas, produtos farmacéuticos, agentes anti-
neoplasicos, hormdbnios de crescimento, vitaminas, elc., tais que 0s
anticorpos efou outras proteinas podem servir como um veiculo para
um ou mais de tais compostos.

[0099] Em algumas concretizacbes, o anticorpe de anti-TGFbeta
de direcionamento 6sseo compreende uma cadeia pesada compreen-
dendo uma sequéncia de aminoacidos indicada em gqualquer uma das
SEQ ID NOS: 2, 3, 4, e 5, e uma cadeia leve compreendendo uma se-
guéncia de aminoacidos indicada em gualquer uma das SEQ ID NOS:
6,7, 8, 11, e 12, com a condicdo de que a sequéncia de aminoacidos
de cadeia pesada n80 é SEQ ID NO: 2 quando a sequéncia de amino-
acidos de cadeia leve é SEQ ID NO: 6. Anticorpos exemplares sao
mAb1 F3, mAb1 F4, mAb1 F5, mAb1 F&, mAb1 F8, mAb1 F9, mAb1
F10, mAb1 F11, mAb1 F13, mAb1 F14, mAb1 F15, mAbt F16, mAb1
F18, mAb1 F19, e mAb1 F20 (Tabela 1).

[00100] Em outras concretizacdes, o anticorpo de anti-TGFbeta de
direcionamento ¢sseo compreende uma cadeia pesada compreenden-
do uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das
SEQ 1D NOS: 13, 14, 16, e 17, e uma cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos indicada em qualquer uma das SEQ
ID NOS: 15, 18, 19, 20, 21, e 22, com a condi¢do de que a sequéncia
de aminoacidos de cadeia pesada ndo € SEQ 1D NO: 13 guando a se-
quéncia de aminoacidos de cadeia leve is SEQ 1D NO: 15, Anticorpos
exemplares sdo mAb2 F3, mAb2 F4, mAbZ F5, mAb2 F6, mAb2 F8,
mAb2 F9, mAb2 F10, mAb2 F11, mAb2 F13, mAb2 F14, mAbZ F15,

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 47/216



33/92

mAb2 F16, mAb2 F18, mADb2 F19, e mAb2 F20 (Tabela 7).

[00101] Em algumas concretizacdes, os anticorpos da presente in-
vencdo, tais como os anticorpos de anti-TGFbeta, ndo tém a lisina C-
terminal na cadeia pesada. A lisina C-terminal pode ser removida du-
rante a fabricacdo ou por tecnologia recombinante (isfo €, a sequéncia
de codificacdo da cadeia pesada ndo inclui um cddon para a lisina
terminal C-terminal). Assim contemplado dentro da invencéo também
séo anticorpos compreendendo a sequéncia de aminoacidos de cadeia
pesada de SEQ 1D NO: 2 ou 13 sem a lisina C-lerminal. Um poli-D
peptideo pode ser ligade ao C-terminal de uma cadeia pesada com ou
sem a lisina C-terminal.

Métodos de tratamento

[00102] Em uma concretizacao particular, um método de tratamento
de um individuo tal como um paciente humano para perda 6ssea as-
sociada ao TGFB inclui administracdo de uma quantidade eficaz de um
anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para ¢ 0sso para o individuo.
O método pode ainda incluir uma etapa de medicdo ou deteccao de
uma reducdo em niveis ou atividade de TGFB, uma reducao em perda
gssea ou a taxa de perda Ossea, um aumento na densidade 6sses,
efou um aumento na resisténcia dssea.

[00103] Uma "quantidade eficaz”, como usado aqui, refere-se a
uma gquantidade de um agente terapéutico, tal como um anticorpo ou
fragmento de anticorpo de o-TGFB, que quando administrado a um
individuo gue necessita do mesmo melhora a saude do individuo, {ais
como, por exemplo, por reducao dos niveis ou atividade de TGFp as-
sociados ao 0880, reducdo de perda 6ssea ou da taxa de perda 6ssea,
aumento da densidade 6ssea, e/ou aumento da resisténcia 0ssea.
[00104] Como usado aqui, o termo "individual” refere-se a um ani-
mal. Exemplos de individuos incluem seres humanos, animais domes-

ticados, animais domeésticos, e oulros animais sem limitacdo. Outros
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exemplos de individuos incluem animais tendo uma doenca 6ssea as-
sociada ao TGFB.

[001085] Em uma outra concretizacdo, formulacdes ou composicbes
de anticorpe farmacéuticas incluinde formulactes de produto de far-
maco liquidas aquosas e formulacdes de produto de farmaco licfiliza-
das contendo um ou mais anticorpos de anti-TGFbeta de direciona-
mento 6sseo tais como conjugados quimicos ou variantes de fuséo
recombinantes sdo contemplados. Composicdes farmacéuticas inclu-
indo anticorpo de anti-TGFbeta de direcionamento ésseo efou frag-
mentos de anticorpo pedem ser formulados como descritos na publi-
cacdo de pedido de patente U.S. No. 2014/0286333 A9, que ¢ incorpo-
rada agui por referécia, ou de outra maneira como é conhecida na tée-
nica.

[00106] Em uma concretizacgo particular, um método para o trata-
mento de doenca 6ssea inclui administracdo de uma quantidade eficaz
de um anticorpo de anti-TGFbeta direcionado para ¢ 0sso to um indi-
viduo com uma doenca 6ssea, tal como uma doenca 0sseas associa-
da a doenca de rim cronica, cancer metastase para ¢ 08s0, ou condi-
ches metabdlicas anormais. Em uma outra concretizacdo particular,
um método para o tratamento de osteogénese imperfeita inclui admi-
nistracéo de uma quantidade eficaz de um anticorpo de anti-TGFbeta
direcionado para o 0sso para um individuo com osteogénese imperfei-
ta. Em uma outra concretizacao, um metodo para o tratamento de os-
teoporose inclui administracéo de uma quantidade eficaz de um anti-
corpo de anti-TGFbeta direcionado para o 0s8s0 to um individuo com
osteoporose.

[00107] Em algumas concretizacbes, 0s pacientes sdo tratados com
uma combinacdo de um anticorpo de direcionamento ésseo ou frag-
mento de anticorpo da presente invencdo e um oulro agente terapéuti-

co, tal como um agente terapéutico para uma condicdo de perda dsses
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{por exempilo, bisfosfonatos). O anticorpo ou fragmento de anticorpo e
outro agente terapéutico podem ser administrados ac paciente simul-
taneamente ou sequenciaimente.

[00108] Em algumas concretizactes, 08 anticorpos de direciona-
mento 0sseo e outros componentes usados nos métodos de tratamen-
to da presente invencéo podem ser providos em "kits" ou artigos de
manufatura.

Métodos de formacio de anticorpos

[00109] Os anticorpos ou os fragmentos da presente invencado po-
dem ser feitos por meétodos bem estabelecidos na técnica. Sequén-
cias de DNA que codifica as cadeias leve e pesada dos anticorpos po-
dem ser inseridos para dentro dos vetores de expressdo 1ais que 08
genes sao operativamente ligados as sequéncias de controle de ex-
pressac necessarias tais como sequéncias de controle franscritivas e
translacionais. Vetores de expressdo incluem plasmideos, retrovirus,
adenovirus, virus adenc-associados (AAV), virus de plania tais como
virus de mosaico de couve-flor, virus de mosaico de tabaco, cosmi-
deos, YACs, epissomas derivadas de EBV, e semelhantes. A sequén-
cia de codificacdo de cadeia leve de anticorpo e a sequéncia de codifi-
cacdo de cadeia pesada de anticorpo podem ser inseridas para dentro
dos vetores separados, e podem operativamente ligadas as mesmas
ou diferentes sequéncias de controle de expressao (por exemplo, pro-
motores). Em uma concretizacdo, ambas as sequéncias de codifica-
¢80 sdo inseridas para dentro do mesmo velor de expresséo e podem
ser operativamente ligadas as mesmas sequéncias de controle de ex-
pressaoc (por exemplo, um promotor comum), para separar sequéncias
de controle de expresséo idénticas (por exemplo, promotores), ou para
diferenciar sequéncias de controle de expressio (por exemplo, promo-
tores). As sequéncias de codificacdo de anticorpo podem ser inseri-

das para dentro do velor de expressdo por métodos padrdo (por
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exemplo, ligacdo de sitios de restricao complementares on ¢ anticorpo
gene fragmento e vetor, ou ligacao final abrupta se nenhum sitic de
restricdo estiver presente).

[00110] Além dos genes de cadeia de anticorpo, os vetores de ex-
pressac recombinantes podem portar sequéncias reguladoras que
controlam a expresséo dos genes de cadeia de anticorpo em uma cé-
fula hospedeira. Exemplos de sequéncias reguladoras para expressao
de célula hospedeira de mamifero incluem elementos virais gue diri-
gem altos niveis de expressdo de proteina em células de mamifero,
tais como promotores e/ou melhoradores derivados de LTRs refrovi-
rais, citomegalovirus (CMV) (lais como o promotor/meihorador de
CMV), Virus de Simio 40 (8V40) (tal como o promotor/melhorador
SV40), adenovirus, (por exemplo, o promotor tardio principal de ade-
novirus (AJMLP)), polioma e fortes promotores de mamifero tais como
imunoglobulina nativa e promotores de actina.

[00111] Além dos genes de cadeia de anticorpo e sequéncias regu-
ladoras, os vetores de expressdo recombinantes da invencéo podem
portar sequéncias adicionais, tais como sequéncias que regulam repli-
cacdo do vetor em células hospedeiras (por exemplo, origens de repli-
cacdo) e genes marcadores selecionaveis. Por exemplo, 0 gene mar-
cador selecionavel confere resisténcia a farmacos, tal como G418, hi-
gromicina ou metotrexato, em uma célula hospedeira para dentro do
qual o vetor foi introduzido. Genes marcadores selecionaveis podem
incluir o gene de reductase de diidrofolato (DHFR) (para o uso nas cé-
fulas hospedeiras de dhf com selecao/ampliacGo de metotrexato), o
gene neo (para selecdo de G418), e o gene de sintetase de glutamato.
[00112] Os vetores de expresséo que codificam os anticorpos da
presente invencdo séo introduzidos para células hospedeiras para ex-
presséo.  As celulas hospedeiras sdo cullivadas sob condicbes ade-

quadas para expresséo do anticorpo, gue € entdo coletado e e isolado.
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Células hospedeiras incluem célula hospedeira de mamifero, plants,
bacteriana ou de levedura. Linhas de celulas de mamifero disponiveis
como hospedeiros para a expressdo bem conhecidos na técnica e in-
cluem muitas linhas de células imortalizadas disponiveis da American
Type Culture Collection (ATCC). Estas incluem, infer alia, células de
ovarios de hamster chinés (CHO), células de NSO, células de SP2, ¢cé-
fulas de HEK-293T, células de 283 Freestyle (Invitrogen), células de
NIH-3T3, células de Hela, células de rim de hamster bebé (BHK), cé-
lulas de rim de macaco verde Africano (COS), células de carcinoma
hepatocelular de ser humano (por exemplo, Hep G2), células de AB49,
e numerosas de outras linhas de células. Linhas de ceélulas podem ser
selecionadas com bhase em seus niveis de expressédo. QOulras linhas
de células que podem ser usadas sao linhas de células de inseto, tais
como células de SfS ou de Sf21.

[00113] Aléem disso, expresséo de anticorpos pode ser melhorada
usando numerosas técnicas conhecidas. Por exemplo, o sistema de
expressac de gene de sintetase de glutamina (o sistema de 5S) € uma
abordagem comum para o melhoramento de expressao sob cerias
condicdes.

[00114] Meio de cultura de tecido para as células hospedeiras pode
incluir, ou estar livre de, componentes derivados de animal (ADC), tal
como albumina de soro bovino. Em algumas concretizacdes, meio de
culturas livre de ADC é preferido para seguranca humana. Cultura de
tecidos pode ser realizada usando 0 método de alimentacéo por bate-
fada, um método de perfusdo continua, ou qualquer outro método
apropriado para as células hospedeiras e o rendimento desejado.

Composictes farmacéuticas

[00115] C anticorpo da invencdo pode ser formulado para estabili-
dade de armazenagem adequada. Por exemplo, o anticorpo pode ser

liofilizado ou armazenado ou reconstifuido para o uso usando excipien-
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tes farmaceuticamente aceitaveis. Para uma terapia de combinacéo,
os dois ou mais agentes terapéuticos tais como anticorpos podem ser
co-formulados, por exemplo, misturados e providos em uma composi-
¢cao simples.

{00118} O termo "excipiente” ou "veiculo” é usado agqui para des-
crever qualquer ingrediente outro ndo que ofs) composto(s) da inven-
¢cao. A escolha de excipiente(s) em uma grande exiensdo depende-
ra{&o) dos fatores tais como do modo particular mode de administra-
¢ao, do efeito do excipiente sobre a solubilidade e estabilidade, e da
natureza da forma de dosagem. "Excipiente farmaceuticamente acei-
tavel" inclui qualquer e a totalidade de solventes, meio de dispersdo,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifingicos, agenies de
atraso de absorcao e isotdnicos, e semelhantes gue sio fisiologica-
mente compativeis. Some exemplos de excipientes farmaceuticamen-
te aceitaveis 380 agua, solucdo salina, solucdo salina tamponada por
fosfate, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes, bem como suas com-
binacBes. Em alguns casos, agenies isotdnicos, por exemplo, acuca-
res, polidlcoois tal como manitol, sorbitol, ou cloreto de sédio estara
incluido na composicdo. Exemplos adicionais de substancias farma-
ceuticamente aceitaveis sdo agentes de umectacdo ou gquantidades
menores de substancias auxiliares tal como agente de umectacdo ou
emulsificacao, preservativos ou tampdes, que melhoram a vida de pra-
teleira ou eficacia do anticorpo.

[00117] Uma composicdo farmacéutica da invencdo pode ser pre-
parada, embalada ou vendida a granel, como uma unica dose unitaria,
ou como uma pluralidade de unicas doses unitarias. Como usado aqui,
uma "dose unitaria” € uma guantidade discreta da composicdo farma-
céutica compreendendo uma gquantidade predeterminada do ingredien-
te ativo. A quantidade do ingrediente ativo é em geral igual a dosagem

do ingrediente ativo que seria administrada a um individuo ou uma fra-
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¢c&ao conveniente de tal dosagem tal como, por exempio, metade ou um
terco de tal dosagem.

[00118]  As composicbes farmacéuticas da invencao sédo tipicamen-
te adequadas para a administracdo parenteral. Como usado aqui,
"administracdo parenteral” de uma composicdc farmacéutica inclui
gualquer rota de administracgo caracterizada por rompimento fisico de
um tecido de um individuo e administracdo da composicdo farmacéuti-
ca atraveés do rompimento no tecido, assim em geral resultando na
administracao direta na corrente sanguinea, no musculo, ou em um
orgao interno. Administracao parenteral assim inclui, mas néo é limita-
da a, administracdo de uma composicao farmacéutica por injecéo da
composicao, por aplicacao da composicao através de uma inciséo ci-
rurgica, por aplicacdo da composicao atraves de um ferimento nao ci-
rurgico de penetracdo no tecido, e semelhantes. Em particular, admi-
nistracdo parenteral é contemplada como incluindo, mas ndo se limi-
tando a, injecao ou infusao subcutanea, intraperitoneal, intramuscular,
intrasternal, intravenosa, intraarterial, intratecal, intraventricular, infrau-
retral, intracranial, intratumoral, e intrassinovial, e {écnicas de infusio
dialitica de rim. Perfusdo regional &€ também contemplada. Concreti-
zacOes preferidas podem incluir as rotas intravenosa e subcuténea.
[00119] Formulacbes de uma composicdo farmacéutica para a ad-
ministracdo parenteral tipicamente compreendem o ingrediente ativo
combinado com um veiculo farmaceuticamente aceitavel, tal como
agua estéril ou solucdo salina isotdnica estéril. Tais formulacbes po-
dem ser preparadas, embaladas ou vendidas em uma forma adequada
para administracdo bolus ou para administracdo continua. Formula-
¢hes injetaveis podem ser preparadas, embaladas ou vendidas em
uma forma de dosagem unitaria, tais como ampolas ou recipientes de
multiplas doses contendo um preservativo. Formulacdes para a admi-

nistracdo parenteral incluem, mas ndo sao limitadas a, suspensbes,
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solucdes, emulsbes em veiculos aquosos ou 0leosos, pastas, e seme-
thantes. Tais formulacdes podem ainda compreender um ou mais in-
gredientes adicionais incluindo, mas ndo se limitando a, agentes de
suspensao, de estabilizacdo ou de dispersdo. Em uma concretizacdo
de uma formulacao para a administracdo parenteral, o ingrediente ati-
vo € provido em uma forma seca (isto ¢, pd ou granular) para reconsti-
tuicdo com um veiculo adequado (por exemplo, agua livre de pirogéni-
co estéril) antes da administracado parenteral da composigéo reconsti-
tuida. Formulacbes parenterais também incluem solucbes agquosas
que podem conter excipientes tais como sais, carboidratos e agentes
de tamponamento (por exemplo, um pH de desde 3 a 9}, mas, para
algumas aplicacdes, elas podem ser mais adequadamente formuladas
como uma solucdo nac aquosa estérii ou como uma forma seca para
ser usada em combinacdo com um veiculo adequado tal como agua
livre de pirogénio, estéril. Formas de administracéo parenteral exem-
plar incluem solugbes ou suspensdes em soluches aguosas estéreis,
por exemplo, solucdo de propileno glicol aguosc ou de dextrose. Tais
formas de dosagem podem adequadamente ser famponada, se dese-
jado. Qutras formulactes parenteralimente administraveis que séo
uteis incluem aquelas que compreendem o ingrediente ativo na forma
microcristalina, ou em uma preparacdo lipossomal. Formulacbes para
a administracdo parenteral podem ser formuladas como tendo libera-
cao imediata e/ou modificada. Formulacdes de liberacao modificadas
incluem liberacao atrasada, sustentada, pulsada, controlada, direcio-
nada e programada.

[00120] Em algumas concretizacdes, o anticorpo ou o fragmento de
ligacao de antigeno da presente invencado pode ser administrado a 40,
20, ou 15 mg/kg ou menos (tal como 14, 13, 12, 11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4,
3, 2, ou 1 mg/kg). Em algumas oulras concretizacbes, as doses po-
dem ser de 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 01, 0.2, 0,3, 0,4, ou 05
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mg/kg. A frequéncia de administrac8o dosada pode ser, por exemplo,
diaria, a cada dois, trés, quatro ou cinco dias, semanaimente, bisse-
manaimente, ou trissemanaimente, mensalments, bimensalmente, a2
cada trés meses, a cada seis meses, ou a cada doze meses, ou guan-
do necessario. O anticorpo pode ser administrade por rota infravencsa
{por exemplo, infusdo intravenosa no periodo de 0,5-8 horas), subcu-
taneamente, intramuscularmente, ou qualquer outra rota de adminis-
tracao que € apropriada para a condicéo e a formulacao de farmaco.

Concretizacdes Exemplares

[00121] Cutras concretizacbes particulares da presente invencéo
s&o descritas como se segue.

1. Um anticorpo, ou um fragmento de ligagédo de antige-
no do mesmo, compreendendo uma cadeia pesada, uma cadeia leve,
e um ou mais peptideos de (poli-D) de poliaspariato ligado(s) a (i) ca-
deia pesada, (ii) o C-lerminal da cadeia leve, ou (jii) ambas (i) e (ii).

2. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizacdo 1, em que 0s um ou mais poli-D peptideos estéo ligados
a o anticorpo ou o fragmento de ligacao de antigeno por conjugacao
quimica.

3. O anticorpo ou o fragmento de ligacio de antigeno da
concretizac8o 2, em que 08 um ou mais poli-D peptideos sdo conjuga-
dos a cadeia pesada na regido de dobradica ("hinge regiao”).

4. O anticorpo ou o fragmento de ligacio de antigeno da
concretizac8o 2 ou 3, em que 0s um ou mais poli-D peptideos s&o con-
jugados ao anticorpo ou ao fragmento de ligacao de antigeno por um
espacador de polietileno glicol (PEG).

5. O anticorpe ou ¢ fragmento de ligacao de antigeno da
concretizacac 1, compreendendo um poli-D peptideoc integral com uma
sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada ou a cadeia leve,

6. O anticorpe ou ¢ fragmento de ligacao de antigeno da

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 56/216



42192

concretizacao 5, compreendendo um poli-D peplideo integral com ¢©
N-terminal da cadeia pesada.

7. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizacao 5, compreendendo um poli-D peplideo integral com ¢©
C-terminal da cadeia pesada.

8. O anticorpo ou o fragmento de ligacao de antigeno da
concretizacao 5, compreendendo um primeire poli-D peptideo integral
com o N-terminal da cadeia pesada e um segundo poli-D peptideo in-
tegral com o C-terminal da cadeia pesada.

9. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno de
gqualgquer uma das concretizacdes de 5-8, compreendendo um poli-D
peptideo integral com o C-terminal da cadeia leve.

10. O anticorpo ou o fragmento de ligacao de antigeno de
gqualgquer uma das concretizacdes de 5-9, em gque o(s) poli-D peptideos
sao fundidos a cadeia pesada ou a cadeia leve via um ligante de pep-
tideo,

11. O anticorpo ou ¢ fragmenio de ligacao de antigeno da
concretizac8o 10, em que o ligante de peptideo compreende de 1-3
repeticbes da sequéncia de amincacidos GGGGS (SEQ 1D NO: 9).

12. O anticorpo ou o fragmento de ligacéo de antigeno de
gualquer uma das concretizacbes precedentes, em gue 08 UM ou Mais
poli-D peptideos cada um independentemente compreendem de 2 - 30
residuos de acido aspartico.

13. O anticorpo ou o fragmento de ligacao de antigeno da
concretizacao 12, em que os um ou mais poli-D peptideos cada um
compreendem 10 residuocs de acido aspartico (SEQ ID NO: 1).

14. O anticorpe ou ¢ fragmento de ligacao de antigeno de
qualquer uma das concretizacbes precedentes, em que o anticorpe é
uma igG.

15. O anticorpe ou ¢ fragmento de ligacao de antigeno da
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concretizacao 15, em que o anticorpo € uma IgGq ou IgGa.

16. O anticorpo ou ¢ fragmenio de ligacao de antigeno de
qualquer uma das concretizacdes precedentes, em que o anticorpo ou
o fragmento de ligacdo de antigeno especificamente se liga a um ou
mais de TGFR1, TGFR2, e TGFRE3.

17. O anticorpo ou o fragmento de ligacao de antigeno da
concretizacao 18, em que o anticorpo compreende as regifes determi-
nantes de complementaridade (CDR) de cadeia pesada de 1-3 na
SEQ ID NO: 13 e de cadeia leve CDR1-3 na SEQ ID NO: 15,

18. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizacao 17, em gque o anticorpo compreende um dominio varia-
vel de cadeia pesada (Vn) sequéncia de aminoacidos qgue corresponde
a residuos 1-120 de SED ID NO: 13 e um dominio variavel de cadeia
leve (V1) sequéncia de aminoacidos que corresponde a residuos 1-108
de SEQ 1D NO: 15.

19. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizacdo 17 ou 18, em que o anticorpo compreende uma regido
constante de IgGs de ser humano fendo uma prolina na posicao 228
{(numeracéao EU).

20. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizac8o 19, em que a cadeia pesada do anticorpo compreende a
sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 13 com ou sem a lisina de
C-terminal de cadeia pesada, & a cadeia leve do anticorpo compreen-
de a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOG: 15.

21. O anticorpo da concretizacdo 17, em que a cadeia
pesada compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ D NOC: 13
com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia pesada, SEQ ID NO: 14
com ou sem a lisina imediatamente precedente a sequéncia de D10 C-
terminal, SEQ 1D NO: 16 com ou sem a lisina de C-terminal de cadeia

pesada, ou SEQ 1D NO: 17 com ou sem a lisina imediatamente prece-
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dente a sequéncia de D10 C-terminal, e a cadeia leve compreende a
sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 15, 19, 21, ou 22.

22. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno da
concretizacao 16, em que o anticorpo € um anticorpo de camundongo
1011 tendo as sequéncias de aminoacidos de cadeia pesada e de ca-
deia leve SEQ 1D NO: 2 com ou sem a lisina C-terminal e SEQ 1D NO:
8, respectivamente.

23.  Um anticorpo de lgGs que liga TGFB1, TGFB2, &
TGFBE3 de ser humano, em que a cadeia pesada do anticorpo compre-
ende a sequéncia de amincacidos de SEQ 1D NO: 14 (com ou sem a
lisina imediatamente precedente da sequéncia de D10 C-ierminal), e a
cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO:
15.

24.  Um anticorpo de lgGs que liga TGFB1, TGFB2, &
TGFBE3 de ser humano, em que a cadeia pesada do anticorpo compre-
ende a sequéncia de amincacidos de SEQ 1D NO: 17 (com ou sem a
lisina imediatamente precedente da sequéncia de D10 C-ferminal}, e a
cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ 1D NO:
15.

25. O anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno de
gualquer uma das concretizaches precedentes, em que 0 anticorpo ou
o fragmento de ligac&o de antigeno exibe pelo menos um aumento de
duas vezes na localizacio para 0 0880 em comparacdo com um anti-
COrpe com a mesma cadeia pesada e cadeia leve mas carecendo ofs)
poli-D peptidecs.

26. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigeno de qualguer uma das
concretizacles precedentes e um excipiente farmaceuticamente acei-
tavel.

27.  Um métlodo para o tratamentc de um individuo com
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uma a condicdo 6ssea que se beneficia da TGFB, compreendendo a
administracaoc ac individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
de anti-TGFbeta ou fragmento de ligacdo de antigeno de qualquer
uma das reivindicagbes de 16-25.

28. O metodo da concretizacdo 27, ainda compreenden-
do deteccao de pelo uma de (1) uma reducdo em niveis de TGFB, (2)
uma reducao em atividade de TGFB, (3) uma reduc8o em perda oés-
sea, (4) uma reducdo em taxa de perda 6ssea, (5) um aumenio na
densidade 6ssea, (6) um aumento na resisténcia 0ssea, e (7) uma re-
ducdo em niveis de HL-11.

29.  Um anticorpo ou fragmento de ligagédo de antigeno de
gualquer uma das concretizacbes de 16-25 para o uso no tratamento
de um individuo com uma a condicao 0ssea que se beneficia da TGFB.

30.  Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo de an-
tigeno de qualquer uma das concretizacdes de 16-25 para a fabrica-
cao de um medicamento para o tratamento de um individuo com uma
a condicao 0ssea que se beneficia da TGFR.

31. O meétodo da concretizacdo 27, o anticorpo ou o fra-
gmento de ligacdo de antigeno para o uso da concretizacdo 29, ou ©
uso da concretizacéo 30, em que o individuo € um ser humano.

32. O método, anticorpo ou fragmento de ligacdo de anti-
genc para o uso, ou usoc da concretizacdo 31, em gue o ser humano
tem osteogénese imperfeita.

33. O método, anticorpo ou fragmento de ligacdo de anti-
genc para o uso, ou usoc da concretizacdo 31, em gue o ser humano
tem perda Ossea ou osteoporose.

34. O método, anticorpo ou fragmento de ligacdo de anti-
genc para o uso, ou usoc da concretizacdo 31, em gue o ser humano
tem uma doenca de rim crénica.

35. O método, anticorpo ou fragmento de ligacdo de anti-
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geno para o uso, ou uso da concretizacao 31, em que o ser humano é
um paciente com céncer com metastase 4ssea.

36. Uma molécula de acido nucleico isclada, compreen-
dendo uma sequéncia de nucleotideos que codifica a cadeia pesada, a
cadeia leve, ou ambas, do anticorpo ocu o fragmento de ligacéo de an-
tigeno de qualguer uma das concretizacbes de 1-25.

37.  Um vetor de expressdo compreendendo a molécula
de acido nucleico isclada da concretizacio 36.

38. Uma célula hospedeira compreendendo o vetor de
expressao da concretizacéo 37.

39. A célula hospedeira da concretizagdo 38, em que a
celula hospedeira é uma célula de mamifero.

40.  Um meétodo de producédo de um anticorpo ou frag-
mento de ligacdo de antigeno de qualquer uma das concretizacdes de
1-25, 0 método compreendendo:

prover uma ceélula hospedeira compreendendo uma primei-
ra € uma segunda sequéncia de nuclectideos que codificam a cadeia
pesada e cadeia leve, respectivamente, do anticorpe ou o fragmento
de ligacdo de antigeno,

desenvolver a célula hospedeira sob condicbes que permi-
tem a producao do anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno, &

recuperar ¢ anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antige-
no.

41. O método da concretizacdo 40, em que a primeira
sequéncia de nucleotideos compreende SEQ ID NO: 23, 24, 25, ou 26
{com ou sem o codon para a lisina de C-terminal de cadela pesada), e
a segunda sequéncia de nucleotideos compreende SEQ D NO: 27,
29, 31, ou 32.

42.  Um método de producao de um anticorpo de direcio-

namento 6sseo ou fragmento de ligacao de antigeno, compreendendo:
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prover um anticorpo ou um fragmento de ligacdo de antige-
no do mesmo e um ou mais poli-D peptideos, e

ligar os poli-D peptideos ao anticorpo através de uma liga-
¢c&ao covalente por conjugacdo quimica.

43. ©C método de qualguer uma das concretizagbes de
40-42, ainda compreendendo formulacao do anticorpo ou do fragmen-
{o de ligacdo de antigeno como uma composicao farmacéutica com-
preendendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

44 Um metodo de producdo de uma composicao farma-
céutica de direcionamento ésseo, compreendendo:

prover um anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigeno
de gualguer uma das concretizacgdes de 1-25, ¢

misturar o anticorpo ou do fragmento de ligacido de antige-
no com um veiculo farmaceuticamente aceitavel,
[00122] A invencao sera ainda descrita nos seguinies exemplos,
que nao limitam o escopo da invencao descrite nas reivindicacdes.
EXEMPLOS
[00123] Os Exemplos que seguem sao ilustrativos das concretiza-
ches especificas da invencdo, e varios seus usos. Eles sdo indicados
para as finalidades explanatérias apenas e ndo devem ser tomadas
como limitantes da invencéao.
Anficorpo de TGFB
[00124] Um primeiro anticorpo de anti-TGFB, chamado aqui de
mAb1, & um anticorpo monocional de IgG1 de camundongo especifico
para TGF-B1, TGF-B2, e TGF-B3 de ser humano ("pan-especifico”} e
esta disponivel de R&D Systems (Clone# 1D11, Minneapolis, MN). O
anticorpe mAb1 serviu como um modelo nos exemplos.
[00125] Um segundo anticorpo de anti-TGFB, chamado aqui de
mAb2, usado nos exemplos € um anticorpe de anti-TGFB IgG4 com

uma mutacao de dobradica ("hinge mutation”) S228P (numeracéo EU).
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O anticorpo mAb2 € similar a anticorpos revelados na patente U.S. No.
9.090.685, que € incorporado por referénica. Anticorpo mAb2 tem um
peso molecular estimado de 144 KD quando néo glicosilado. Suas
sequéncias de aminoacidos de cadeia pesada e cadeia leve sdo SEQ
1D NOS: 13 e 15, respectivamente. Estas duas sequéncias sdo mos-
tradas abaixo. Dominios variaveis s&o em italicos, e sdo designados
aqui o dominio varidvel de cadeia pesada (HCVD, SEQ ID NO: 39) e
dominio variavel de cadeia leve (LCVD, SEQ ID NO: 40). CDRs séo
mostrados em caixas e s&0 designados regiao de determinagédo de
complementaridade de cadeia pesada 1 (HCDR1, SEQ ID NO: 33);
HCDR2 (SEQ ID NO: 34); e HCDR3 (SEQ ID NO: 35), e regido de de-
terminacéo de complementaridade de cadeia leve 1 (LCDR1, SEQ ID
NO: 368}, LCDR2 (SEQ ID NO: 37);, e LCDR3 (SEQ 1D NO: 38). O sitio
de glicolisacado no dominio constanie da cadeia pesada esta em negri-
to (N297).

QVQLVQSGAE VKKPGSSVKY SCKASGYTFS
PGQGLEWMGG VIPIVDIANY|
AQRFKGRVTI  TADESTSTTY  MELSSLRSED  TAVYYCASTL

GLVLDAMDYW GQGTLVTVSS
ASTRKGPSVFP  LAPCSRSTSE  STAALGCLVK  DYFPEPVTVS
WNSGALTSGV HTFPAVLQSS
GLYSLSSVWT  VPSSSLGTKT  YTONVDHKRPS NTRVDKRVES
KYGPPCPPCP APEFLGGPSY

FLFPPKPKDT  LMISRTPEVT  CVVWWDVSQED  PEVQFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQFNSTY
RVVEVLTVLH  QDWLNGKEYK  CKVSNKGLPS  SIEKTISKAK
GQPREPQVYT LPPSQEEMTK
NQVSLTCLVK  GFYPSDIAVE WESNGOPENN  YKTTPPVLDS
DGSFFLYSRL TVDKSRWQEG
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NVFSCEVMHE ALHNHYTQKS LSLSLGK (SEQ 1D NO: 13)

ETVLTQSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSLG SSYLAWYQQK

PGQAPRLLIY [GASSRAPGIP

DRFSGSGSGT  DFTLTISRLE  PEDFAVYYOQ  QYADSPITFG
QGTRLEIKRT VAAPSVFIFP

PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF  YPREAKVQWK  VDNALQSGNS
QESVTEQDSK DSTYSLSSTL

TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVTKSF NRGEC (SEQ ID NO:
15)

[00126] Como descrito aqui, outros anticorpos, fragmentos de anti-
corpo, proteinas, ou peptideos que ligam proteinas envolvidas na for-
macao 6ssea ou na manutencdo 6ssea podem ser usadas.

Exemplo 1: Preparacao de conjugados quimicos de D10 peptideo
com anticorpo de mAb1 o-TGFB

[00127] Conjugados quimicos de D10 peptideo do anticorpo de o-
TGFB mAb1 foram preparados do modo mostrado na FIG. 2. mAb1
(2,0 mg) fol trocado em tampao de borato desgaseificado (cloreto de
sédio a 25 mM, DTPA a 1 mM, borato de sédio a 20 mM pH 8,0) por
trés rodadas de ultrafiltracdo sobre filtros centrifugos Amicon® Ultra 50
kDa MWCO (EMD Millipore). Os dissulfetos de regido de dobradica
foram entdo reduzidos com 12 mol:mol ditiotreitol (DTT) per mADb por 2
h a 37C. O produto foi dessalinizado sobre um filtro de 4 mL Amicon®
Ultra com tampéo de borato desgaseificado. Aliquotas (1 nmotl, 150
ug) foram reagidas a 25T com quantidades crescentes (de 1-15
molimoly de D10-maleimida peplides (Ac-D10-C2-PEG12-C6-
maleimida, onde PEG12 consiste de um PEG de comprimento definido
contendo 12 grupos de &xido de etileno). Depois de 1,5 h, grupos de

tiol ndo reagidos restantes foram bloqueados pela adicao de 12 equi-
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valentes de N-etilmaleimida seguido por incubacéo por 1,5 h. Os pro-
dutos foram dessalinizados por ultrafiltracao. A FIG. 3A mostra SDG-
PAGE de 0,5 ug de cada produto em um gel de 4-12% de NuPAGE
manchado com SimplyBlue® (Thermo Scientific) e formado imagem por
um scanner IV proximo Odyssey® (LiCor). Os perfis de fluorescéncia
de raia foram integrados usando software AlphaView (ProteinSimple
Corp.) e a razdo de peptideo para anticorpo (PAR) determinada. Des-
locamento pequenc na mobilidade em cada cadeia pesada ou cadeia
leve foi admitida a representar a adicdo de um unico D10 peptideo que
& consistente com ¢ maximo de 5 tiras identificaveis para a cadeia pe-
sada e 1 para a cadeia leve e emparelha ¢ nimero de cisteinas de re-
gigo de dobradica para cada. O numero medio de peptideos na cadeia
pesada e cadeia leve foi separadamente calculado a partir da soma do
produto da abundancia relativa de cada tira menor vezes seu numero
de peptideo designado. PAR foi calculada a partir da soma daqueles
numeros oriundoes das cadeias leve e pesada duas vezes como cada
cadeia seja representada duas vezes na IgG inteira. O valor de PAR
vs. a razao de peptideo-maleimida:mAb na reacdo de conjugacdo
gquimica € mostrada na FiG. 3B gue mostra um aumento linear na PAR
com numero crescente de peptideos conjugados até 8 moles:mol.
Exemplo 2: Ligagdo de conjugados quimicos mADb1-D10 a TGF-B1
[00128] Neste exemplo, um conjunic de conjugados quimicos de
variagdo de PAR foi preparado na mesma forma como descrito no
Exemplo 1 exceto gue a razdo de DTT foi variada de 8-10 molmol e a
maleimida-peptideo:mAb ou foi 3 ou 15 molmol. Como um controle,
um conjugado quimico de 1gG1 de ser humano (Herceptin®) foi prepa-
rado por reducdo de seus dissulfetos de dobradica ("hinge”) por 3
mol:mol tris(2-carboxietilfosfina ) (TCEP) por 2 h 37T sob argbnio se-
guido por reacgdo com 15 molmol maleimida-peptideo de um dia para

o outro a 25T e foi purificado por dessalinizacao usando ultrafiltracéo.
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[00129] Para avaliar sua capacidade de ligar TGF-B1, 08 conjuga-
dos guimicos foram misturados com TGF-B1 em uma razdo molar de
1:1 seguido por cromatografia de excluséo por tamanho em Superdex
200 (G.E. Healthcare) na solucdo salina tamponada por fosfalo (PBS)
pH 7,2. O conjugado quimico mAb1-D10 sozinho forneceu a pico um
tanto heterogéneo eluindo-se mais cedo do que mAb1 ndo modificado
como mostrado na FIG. 4A, que é provavel devido a efeitos de carga
produzidos pelos conjugados de peptideos. Adicdo de TGF-B1 ao con-
jugado produziu um pico de eluicdo mais cedo do que ou mAbi ou ©
conjugado quimico mAb1-D10, indicando formacdo de um complexo
de peso molecular mais alto (FIG. 4B). Similarmente, adicdo de TGF-
31 a anticorpo mAb1 ndo modificado produziu um deslocamenio para
um tempo de retencdo anterior (FIGS. 4C, 4D). Em contraste com is-
50, embora conjugacado quimica de D10 a Herceptin® causou um des-
locamento no tempo de retencdo do anticorpo sozinho como com ©
conjugade mAbt (FIGS. 4E, 4F), adicdo de TGF-B1 (1 molmeol) ao
conjugado de Herceptin®-D10 nao conseguiu  produzir qualquer mu-
danca em seu tempo de eluicdo ou MW (FIGS. 4F, 4G) indicando liga-
¢c&o ao conjugado ndo ocorreu CoOMo uma consequéncia da conjuga-
Cao.

Exemplo 3: Ligacdo dependente de peptideo de um conjugado
quimico mAb1-D10 a hidroxipatita

[00130] Neste exemplo, um conjugado quimico de D10 com mAb1,
tal como mostrado na FiG. 2, foi produzido por reducdo de os dissulfe-
tos de regiaoc de dobradica com 12 eg DTT em NaCl a 25 mM, DTPA a
1 mM, borato de sodio a 20 mM pH 8 por 2 h a 37T s eguido por rea-
cao com de 2 moles:mol de 2,2'-dipiridil dissulfeto (Sigma) para con-
verter uma porcao dos ticis livres de volia para dissulfetos. [sso foi
seguido por reacdo com D10-maleimida peptideo descrito no Exemplo
1. O produto final foi purificado por ultrafitracdo. Uma porcéo (25 pg)
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foi trocada em fosfate de s6dic a 5 mM pH 7.4 sobre uma coluna de
rotacdo e foi cromatografada sobre uma coluna de 100 uyb de hidroxi-
patita de cerdmica (CHT) tipo l (BioRad) e foi eluida com um gradiente
de fosfalo de sodic a 5-500 mM pH 7.4 a uma taxa de fluxe de 0,5
mL/min. mAb1 nao modificado foi usado como um controle. O perfil de
coluna Aqzsn € mostrado na FIG. 5A. mAb1 mostrou apenas trago que
se liga a coluna enquanto que cerca da metade do conjugado é ligado
e e eluido em volta do fosfato a 0,2 M. Fragbes foram concentradas e
foram analisadas por SDS-PAGE (FIG. 5B). A fracgo néo ligada (ma-
terial escoavel de ou "FT") mostrou a maior parte de mAb ndo modifi-
cado enquanto que o conjugado continha o pico 4 de dobradica ("hin-
ge") com uma PAR estimada de & por SDS-PAGE.

Exemplo 4: Efeito de uma faixa de carregamento de peptideo na
ligacdo a hidroxipatita

[00131] Neste exemplo, uma serie de conjugados quimicos D10
peptidec com numeros variaveis de peptideos descritos no Exemplo 1
foi cromatografado em uma coluna de tipo H de CHT como descrito no
Exemplo 3. Os perfis de Azso € um diagrama da fracdo de conjugado
figada e os tempos de retencéo de pico s&o mostrados na FIG. 6A.
Como visto na FIG. 6B, a quantidade de conjugado ligado a coluna
aumentou até PAR 3.8, & nivelado, e comegou a diminuir com um nu-
mero maior de peptideos. Em contraste com isso, o tempo de reten-
¢ao do conjugado (indicando a resisténcia da interacio) com a resina
aumentada com numero crescente de peptideos ate 8.

Exemplo 8: Efeito de conjugacdo quimica D10 peptideo a mAb1
em sua poténcia na neutralizacdo de TGF-$1 in vitro

[00132] Neste exemplo, um conjunio de trés conjugados mAb1-
D10, tal como mostrado na FIG. 2, foi preparado como descrito no
Exemplo 1. Um conjugado de controle foi preparado por omissao do

D10-maleimida peptideo durante a conjugacdo. Por analise de SDS-
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PAGE, tal como mostrade na FlG. 3, o carregamento de peptideo
(PAR) foi determinado como sendo 0, 5 ou 9 para esses rés conjuga-
dos. A capacidade desses conjugados para inativar TGF-B1 fol entéo
determinada por co-incubacaoe com TGF-B1 por 1 h. Diluicbes em série
no meic de crescimento foram entao aplicadas a células de AS49 de
ser humano que expressam ao receptor de TGF-B1 de ser humano
seguido por incubacéo de um dia para o outre. A resposta celular a
TGF-B1 ativo foi entéo determinada por liberacio de [L-11 no meio de
crescimento, que foi detectado por um ensaio de ELISA especifico pa-
ra IL-11. A resposta de IL-11 para os trés conjugados e um controle
mAb1 € mostrado na FIG. 7. Em todos 0s casos, a metade de inibicdo
maxima de liberagéo de 1L-11 (ECso) ocorreu em volta do anticorpo de
0,1 nM. Tanto conjugados (PAR=5 e PAR=8} quanto ¢ conjugado de
imitacdo que carecem de peptideo (PAR=0) mostravam inibicéo leve-
mente melhor do que mAb1. O numero de conjugados de peplideos
n&o tinha nenhum efeito na ECse.

Exemplo 6: Efeito de D10 peptideo conjugado na distribuicéo de
mAb1 administrado a camundongos

[00133] Um conjugado quimico D10-mAb1 foi preparado em uma
forma similar como descrito no Exemplo 1, tal como mostrado na FIG.
2. mAb1 (18,6 mg) foi trocado em tampéo de borato desgaseificado,
foi reagido com 10,6 eqg (1,06 umoles) de DTT por 1,5 h a 37T segui-
do por reacdo sem troca de tampéo com 6 eg D10 peptideo (Ac-D10-
C2-PEG12-CB-maleimida) sob argdnic por 1,5 h g 25T . Tiois livres
nao conjugados foram blogueados por adicdo de 12 eg de N-
etilmaleimida seguido por incubacdo por 30 min a 25T. O produto fi-
nal foi purificado por ultrafiltrac8o. A razéo de peptideo para anticorpo
foi determinada usando SDS-PAGE (PAR~4.8). A cadeia leve mostrou
quantidades em traco de uma lira gue corresponde a adicdo de um

unico peptideo a um residuo de cisieina de cadeia leve.
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[00134] O conjugado e controle de anticorpe mAbt foram separa-
damente marcados com AlexaFluor® 750 (Thermo Fisher) usando
condiches como descrito pelo fabricante. Os artigos de teste fluores-
centes foram administrades a camundongos sem pelo SKH-1 que fo-
ram registrados em imagem com um instrumento VIS (Perkin Elmer)
imediatamente aps6s a administracdo (de 0,3-1 h), e depoisde 4 h, e 1,
2,3, 4 7, 8 e9dias. As imagens de camundongos injetados com 1
mg/kg de mAb1 marcado & conjugado sdo mostrados na FIG. 8A. A
fluorescéncia de mAb1 marcado foi uniformemente distribuida através
de todo o corpo, e este padrdo foi mantide mas diminuido na intensi-
dade no periodo de 9 dias. Em contraste com isso, depois de 1 dia o
conjugado mAb1-D10 foi concentrado a ou proxima a linha media dor-
sal, membros e rabo, consistente com a localizacdo do 0ss0 mas esta-
va em niveis quase indedectaveis em outro lugar no corpo. Consisten-
te com as imagens da FIG. 8A, razbes de fluorescéncia de fémur distal
em comparacao com fluorescéncia do coracdo medidas nas faixas da
FIG. 8A eram significativamente elevadas (P < 0,05) para ¢ conjugado
mAb1-D10 em comparacdo com o controle por 24 h e permaneciam
significativamente elevadas através de 168 h (vide FIG. 8B). Esta dis-
tribuicdo foi mantida no periodo de 9 dias com apenas uma mudanca
menor na intensidade.

Exemplo 7: Preparac8o de variantes de fuséo de anticorpo de an-
ti-TGFB-D10 de camundongo recombinante

[00138] Um conjunto de variantes de fusdo de anti-TGFB-D10 re-
combinante como mostrado nas FIGS. 9A e 9B foi preparado como
descrito abaixo.

Construtos de vefor de expressdo de cadeia leve e pesada

{001386] Um painel de plasmideos para a expresséo de niveis de
cadeia pesada e leve de mAb1 com D-10 peptideos a véarias posicdes

foi gerado. Além disso, dois plasmideos foram também gerados para
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cadeia leve e pesada de mAb1 de tipo selvagem sem D10 peptideos.
Todas as sequéncias otimizadas com coédon foram geradas sintetica-
mente (GeneArt), foram flanqueadas com sitios de enzima de restricdo
apropriados  projetados em gquadro para a finalidade de clonagem.
Trés fragmentos de genes, que codificam regibes constantes de 1gG1
de camundongo com ou sem D-10 peptideos C-terminais e cadeia leve
completa de lipo selvagem de mAb1, foram clonados em um vetor de
expressdo de mamifero epissomal vazio pFF, um analogo do vetor
pTT descrito por Durocher e outros, (2002, Nucl. Acidos Res. 30(2):
E9) para criar "migG1_CH123 _pFF", "migG1_CH123D10_pFF" e
"mAb1_VLCL_pFF" usando enzimas de restricdo Apall/Hindll e liga-
¢ao subsequente. Fragmentos de genes que codificam regides varia-
veis com ou sem D10 peptideo N-terminal foram clonados nos vetores
usando Apall/kbagl para as cadeias pesada e Apall/Mfel para a ca-
deia leve. Fragmentos de genes que codificam a regido constante da
cadeia leve de lg kapp de camundongo com D10 C-terminal e diferen-
tes comprimentos de espacador de G485 (SEQ 1D NO: 9) foram clona-
dos em "mAb1_VLCL_pFF " usando Mfel/Hindlll para substituir a regi-
ao constante de fipo selvagem. Sequéncia de DNA correta esperada
de cada construto foi confirmada por sequenciacdo de DNA (ACGT,
Inc.).

Expressdo e monfagem de variante de fuséo

[00137] As variantes de fusdo foram produzidas por selecao de ca-
da um dos velores de cadeia pesada e cadeia leve para cotransfeccdo
a fim de fornecer as variantes de fusdo e um controle de nao peptideo
como descrito na Tabela 1. "PAR" (razdo de peptideo para anticorpo)
reflete o numero total de peptideos esperado como sendo anexos para
o anticorpo final expresso tanto nas cadeias pesada quanto leve. Vari-
ante de fusdo 1D "mAb1 F1" representa um construto de "tipo selva-

gem” ("wil"y que é substancialmente idénlico a sequéncia de mADb1
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sem meoedificacdo. "HC" indica a cadeia pesada de mAb1, "LC" indica a
cadeia leve de mAb1, "D10" indica o D10 peptideo (SEQ 1D NO: 1), e
"348" indica uma sequéncia espacadora que consiste de gly-gly-gly-
gly-ser (SEQ 1D NO: 8) incorporado em alguns construtos.

Tabela 1 Variantes de fusio recombinantes de mAb1 com D10

Variante Construto de | SEQID Construto de SEQip
- cadeia pe- NO: cadeia leve NO: PAR
sada

mAb1 F1 HC 2 LC 8 0
mAb1 F2 HC 2 D10-LC 7 2
mAb1 F3 HC 2 LC-D10 8 2
mAb1 F4 HC 2 LC-{G48)-D10 11 2
mAb1 F5 HC 2 LC-{G45)-D10 12 2
mAb1F8 HC-D10 3 LC 6 2
mAb1 F7 HC-D10 3 D10-LC 4
mAb1 F8 HC-D10 3 LC-D10 4
mAb1 F9 HC-D10 3 LC-(G48)-D10 11 4
mAb1 F10 HC-D10 3 LC-{G48)-D10 12 4
mAb1 F11 D10-HC 4 i.C 8 2
mAb1 F12 D10-HC 4 D10-LC 7 4
mABb1 F13 D16-HC 4 LC-D10 8 4
mAb1 F14 D10-HC 4 LC-{G45)-D10 11 4
mAb1 F15 D16-HC 4 LC-{G48)-D10 12 4
mAb1 F16 | D10-HC-D10 5 LC 8 4
mAb1 F17 | D10-HC-D1C 5 D10-LC 7 6
mAb1 F18 | D10-HC-D10 5 LC-D1G 8 6
mAb1 F19 | D10-HC-D10 5 LC-(G4S)-D10 11 8
mAb1 F20 | D10-HC-D10 5 LC-{G45)-D10 12

[00138] Para avaliar a capacidade das variantes de fusao recombi-
nantes desejadas de ser expressa, dezesseis variantes oriundas da
Tabela 1 foram avaliadas por cotransfeccéo em células de Expi2@3FR
{Life Technologies) usando condicbes como descrito pelo fabricante.

Depois de 4 dias, expressao foi determinada por SDS-PAGE de meio
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condicionado. Todas as variantes foram expressas a niveis estimados
como estando entre 10 - 30 ug/mb. Niveis levemente mais altos foram
observados depois de 5 e 7 dias mas niveis de expressac eram de-
pendentes da variante. TS (mAb1 F1), HC-D10:LC-D10 (mAb1 F8), e
HC-D10: LC-G45-D10 (mAb1 F9) mostravam particularmente alta ex-
pressdo, enquanto D10-HC:D10-LC (mADb1 F12) expressos pobremen-
te.

Expresséo em escala maior

[00139] Todas as vinte variantes de fusdo mAb1-D10 recombinan-
tes foram expressas em celulas de Expi293-F em escala de 30 miL.
Meios condicionados (CM) foram coletados no dia 6 e niveis de ex-
pressdo foram avaliados por ndo reducdo de SDS-PAGE. Niveis um
pouco mais altos de expressao (de 30-150 ug/mi) foram observados
em comparacdo com a avaliacdo inicial, mas 0s niveis de expressao
relativos eram consistentes com as transfecgdes de escala menor.
Exemplo 8. Caracterizacdo de variante de fusio mAb1-D10 Re-
combinante

Nivel de expresséo e ligagdo de TGF- 81

[00140] Quantificacdo do nivel de expresséo e a capacidade de va-
riantes de fus&o mAb1-D10 recombinante para ligar TGF-B1 foram
avaliadas usando um Octet® QK384. Biossensores Octet® para IgG
de camundonge foram merguihados em meio condicionado diluide a
1:10 no diluente de amostra (PBS, pH 7.4 contendo 0,01% de BSA &
0,02% de Tween 20) ou 2 vezes diluicbes em série de um padrao de
mAb1 purificado sobre a faixa de 1,25 a 100 yg/mL. Dados de ligacéo
foram coletados por 2 min embora agitando as amostras a 500 rpm.
Titulos foram calculados usando um ajuste de 4 parametros das taxas
de ligacao iniciais e comparacdo com aqueles obtidos a partir dos pa-
drées. Os biossensores foram entao lavados com diluente por 1 min

para remover gualguer meio e reesiabelecer uma linha de base e en-
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tao foram merguthados em cavidades contendo TGF-1 a 40 nM por 3
min a 1000 rpm para seguir ligacado. Isto foi seguido por uma etapa de
dissociacdo por transferéncia dos sensores para diluir por 3 min a
1000 rpm. Como visto na Tabela 2, as concentracdes para as varian-
tes de fusdo nos meios variavam de 11 a 178 uyg/mbL ("Octet Conc.") e
em geral tendéncias combinadas observadas por SDS-PAGE ("Nivel
de expressdo”). Alem disso, fodas as variantes de fusdo foram capa-
zes de ligar TGF-B1, sugerindo a presenca de D10 peptideo em qual-
quer uma das posicdes indicada ndo seriamente afetou ligacédo de an-
tigeno.

Ligagdo de FecRn de camundongo

[00141] Ligacdo de FcRn de camundongo pelas variantes de fusao
mADb1-D10 recombinantes foi avaliada usando um Oclet QK384. Todas
as etapas foram realizadas a 1000 rpm. Meio condicionado diluido pa-
ra conseguir uma concentracéo de anticorpo de 10 pg/ml foi contata-
do por biossensores de 1gG Fv de anti-camundongo por 5 minutos. Os
biossensores foram entdo mergulhados em PBSP pH 6,0 (fosfato de
sodio a 50 mM pH 6,0, cloreto de sédio a 150 mM, 0,005% de tensoa-
tivo P20) para esiabelecer uma linha de base. Os sensores foram en-
tao transferidos para cavidades contendo FcRn de camundongo solu-
vel diluido a 1 pM em PBSP pH 6,0 por 3 min seguido por 3 min de
dissociacdo em cavidades contendo PBSP pH 6,0, Como indicado na
Tabela 2, todas as variantes ligaram FcRn de camundongo.

Ligagdo de proteina G

[00142] Ligacdo pelas variantes de fusao mAb1-D10 recombinante
a proteina G foi avaliada usando um QOctet QK384. Biossensores de
proteina G foram merguthados nas cavidades contendo meio condici-
onado diluido a 10 ug/mL de anticorpo no diluente de amostra & sinal
seguido por 3 min a 1000 rpm. Como indicado na Tabela 2, todas as

varianies ligavam proteina G.

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 73/216



59/92

Tabela 2 Caracterizacio de variantes de fus3o mAb1-D10

Variante Cadeia Cadeia leve PA Conc. Nivel Liga- Liga- Liga-
o pesada R de Oc- de ¢do de | cdo de | gdo de
tei®, X~ TGF- FcRn | prote-
imL Dpres- B4 de ina G
tug ) 830 ca-
mun-
dongo
mAb1 F1 wi-HC wi-L.C 0 85 ++ + + + o+
mAb1 F2 wi-HC D10-LC 2 53 + 4 + + ++
mAbt F3 wi-HC LC-D10 2 80 + + + + +
mAb1 F4 wi-HC LC-(G48)-D10 | 2 52 ++ + + +
mAb1 F5 wi-HC LC-{G48)e- 2 34 + + + +
D140
mAb1 F6 HC-D10 wi-LC 2 178 + + + + 4
mAb1 F7 HC-D10 D10-LC 4 46 + + + ++
mAb1 F§ HC-B10 LC-D10 4 117 + 4+ + + +
mAb1 F9 HC-D10 LO~(G48)-D10 | 4 156 + + + +
mADb1 HC-D10 LC-{3G48)- 4 100 + 4+ + + +
F10 D10
mAb1 D10-HC wi-LC 2 36 + + + ++
Fi1
mAD D10-HC D10-LC 4 11 + + + + o+
F12
mADb1 D10-HC LC-D10 4 36 + + + +
F13
maAb1 D10-HC LC-{G4S)-D10 | 4 34 + + + +
Fi4
mAD D10-HC LC-{G4S)e- 4 27 + + + +
F15 D10
mADb1 DA0-HC- wi-LC 4 36 + + + + 4
F16 D106
mADb1 D10-HC- D10-LC 8 23 + + + ++
F17 D10
mAD D10-HC- LC-D10 8 31 + + + +
F18 D10
mAb1 DAG-HC- | LO-(G48)-D10 | 6 40 + + + +
F1% D106
mADb1 D10-HC- LC-(G4S8)2- 8 28 + + + +
F20 D10 D10
SDS-PAGE
[00143] Construto de TP purificado e variantes de fusdo recombi-

nantes mAb1 F2, mAb1 FG, mAbt F7, mAb1 F11, mAb1 F12, mAb1

F16, e mAb1 F17 foram analisados nos géis de 4-20% de Tris-Glicina

SDS-PAGE (Novex, Life Sciences) sob condicbes de reducso e de ndo
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reducado e foram manchados com Coomassie Azul. Uma imagem cla-
ra visivel coletada por um formador de imagem de ProteinSimple® &
mostrado na FIG. 10. Uma pequena redugao na mobilidade da cadeia
pesada efou cadeia leve foil observada que foi emparethada a presen-
ca esperada e numerc de D-10 peptideos em cada. Impurezas e agre-
gados covalenies ndo eram detectaveis.

Estabilidade térmica por fluorimetlria de varredura diferencial (DSF)
[00144] Estabilidades térmicas de varias variantes de fusdo mAb1-
D10 recombinanie que representam todas as possiveis combinaces
de D-10 peptideos nos terminais nas cadeias leve e pesada foram de-
terminadas por fluorimetria de varredura diferencial usando SYPRO®
Orange (Thermo Scientific) como um corante repérier. E em geral
aceito que a estabilidade de proteinas a temperatura mais alta é pre-
vista de sua estabilidade sob condicdes de armazenagem tipicas e as-
sim pode ser usada para avaliar sua adequabilidade para a fabricacdo
e uso como produtos terapéuticos. Estabilidade térmica pode ser ava-
liada com corantes que exibem um aumento na fluorescéncia na liga-
¢cao de regides hidrofdhicas exposta por desdobramento da estrutura
de proteina nos instrumentos de PCR em tempo real (Lo e outros,
2004, Anal. Biochem. 332(1). 153-9). A fluorescéncia de amostras (10
uh. a 0,5 mg/ml de proleina) contendo uma diluicdo de 11000 de
SYPRO® Orange foi seguido enquanto se elevando a temperatura em
um sistema de deteccdo de PCR de tempo real de CFX96. Dados fo-
ram analisados usando CFX Manager 3.0 (Bio-Rad Laboratories). A
FIG. 11 mostra a taxa de mudanca da fluorescéncia com temperatura
para varias variantes. A taxa de mudanca é tipicamente usada ao in-
vés de fluorescéncia absoluta a fim de separar a ligacdo de corante a
porcdes da estrutura de proieina que s8o nao afetadas por transicles
estruturais. Um deslocamento negativo reflete um aumento na taxa de

mudanca de fluorescéncia e um minimo representa o ponto central da
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transicdo para um estado ndo dobrado ("Tm™). Varias das varianies
testadas (mAb1 F&, mAbt F11, mAb1 F16) mostravam perfis de Tm
indistinguiveis do controle de anticorpo ndo modificado ("WT" = mAb1
F1). Dois outros (mAb1 F2 e mAb1 F7) mostravam uma diminuicéo
significativa na Tm para a transicéo principal. Duas variantes (mADb1
F12 e mAb1 F17) mostravam 0s menos valores de Tm. Notavelmente,
todas as guatro variantes de fusdo mAb1-D10 recombinantes conten-
do um D10-peptidec no N-terminal da cadeia leve mostrou uma dimi-
nuicdo significativa em Tm que sugere colocacdo do peptideo nesta
posicao no anticorpo mAb1 desestabiliza sua estrutura. De modo in-
verso, colocacdo do D10 peptideo em qualquer terminal da cadeia pe-
sada néo se correlacionou com qualquer mudanca em Tm. s valores
de Tm das transicdes predominantes para varias varianies de fuséo
observadas como mostrados na FIG. 11 séo tabulados na Tabela 3.

Tabela 3 Fluorimetria de varredura diferencial de variantes de fu-

sdo recombinantes expressas

Variante IDA (5-HC-Zy. (5-LC-37) PAR Tm
mAbt F1®8 WT 0 72,5
mAb1 F2 WT-HC:D10-LC 2 64,0
mAb1t FG HC-D1OWT-LC 2 72,3
mAb1 F7 HC-D10:D10-LC 4 64,0
mAbt F11 D10-HC: WT-LC 2 72,0
mAb1 F12 D1C-HC: D1C-LC 4 62,7
mAbt F16 D10-HC-D10: WT-LC 4 72,0
mAb1 F17 D10-HC-D10C: B16-LC & 62,5

Avide Tabela 2; 2 mAb1 F1 é uma versdo recombinante de mAb1.
Exemplo 8: Poténcia de variantes de fusioc mAb1-D10 recombi-
nante na neutralizacio de TGF-B1 in vitro

[00145] A poténcia de variantes de fuséo mAb1-D10 recombinante
na neutralizacdo de atividade de TGF-B1 foi determinada por inibicao
da secrecdo de IL-11 por células de tumor de A549 in vitro em respos-

ta a TGF-B1 adicionado ao meio. O procedimento foi realizado como
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descrito no Exemplo 3. Varias variantes de fusdo represeniativas ori-
undas do Exemplo 7 foram selecionadas com base em sua afinidade
para proteina G (como um indicador de sua facilidade de purificacéo).
(Os perfis de inibicdo de TGF-B1 para oito varianies (mAb1 F1, mAb1
F2, mAb1 F8, mAb1 F7, mAbt F11, mAb1 F12, mAb1 F18, e mAb1
F17) sdo mostrados nas FIGS. 12A e 12B. Todas as proteinas de fu-
s&o mostravam uma ECse similar como o controle mAb1.

Exemplo 10: Ligacdo de TGF-$1 por variantes de fuséoc recombi-
nantes

[001486] Variantes de fusdo mAb1-D10 recombinantes do exemplo 7
foram tambem gquantitativamente avaliadas quanto a ligacdo de TGF-
B1 usando ressonancia de plasmonio de superficie (SPR) como detec-
tada por Biacore®. Amostras contendo variantes purificadas foram
passadas sobre um chip de sensor com TGF-B1 acoplado a amina pa-
ra determinar o equilibrio constante, Kp. Um nivel de imobilizacéo alvo
de menos do que 100 unidades de resposta (RU) de TGF-B1 foi esco-
thido para minimizar ¢ potencial para efeitos de avidez que surgem da
ligacdo de moléculas de TGF-B1 adjacente no chip. O nivel de imohbili-
zaco foi determinado pela mudanca nas unidades de resposta depois
da ativacdo de NHS/EDC da superficie de chip, mas antes do trata-
mento com quenching com etanolamina. As variantes de fusdo, varian-
te de fusdo F1 de WT, e controle de mAb1 foram diluidos a 30, 10, 3, 1
e 0,37 nM em tampéo de HBS-EP e passaram sobre o chip de TGF-B1
a 30 ul/min por 3 min, seguido por dissociacdo de 5 min no mesmo
tampao. Entre runs, a superficie de chip fol regenerada para remover
qualquer anticorpo ligado por passagem de duas injecbes por 30 seg
de HCI a 40 mM sobre o chip a uma taxa de fluxe de 75 pl/min. Como
mostrado na Tabela 4, as constantes de equilibrio (Kp) para todas as
variantes de fusdo e o construto de WT (F1) estavam dentro de 24

vezes do controle de mAb1t. Inesperadamente, o sinal maximo (RU)
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eliciado pelas variantes de fus8c diminuiram com namero crescente de
peptideos, com variante F17 (D10-HC-D10/D10-LC, PAR=6) que mos-
tra o sinal mais haixo. 1850 é em contraste com o ensaio de poténcia
de célula de AS49 como descrito no Exemplo 9 gue mostrou fodas as
variantes de fusao festadas como sendo comparaveis com ou mais
potentes do que ou mAb1 ou o construto de WT na neutralizacdo de
TGF-B1. Uma explicacao possivel deste declinio pode refletir repulséo
eletroestatica entre a matriz de chip {carboximetil dextrano) & os D10
peptideos negativamente carregados.

Tabela 4 Constantes de equilibrio para variantes de fusdo mAbi-

D10 que se ligam a TGF-B1 por analise de Biacore

Yariante Amosira PAR Faixa de Ka{x10°M- | Ka{x10- | TGFBR1
iDA cone. de gy 351} Kn (nivi)
ajuste ciné-
tico
mAbd mAb ndo madificado 0 90~3 nMt 1,87 1,00 6,00
mAb1 F1 WT-HC: WT-LC 0 30-3 nM 3,38 0,85 2,51
mAb1 F2 WT-HC: D10-LC 2 90-3 nM 1,66 1,00 8,01
mAb1 F6 HC-DA0: WT-LC 2 90-3 ni 1,82 0,34 4,58
mAb1 F7 HC-D10: D10-LC 4 90-3 nM 1,72 0,94 5,43
mADb1 D10-HC: WT-LC 2 90-3 nM 1,64 0,92 562
F11
mAb1 D10-HC: D1G-LC 4 90-3 nM 1,71 £,93 5,41
Fi2
mAD1 D10-HC-D10: WT-LC 4 a0-3 nM 1,59 1,10 8,88
Fi6
mADb1 B10-HC-D10: B10-LC 8 90-3 ni 1,91 6,78 4,15
F17
Avide Tabela 2

Exemplo 11: Ligacdo de variantes de fusdo mAb1-D10 recombi-
nante & hidroxipatita

[00147] Variantes de fuséoc mAb1-D10 recombinante oriundas do
Exemplo 7 foram também testados quanto a ligacdo de colunas de hi-

droxipatita de ceramica (CHT) como descrito no Exemplo 3 para avali-
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ar seu potencial para que se liguem a estrutura mineral de osso. Vari-
antes de fusdo mAb1-D10 recombinante (25 yg cada em fosfato de Na
a 5 mM pH 7 4) foram aplicadas a uma coluna de 100 yl de hidroxipa-
tita (CHT tipo ll, BioRad) e foram eluidas usando um gradiente de fos-
fato de Na* a 0,00% a 0.5 M pH 7 4. Proteina na fase movel eluindo-se
a partir da coluna foi seguida por Azee. Um padréo (usualmente um
conjugado mAb1-D10) foi realizado no inicio e no fim de cada conjunto
de experiéncias para garantir consisténcia no desempenho de coluna.
A FIG. 13 mostra os perfis Axeo para cada experiéncia. O tempo de re-
tencdo (TR) e a fracdo ligada sdo mostrados na Tabela 5 abaixo. To-
das a ndo ser uma das variantes de fusdo recombinantes foram liga-
das quase guantilativamente mas mostraram diferencas de afinidade
como refletido em seus tempos de retencio. A ordem de classificacao
de tempos de retencdo nédo tinha boa correlacdo com o PAR, sugerin-
do um efeito significativo da localizac8o de peptideo sobre a ligacéo.
Em particular, a ligacéo mais forte (TR mais alta) foi observada com a
variante F7 (PAR4) ao passo que a variante F17 (PARS) mostrou uma
ligacdo levemente mais fraca. Uma variante (FG, PARZ) mostrou liga-
¢cao mais fraca do que a maioria das variantes PAR4 mas significati-
vamente methor do que outras variantes PAR2Z (F2 e F11). Uma vari-
ante (F2) com o peptideo unicamente no N-lerminal da cadeia leve
mostrou ligacéo apenas fraca como refletido em seu TR e fracdo liga-
da (23%). O conjugado quimico mAb1-D10 ("CC", PAR~4) forneceu
dois picos, com 84% eluindo-se a um TR mais cedo do qgue todas as
variantes de fusao PAR4.

Tabela 5§ Ligacédo de hidroxiapatita por variantes de fuséo recom-

binantes mAb1-D10 ¢ conjugados gquimicos

Variante ID* Descricédo PAR TR {min}
mAb1 MADb ndo modificado 0 Nd™
F7 HC-D10/ D10-LC 4 7,58
F16 D10-HC-D10 /wt LC 4 7,53

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 79/216



65/92

F17 D10-HC-D10 /7 D10-LC 6 7,44

F& HC-D10 / wt-LC 2 7,07

CCB NAC 4.8 6,57
(84%T)

F12 D10-HC / D10-LC 4 6,27

F11 D10-HC /wt LC 2 5,39

F2 wt HC / D10-LC 2 517 (23%)

*nenhum detectado, 'fracéo ligada (se < 100%); * vide Tabela 2;

B conjugado guimico mAb1-D10 (conjugado sobre cisteinas de regido de

dobradica e cisteinas de cadeia leve C-terminais, vide FIG. 3A); © n&o apli-

cavel.

Exemplo 12: Biodistribuicdo de variantes de fusdo recombinantes
em camundongos

[00148] As hiodistribuicbes de um subconjunto selecionado das va-
riantes de fusdo mAb1-D10 recombinantes (F6, F16 e F17) e do con-
jugado quimico mAb1-D10 produzidas como descrito no Exemplo 6
foram determinadas apods injecao em veia da cauda em camundongos
CD-1. As variantes recombinantes foram selecionadas a base de di-
versos fatores incluindo rendimento de purificacdo e expressso, afini-
dade de ligacao de TGF-B1, poténcia baseada na célula, e que se |i-
gam a hidroxipatita. E£ssas variantes incluiam exemplos contendo
dois, quatro, ou seis D-10 peptideos para avaliar se recapitula o direci-
onamento que se liga a hidroxipatita ou se ele € uma fun¢ao do nume-
ro do peptides. As proteinas foram expressas em células HEK2S3 e
purificadas sobre proteina A. Essas variantes de fusdo de mAb1 re-
combinantes foram caracterizadas em detalhes in vitro e in vivo. Nes-
sas, D-10 peptideos foram recombinantemente adicionados ou apenas
ao C-terminal da cadeia pesada (mAb1 F8), tanto aos N- e C-terminais
da cadeia pesada (mAb1 F16), ou aos N- e C-terminais da cadeia pe-
sada e C-lerminal da cadeia leve (mAb1 F17). As variantes recombi-
nantes mAb1 F6, F16 e F17 tém razdes de peptidec para anticorpo
(PAR) de 2, 4, & 8, respectivamente. O conjugado quimico de mAb1-

D10 peptideo (~4.8 PAR), que mostrou direcionamento ao 0ss0 no es-
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tudo no Exemplo 6, foi escothido como um controle positivo,

[00149] As variantes de fuséo recombinanies e conjugado quimico
foram etiquetadas por reacéo com Dylight® 800-4x éster de PEG NHS
{Thermo Scientific) em 50 mM borato de sédio pH 8,65 e uma razéo
molar de corante:proteina de cerca de 5:1. O grau de etiquetagem
{DOL) foi mantido dentro de 20% (~1,2 mol:mol) por ajuste da razéo de
corante:proteina. As proteinas etiquetadas foram entdo administradas
a 1 mg/kg a camundongos por injecdo em veia da cauda. Animais
anestesiados foram subsegquentemente submetidos a teste de imagem
em um gerador de imagem de infravermelho proximo VIS de animal
peguenc (Perkin Elmer) em 24, 48, 168, e 504 horas (3 semanas)
apos a administrac8o. Fémures e espinha foram recuperados de um
animal de cada grupc em 240 e 504 h para verificacado do fornecimen-
{0 & 08S0.

[00150] Como mostrado nas imagens de vista dorsal na FIG. 14,
todas as variantes de fusao mAb1-D10 e conjugado guimico foram
concentradas na linha central proxima a coluna vertebral e ali perma-
neceram por 3 semanas (504 horas) embora diferencas significativas
tenham sido observadas entre g intensidade de sinal para os arligos
de teste. Uma regido de interesse (ROI) foi usada para quantificacéo
que incluia a porcdo da coluna espinhal entre os ombros e a pelve,
como mostrado na FIG. 14. A maxima eficiéncia radiante dentro da
ROI normalizada para a DOL foi calculada e plotada como mostrado
na FiG. 15. A variante de fuséo recombinante F6, gue tem um D10-
peptideo em cada um dos C-terminais da cadeia pesada, mostrou ©
nivel mais allo na coluna espinhal de todos os construtos sobre fodo o
curso do estudo (3 semanas). Depois de 48 horas, a ordem de classifi-
cacao de intensidade de sinal dentro da RO foi variante F6 > variante
F16 > variante F17 = conjugado quimico, & essa ordem foi mantida

atraves de todo o curso do estudo (FIG. 15). A area sob a curva (AUC)
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para as maximas eficiéncias radiantes dentro da RO! durante um tem-
po menos a autofluorescéncia de base (de apenas animais de controle
de veiculo) calculada usando-se ¢ software Phoenix® WinNonlin®
{Pharsight) esta mostrada na Tabela 6. Houve um aumenio de 8 a 22
Vezes na exposicao de osso (AUC) em comparacdo com o controle de
mAb1 & modestas diferencas (de ate 2,5 vezes) entre 0s construtos
contendo D10, A varianie F& mostrou o aumento mais alfc em compa-
racdo com mAb1 (21,8 vezes, p<0,05). A meia vida de tecido como
calculado usando-se WinNonlin® similarmente mostrou um aumento
>10 vezes na meia vida para o 0880 para a variante F6 em compara-
¢cao com mAb1 (p<0.05).

[00151] Espinhas e fémures de animais representativos em cada
coorte foram isolados depois de 240 e 504 h, separados de tecido cir-
cundante e submetidos a geracdo de imagem (FIG. 186). As intensida-
des de fluorescéncia relativa dessas amostras eram consistentes com
08 sinais de imagem dorsal observadas em animais vivos indicando
gue elas refletem a presenca das varianies de fusdo recombinantes e
conjugado quimico no 08s0.

Tabela 6 Exposicbes vertebrais a partir de dados de AUC de fluo-

rescéncia
Variante ID AUC (norm)” Tecido ty2 (d)}#
mAb1 {(1,0) 23+0/1
F6 218191 254 +99
F18 100+186 142124
F17 95+31 19,0+ 3,7
cece 7,710 1789134
AMeédia + SEM, ajustada para DOL e normalizada para mAb1;
B conjugado guimicode mAb1-D10
" P<0,05 em comparacio com mAb1
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Exemplo 13: Preparacdo de uma variante de fusdo de anticorpo
anti-TGFB-D10 recombinante humano

[00152] Um vetor de expressdo para preparacdo de mAb2 (um anti-
corpo de anti-TGFB 1gG4 humano com uma mutacdo de dobradica
["hinge mutation™] 5228P) portando uma sequéncia de D10 C-terminal
sobre a cadeia pesada (isto ¢, mAb2 HC-D10 / mAb2 wt LC (SEQ ID
NO: 14/SEQ ID NO: 15), que tem correspondente configuracdo como
na variante F6 (vide FIG. 9B), e aqui a seguir chamado de mAbZ F6;
vide Tabela 7) foi gerado na mesma maneira que descrita no Exemplo
7. Células de Expi293F foram transfectadas com miniprep DNA e de-
pois de 6 dias, meio condicionado (680 mL) fol coletado, & a proteina
produzida foi purificada sobre proteina A HiTrap (G.E. Healthcare).

Tabela 7 Variantes de fusio recombinantes de mAb2 com D10

Variante ID Construte de | SEQ Construto de | SEQ D
cadeia pesada | ID NO: | cadeia leve NG:
mADb2 F1 HC 13 LC 15
mADb2 F2 HC 13 D10-LC 18
mADb2 F3 HC 13 LC-D10 19
mADb2 F4 HC 13 LC-{G48)-D10 21
mADb2 F5 HC 13 LC-{G45)-D10 22
mADb2 F6 HC-D10 14 LC 15
mADb2 F7 HC-D10 14 210-LC 18
mADb2 F8 HC-D10 14 LC-D10 19
mAb2 F9 HC-D10 14 LC-(G4S)-D10 21
mAb2 F10 HC-D10 14 LC-(G45)-D10 22
mAb2 F11 D10-HC 16 LC 15
mADb2 F12 D10-HC 16 D10-LC 18
mAD2 F13 D10-HC 16 LC-D10 19
mAD2 F14 D10-HC 16 LC-{(G48)-D10 21
mADb2 F15 D10-HC 16 EC-{(45)-D10 22
mADb2 F16 D10-HC-D10 17 LC 15
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mAb2 F17 D10-HC-D10 17 D10-LC 18
mAbZ F18 D10-HC-D10 17 LC-D10 18
mAb2Z F19 D10-HC-D10 17 LC-(G48)-D10 21
mAbZ F20 D10-HC-D10 17 EC-{(45)-D10 22

Exemplo 14: Biodistribuicdo de proteina de fusio de anticorpo
anti-TGFB-D10 humana em camundongos
[00153]

pos de controle de mAb2 foram etiquetados com AlexaFluor® 647

A variante recombinante F8 de mAbZ (mAb2 F6) e anticor-

{Thermo Scientific) e administrados intraperitonealmente a camundon-
gos C57BL/6 a uma dose de 1 mg/kg. Depois de 24 & 96 horas, alguns
camundongos foram sacrificados e espinhas e fémures foram resse-
cados e expostos para formacéo de imagem em um instrumento VIS,
A amostra de soro (10 ub) obtida no sacrificio foi exposta para forma-
¢ao de imagem em paralelo. A eficiéncia radiante total média para o
fémur distal (trabecular) ROl e espinha lombar esta mostrada nas
FIGS. 17A ¢ 17B. As intensidades relativas estao tabuladas na Tabela
8. Esses resultados mostram um grande aumento na guantidade de
anticorpo na espinha lombar e no fémur com significativamente menos
no soro depois de 96 horas como resultado de adicao recombinante de
D10 a mADbZ.

Tabela 8 Exposicado 6ssea relativa em camundongos para protei-
nas de fusio de anti-TGFB-D10 de ser humano em C57BL/S

Razdo de Sinal de ossofsoro*
Osso 24 h 86 h
mAb2 1 Lombar (1,00} 1,2
Fémur D 0,82 3,70
mAbL2 F& Lombar 12,6 189
Fémur D 19,0 147
normalizada para mAb2 iombar em 24 h

Exemplo 18: Soro de dose dnica e farmacocinética 6ssea de pro-
teina de fusio de anticorpo de anti-TGFB-D10 de camundongoe em

camundongos
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[00154] Neste exemplo, a farmacocinética de proteinas de fusao de
anticorpo de anti-TGFB-D10 de camundongo foi medida em camun-
dongos.

[00155] Uma dose unica de mAb1 ou mAb1 FG recombinante (vide
Tabela 2) foi administrada intraperitonealmente a  camundongos
G610C (um modelo de animal com osteogénese imperfeita; n=12 por
ponto de tempo) e amostras de sangue foram coletadas ad hou 2, 7,
15, 22, & 43 dias pos-dose. Uma ELISA otimizada para a deteccdo de
e quantificacdo de concentracbes de soro de anticorpos relevantes foi
utilizada.

[00158] Para a formacdo de imagem 4ssea, uma dose unica de
mAb1 marcado com fluoroforo, mAb1 F6 recombinante ou varios ou-
tros D10 alternativos foi administrado intravenosamente aos camun-
dongos CD-1 nu (n=3 por ponto de tempo) e formacio de imagem oti-
cainvivoadhout, 2 4,7, 10, & 21 dias pos-dose. Imagens fluores-
centes de coluna espinhal de camundongo foram geradas quer permi-
tiram comparacdes de artigo de teste relativo entre mAb1 e mAb1 F8
no 08380 (n&o mostrado).

[00157] Perfis farmacocinéticas no sore e 0880, respeclivamente,
podem ser visto nas FIGS. 18A ¢ 18B & parametros farmacocinéticos
resultantes na Tabela 9 abaixo.

[00158] Os resultados demonstravam contraste fundamental na
farmacocinética entre mAb1 e mAb1 F6 no soro e 0sso apds uma do-
se gnica. mAb1 F6 exibia 13 vezes menos AUC (exposicdo) no soro e
exposicdo 22 vezes mais alta no 0830 em comparagao com mAb1.
Adicionalmente, mAb1 F6& exibiu ty2 14 vezes mais curtas no soro do
gue mAbt e comensuradamente depuracdo 13 vezes mais rapida. E
finalmente para 0sso, mAb1 F6 exibia uma tiz 11 vezes mais longa do
que mAb1 e comensuradamente depuragdo 17 vezes mais lenta. Es-

tes atributos podem ser vantajosos para uma forma de ser humano de
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mAb1-D10 no dominio clinico onde inibicdo periférica (soro) de TGFB
pode nao ser desejado a partir de um ponto de vista, enguanio exposi-
¢&o maior no 050 pode melhorar eficacia.

Tabela 9 ParGmetros de PK de dose Gnica

Artigo de | Método/Analito | AUC ti{dia) Depuragio

teste

mAb1 740 + 91,6 12,86+ 2 51 0,14 + 0,034
ELISA/Soro

mAb1 F8& 56,3+ 13,1 091021 1,78 + 0,27*

mAD1 Formacdc  de | (1,0 2,3+01 1,82+ 0,08

mAb1 F8 imagem/Osso 218 +91* 254 +99* 0,11 0,03

*0<0,056 em comparacéo com mAb1; *AUC normalizado a 1,0 para mAb1

Exemplo 16: Farmacocinética de soro minima - maxima de doses
muitiplas de proteina de fusdo de anticorpo de anti-TGFB-D10 de
camundongo em camundongos

[00159] Neste exemplo, a estudo de farmacocinética de pico - mi-
nimo de multiplas doses foi realizado em um modelo de animal de os-
teogénese imperfeita.

[00160] mAb1 e mAb1 F6 (vide Tabela 2) foram administrados do-
sadamente intraperitonealmente a uma concentracao de 0,3 mg/kg e 1
mg/kg, 3 x semanalmente por 8 semanas (24 total doses) a camun-
dongos G610C (n=10) e amostras de sangue foram coletadas a 24 ¢
48 h pos-dose apos a dose de 1 e 23 (no inicio e no fim do estudo).
Resultados sdo mostrados apenas para a dose de 1 mg/kg (vide FIG.
19). Um ensaio de espec. de massa, olimizado para deteccao de &
quantificacdo de concentractes de soro de anticorpos relevantes, foi
utilizada.

[00161] Resultados sao guantificados na Tabhela 10 abaixo. Os re-
sultados demonstravam constraste fundamentais na farmacocinética
entre mAb1 & mAb1 F6 no soro ambos ambas as doses 1 e 23. Con-
centracgbes significativamente menores de soro foram observados para

mAb1 F6 em comparacdo com mAb1 tanto a 24 guanto 48 h pos dose
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em ambas as doses 1 e 23. Adicionalmente, a inclinacdo entre 24 e 48
h pos-dose para mAb1 F6 era mais ingreme em comparacdo com
mAb1 em ambas as doses 1 e 23, sugerindo que mAb1 F6 esta dei-
xando o soro (circulacdo sistémica) a uma taxa mais rapida do gue
mAb1, provavelimente devido a sua alta capacidade para osso (hidro-
Xipatita). Finaimente, fanto mAb1 F6 quanto mAb1 parecem estar
acumulando no soro da dose de 1 a 23, mas mAb1 F& parece acumu-
lar em uma concentracdo diminuida em comparacdo com mAb1
{(mAb1 F8&: acumulo de 2,5 a 3,5 vezes e mAb1. acimulo de 4 3 55
vezes da dose de 1 a 23). Esles atributos podem ser vantajosos para
uma forma humano de mAb1 F8 no dominio clinico onde a inibicdo
periferica (soro) de TGFB pode ndo ser desejada de um ponto de vista
de seguranca.

Tabela 10 Resultados de estudo de dosagem de mAb1

Grupoes de dose Soro médio
{1 mglky) (Hg/mi)
24 h 48 h
mAbT F8 Dose 1 3,24+ 1,25 1,60 + 0 68
mAbT Dose 1 9,60+1,72 9,03+ 1,51
mAb1 F8 Dose 23 8,62 %261 4,86 £ 1,85
mAbT Dose 23 40,07 + 543 44,85 + 7,58

* ps0,05 em comparacao com mAb1

Exemplo 17: Estudo de eficacia de maltiplas doses no osso lom-
bar com mAb1 e mAb1 F6

[00162] Neste exemplo, um estudo de eficacia de multiplas de dose
foi realizado em um modelo de animal de osteogénese imperfeita para
determinar eficacia de 0sso direcionado (mAb1 FB) versus mAb1 ndo
direcionado na densidade e resisténcia 6ssea.

[001863] mAb1 e mAb1 FB foram administrados dosadamente intra-
peritoneaimente 3 X semanaimente a 0,3, 1, e 5 mg/kg por 8 semanas
a camundongos G610C. Apds a dose final, camundongos foram ne-

cropsiados e no sexto osso lombar foi formado em imagem via pCT
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para determinar volume ésseo sobre o volume {otal (BV/TV) e foi sub-
metido a testagem bioquimica para determinar forca maxima para fa-
tha (resisténcia ossea).

[00164] Resultados s8o mostrados nas FIGS. 20 e 21. Mudancas
significativas de BV/TV (%) em comparagcdc com camundongos
G610C tratados com 13C4 foram observados a 1 e 5 mg/kg para am-
bos os tratamentos. Mudancas significativas de forgca maxima para fa-
tha em comparacdo com camundongos GB10C tratados com foram
13C4 observados a 1 e 5 mg/kg para mAb1 F6 e 1 mg/kg apenas para
mAb1. Camundongos G810C tratados com um controle de anticorpo
{(13C4) exibiam diminuicbes significativas tanto no BV/TV quando forca
maxima para falha em comparacdo com cepa de bhase de WT. Estes
resultados demonstram gue ambos os tratamentos induzem mudancas
relacionadas com doses similares em BV/TV e forca maxima para fa-
tha no camundongo G610C neste regime de administracdo dosada 3 x
semanalmente. Tendéncias existiam para eficacia melhorada para
mAb1 F6 na resisténcia 8ssea, quandoc metade da coorte de camun-
dongos a 5 my/kg exibia forca maxima substancialmente mais alla pa-
ra valores de falha (40 Newions ou mais alto) do que camundongos
tratados com mAb1 a 1 mg/kg ou 5 mg/kg.

Exemplo 18: Estudo de frequéncia de dosagem no osso lombar
com mAb1 e mAb1 Fé

[00165] Neste exemplo, um estudo de frequéncia de administracéo
dosada foi realizado em um modelo de animal de osteogénese imper-
feita para determinar a frequéncia apropriada da administracdo dosada
para mAb1 F8 para conseguir sua otima eficacia de osso direcionado
anticorpos.

[001686] mAb1 e mAb1 F6 foram administrados dosadamente intra-
peritonealmente em varias frequéncias (3 x semanalmente, 1 X sema-

nalmente, 1 x a cada 2 semanas, ou 1 x a cada 4 semanas) a8 5 mg/kg
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por 12 semanas to Camundongos G610C. Amostras de soro farmaco-
cinética (PK) foram tiradas no inicio e no fim do estudo para determi-
nar Valores de pico & minimo tanto para mAb1 quanto mAb1 F6. Apds
a dose final, camundongos foram necropsiados & no sexto 0s8so iom-
bar foi registrado em imagem via uCT para determinar volume 0sseo
sobre o volume total (BV/TV) e foi submetido a testagem bioguimica
para determinar forga maxima para fatha (resisténcia 0ssea).

[00167] Resultados sdo mostrados nas FIGS. 22, 23, e 24. Mudan-
cas significativas de BV/TV (%) em comparagdo com Camundongos
=610C tratados com 13C4 foram observados para mAb1 a 3 X sema-
nalmente, 1 x semanalmente, 1 x acada 2 semanas, e 1 x acada 4
semanas. Mudancas significativas of BVITV (%) em comparacao com
Camundongos GB610C tratados com 13C4 foram observados para
mAb1 F6 a 3 x semanaimente e 1 x semanaimente. Tratamento com
mAb1 exibia BV/TV significativamente mais alio em comparacdo com
tratamento com mAbt F6 a 1 x acada 2 semanas e 1 X a cada 4 se-
manas de frequéncia de administrac&o dosada. Mudancas significati-
vas da forca maxima para falha em comparacao com Camundongos
=610C tratados com 13C4 foram observados para mAb1 a 3 X sema-
nalmente, 1 x semanaimente e 1 x a cada 2 semanas. Mudancas sig-
nificativas de forca maxima para falha em comparagao com Camun-
dongos G610C tratados com 13C4 foram observados para mAk1 F6 a
3 X semanaimente e 1 x semanalmente. Camundongos G810C trata-
dos com um anticorpo de controle (13C4) exibiam diminuicbes signifi-
cativas em BV/TV & uma tentativa de forca maxima mais baixa para
fatha, em comparacdo com cepa de base de WT.

[00168] Estes resultados demonstram que {anto mAb1 quanio
mAb1 F6 podem induzir efeitos maximos similares em BV/TV e forga
maxima para falha nos Camundongos G610C. mAb1 parece ter uma

vantagem na durabilidade da eficacia em comparagao com mAbt FG,
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mantendo eficacia significativa quando administrado dosadamente
uma vez a cada 4 semanas para BV/TV e uma vez a cada 2 semanas
para forca maxima para falha. No entanto, as meédias de amostra de
soro de PK nos regimes de administracdo dosada equivalentemente
eficazes (mADb1, 1 x a cada 2 semanas € mAb1 F8, 1 x semanalmente)
resultou em cerca de 38 yg/mil e & yg/mb para mAb1 e mAb1 F6, res-
peclivamente. Isto sugere que exposicao de soro pode ser menos com
mAb 1 F8, que pode oferecer vaniagens seguraas para pacientes com
Ol

Exemplo 19: Estudo de frequénceia de dosagem no osso lombar
com mAbt F16

[00169] Neste exemplo, a estudo de frequéncia de administracéo
dosada foi realizado em um modelo de animal de osteogénese imper-
feita para determinar a frequéncia de administracao dosada apropriada
para mAb1 F16 para conseguir seu otimo impacto na densidade &s-
sea.

[00170] mAb1 & mAb1 F16 foram administrados dosadamente in-
traperitonealmente 3 X semanalmente a 5 mg/kg por 8 semanas nos
Camundongos GB810C. Apds a dose final, camundongos foram ne-
cropsiados e o sexto 0850 lombar foi registrado em imagem via pCT
para determinar volume 0sseo sobre ¢ volume total (BVITV).

[00171] Resultados s&o mostrados na FIG. 25. Mudancas significa-
tivas de BV/TV (%) em comparaco com Camundongos G610C trata-
dos com 13C4 foram observados a 5 mg/kg para tanto mAb1 quanto
mAb F16. Camundongos G610C tratados com o anticorpo de controle
(13C4) exibia diminuicbes significativas no BV/TV em comparacéo
com cepa de base de WT. Estes resultados demonstram que tanio
mAb1 quanto mAb F16 induzem mudancas relacionadas com dose
similar no BV/TV nos Camundongos G610C sob este regime de admi-

nistracéo dosada.
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Exemplo 20: Estudo de frequéneia de dosagem no 03850 com
mAb1 F11

[00172] Neste exemplo, um estudo de frequéncia de dosagem foi
realizado em camundongos de lipo selvagem para determinar a fre-
guéncia apropriada da dosagem para mAb1 F11 para conseguir seu
otimo impacto na densidade 6ssea.

[00173] mAb1 e mAb1 F11 foram administrados dosadamente in-
traperitonealmente 3 x semanaimente a 5 mg/kg por 11 semanas em
camundongos de tipo selvagem. Varios pontos de tempo de uCT in
vivo foram tirados durante na porgéo da vida do estudo. Dados séo
mostrados s6 em 9 semanas pos-dose para volume 0sseo sobre o vo-
lume total (BV/TV%).

[00174] Resultados s&o mostrados na FIG. 26. Mudancas significa-
tivas de BV/TV (%) em comparacido com camundongos de tipo selva-
gem tratados com 13C4 foram observados a & mg/kg para ambos 08
tratamentos. Estes resultados demonstram que tanto mAb1 quanto
mAb1 F11 induzem mudancas relacionadas dom dose similar em
BV/TV em camundongos de 1ipo selvagem neste regime de dosagem.
Exemplo 21 Biodistribuicdo de anticorpos de anti-TGFB de dire-
cionamento éssec de ser humano ¢ de camundongo mAb1 F6 e
mAb2 F6 em camundongos

[00175] Neste exemplo, um estudo foi conduzido para comparar a
distribuicdo de mAb1, mAb1 FG, mAb2, & mAb2 D10 fluorescentemen-
te marcado (D10 conjugado a cadeia pesada C-terminal de mADb2;
mAb2 F8) em camundongos de tipo selvagem. Uma Unica dose intra-
peritoneal de cada artigo de teste e veiculo foi administrado aos ca-
mundongos, gue eram submetidos a eutanasia em varios pontos de
tempo para colecéo de tecidos. Entre outros tecidos coletados (dados
nao mostrados), vértebra lombar, coracdo, figado, e intestinos foram
coletadas a 1, 4, 10, 20, 43, e 98 dias depois da dosagem com mAbl e
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mAb1 F6. Tecidos foram tambem amostrados apds a dosagem com
mAbZ e mAb2 D10 a 24 e 96 hrs.

[00176] Resultados sdo mostrados nas FIGS. 27-33. As FIGS. 27-
30 mostram eficacias radiantes {otais (TREs) nos {ecidos oriundos de
camundongos administrados dosadamente com mADb1, mARkt F8, ou
veiculo em 1-98 dias pos dose. Veériebra lombar exibe presenca per-
sistente robusto de mAb1 F6 em comparacdo com mAb1, com eficacia
radiante total significativamente mais alta (TRE) a cada ponto de tem-
po. No coracdo e figado, mAb1 F8 exibe TRE muito menor em relacéo
a mAbt. Finaimente, nenhuma diferenca significativa fol observada
entre o veiculo & gualquer artigo de teste nos intestinos.

[00177] Esses resuitados demonstram que mADb1 F6 sédo caracteri-
zados por alta afinidade 6ssea que de modo inverso leva a exposicao
mais baixa em outros tecidos (por exemplo, coragéo e figado). Os re-
sultados tambeéem indicam a vantagem de seguranca de direcionamen-
to do sitio de inibicgo de TGF-B no osso enquanto inibicéo de TGF-B
sistémico limitante e reducéo de efeitos colaterais adversos. A carén-
cia de qualquer TRE em relacdo a um veiculo nos intestinos demons-
tra que o fluoroforo mantinha sua marcacdo nos respectivos anticor-
pos. Dados anteriores t8m mostrados se ¢ fluoforo ndo mantivesse
seu rotulo nos anticorpos, seria detectado nos intestinos.

[00178] As FIGS. 31-33 mostram TREs em tecidos de camundon-
gos administrados dosadamente com ou mAb2 ou mAb2 D10. FIG. 31
demonstra a alla afinidade 6ssea de mAb2 D10 em comparacdo com
mAb2. Significativamente, TRE mais alto & observado no fémur para
mAb2 D10 em comparacao com mADbZ. A mesma tendéncia global foi
cbhservada na lombar. As razdes de lombar/soro e fémur/sore nos ca-
mundongos administrados dosadamente com mAb2 D10 em compara-
¢cao com aqueles em camundongos administrados dosadaments com

mAbZ também forlemente suporlam a capacidade de direcionamento
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gsseo de mAb2 D10 (FIGS. 32 e 33).

[00179] Tendo descriio a invencdo em detalhes e por referéncia a
suas concretizactes especificas, estara evidente que modificacbes e
variacdes s8o possiveis sem se afastar do escopo da invencdo defini-
dos nas reivindicacdes anexas. Mais especificamente, embora alguns
aspectos da presente invencdo sejam identificados aqui como particu-
farmente vantajosos, € contempladoe que a presente invencdo ndo é
necessariamente limitada a estes aspectos particulares da invencéo.
Em algumas concretizacbes, valores revelados agqui podem alternati-
vamente variar em quantidade por £10, 20, ou 30% de valores revela-
dos e permanecem dentro do escopo da invengao contemplado.
[00180] A ndo ser de outra maneira definido aqui, termos clentificos
e técnicos usados em ligacao com a presente invencao terao os signi-
ficados que s80 comumente entendidos por agueles de habilidade co-
mum na tecnica. Métodos e materiais exemplares sd0 descritos abai-
X0, embora metodos e materiais similares ou equivalentes aqueles
descritos aqui possam também ser usados na pratica cu na testagem
da presente invencado. Todas as publicacbes e outras referéncias
mencionadas agui s&o incorporadas por referéncia em sua totalidade.
Em caso de conflito, o presente relatdrio descritivo, incluindo defini-
¢bes, controlardo. Embora numerosos documentos sejam citados aqui,
tal citac@o ndo constitui uma admissao de que gualquer desses docu-
mentos forme parte do conhecimento comum geral da técnica. Além
disso, a ndo ser se de outra maneira exigido pelo contexio, termos
singulares devem incluir pluralidades e termos no plural termos devem
incluir o singular. Em geral, a nomenclatura usada em conexdo com, &
técnicas de, cullura de tecidos e celulas, biologia molecular, imunolo-
gia, microbiclogia, genética, quimica analitica, quimica organica sinte-
tica, quimica medicinal e quimica farmacéutica, e quimica de proteinas

& guimica de acidos nucleicos e hibridizacdo descritas aqui 880 aque-
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fas bem conhecidas e comumente usadas na técnica. Reacbes enzi-
maticas e técnicas de purificacdo sdo realizadas de acordo com as es-
pecificacbes dos fabricantes, como comumente realizadas na técnica
ou como descrito aqui. Através de todo este relatério descritivo e das
concretizaches, as palavras "tém" e "compreendem”, ou variacdes tais
como "tem”, "tendo”, "compreende.” ou "compreendendo’ devem ser
entendidas como implicando a incluséo de um mencionado namero
inteiro ou grupo de numeros inteiros mas naoe a exclusdo de gquaisquer
outros numeros inteiros ou grupo de nameros inteiros. Além disso, as
formas singulares "um”, "uma,” e "o" incluem referéncias plurais a ndo
ser que o contexto claramente afirme de outra maneira. Por exemplo,
referéncia a "um anticorpo” significa um ou mais anticorpos.

[00181] Para as finalidades de descricao e definicdo da presente
invencao deve-se observar que o termo "substancialmente” é utilizado
aqui para representar o grau inerente de incerteza que pode ser atribu-
ido a qualquer comparacéo quantitativa, valor, medida, ou oulra repre-
sentacdo. O termo "substanciaimente” & tambem utilizado aqui para
representar o grau pelo qual uma representacdo quantitativa pode va-
riar em comparacdo com uma referéncia afirmada sem resultar em
uma mudanca na funcéo basica do assunto em guestéo.

[00182] Como usado aqui, o termo "cerca de” refere-se a $10% de
uma dada quantidade, no entanto sempre que a quantidade in questao
se refere a um objeto indivisivel, tal como um aminoacido ou outro ob-
jeto que perderia sua identidade se fosse subdividido, entdo "cerca de”
refere-se a +1 do objeto indivisivel. Por exemplo, cerca de 2% de agua
refere-se a 1,8% to 2,2% de agua, enquanto que cerca de 6 residuos
de aminoacido refere-se a 5-7 residuos de aminoacido.

[00183] Como usado aqui, 0s termos "ou" e "gfou” sao usados para
descrever multiplos componentes em combinacdo ou exclusive um do

outro. Por exemplo, "X, y, e/ou 2" pode referir-se a "X" sozinho, "y" so-
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zinho, "z" sozinho, "X, y, e 2", "(xeyiou z," "ou(ye z}," ou "X ouy ou

Z.

[00184] Sequéncias referidas no relatdrio descritivo séo providas na

Tabela 11 abaixo bem como na Listagem de Sequéncias.

Tabela 11 Sequéncias

Sequéncia de Aminoa-
cidos para D10 (SEQ D
NO: 1)

(BIDIRINININIDIN NI,

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadsia pe-
sada de mAb1

(WT HC)
(SEQ ID NO: 2)

HYQLQQSGPELVRPGASVKLSCKASGYIFITYWMN
WVKQRPGQGLEWIGOIFPASGSTNYNEMFEGKAT
LTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGDGNY
ALDAMDYWGQGTSVTVYSSAKTTPPSVYPLAPGSA
AQTNSMVTLGCLVKGYFREPVTVTWNSGSLSEGY
HTFPAVLOSDLYTLSSSVTVRPSSTWPSGTVTCONVA
HPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFP
PRPKDVLTITLTPRKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVD
DVEVHTAQTKPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWL
NGKEFKCRVYNSAAFPAPIEKTISKTKGRFPKAPQVY
TIPPPKEQMAKDRVSLTCMITDFFPEDITVEWQWN
GQPAENYKNTOPIMDTDGSYFVYSKLNVOKSNWE
AGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadsia pe-
sada de mAbicom C-
terminal D10

(HC-D10)
(SEQ ID NO: 3)

HYQLQQSGPELVRPGASVKLSCKASGYIFITYWMN
WVKQRPGQGLEWIGOIFPASGSTNYNEMFEGKAT
LTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARGDGNY
ALDAMDYWGQGTSVTVSSAKTTPPSVYPLAPGSA
AQTNSMVTLGCLVKGYFREPVTVTWNSGSLSEGY
HTFPAVLOSDLYTLSSSVTVRPSSTWPSGTVTCONVA
HPASSTKYDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFP
PKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSWFVD
DVEVHTAQTKPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWL
NGKEFKCRVYNSAAFPAPIEKTISKTKGRFPKAPQVY
TIPPPKEQMAKDRVSLTCMITDFFPEDITVEWQWN
GQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVOKSNWE
AGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGKDDDDD
pDDDD
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Sequéncia de Aminoca-
cidos para Cadeia pe-
sada de maAbicom N-
terminal D10

(D10-HC)
(SEQ ID NO: 4)

DDDDDDDDDDHVQLQQSGPELVRPGASVKLECK
ASGYIFITYWMNWVKQRPGQGLEWIGQIFPASGST
NYNEMFEGKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAY
YYCARGDGNYALDAMDYWGQGTSVTVSSAKTTR
PSVYPLAPGSAAQTNSMVYTLGCLVKGYFPEPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVRPSST
WESQTVTONVAHPASSTRVDKKIVPRDCGCKPCIC
TVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVWVDISKD
DPEVQFSWFVDDVEVHTAQTKFREEQFNSTFRSY
SELPIMHQDWLNGKEFKCRYNSAAFPARIEKTISKT
KGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKYSLTCMITDFFF
EDITVEWQWNGOPAENYKNTQOPIMDTDGSYFVYS
KLNVOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLS
HSPGK

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia pe-
sada de mAbt com N- ¢
C-terminais D10

(D10-HC-D10)
(SEQ 1D NO: 5)

DDDDDDDDDDHVQLOQSGPELVRPGASVKLSCK
ASGYIFITYWMNWVKQRPGQGLEWIGGIFPASGST
NYNEMFEGKATLTVDTSSSTAYMOLSSLTSEDSAY
YYCARGDGNYALDAMDYWGQGTSVTVESAKTTP
PSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPERPVTVT
WNSGSLSSGVHTFPAVLOQSDLYTLSSSVTVRPEST
WPSQTVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPCIC
TVPEVSSVYFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVYVVDISKD
DPEVOFSWFVDDVEVHTAQTKPREEQFNSTFRSY
SELPIMHOQDWLNGKEFKCRVNSAAFFPAPIEKTISKT
KGRPKAPQVYTIPPPKEQMAKDKVSLTCMITDFFP
EDITVEWOQWNGQPAENYKNTOQPIMDTDGSYFVYS
KLNVOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLS
HSPGKDDDDDDDDDD

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAb1

(WT LC)
(SEQ 1D NO: 8)

NIVETQSPASLAVSLGORATISCRASESVDSYGNS
FMHWYQOKSGQFPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
GSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQONNEDPLTFGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCF
ENNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVENSWTDQDSEK
DETYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSR
VKSFNRNEC

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAbl com N-
terminal D10

(D10-LC)
(SEQ ID NO: 7)

DODDDDDDDDDNIVLTQSPASLAVSLGQORATISCRA
SESVDSYGNSFMHWYQOKSGQFPKLLIYLASNLE
SGVPARFSGSGSRTDFTLTIDRPVEADDAATYYCQQ
NNEDPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLT
SGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVL
NSWTDODSKDSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTC
EATHKTSTSPIVKSFNRNEC

Sequéncia de Aminoca-
cidos para Cadeia leve
de mAbl com C-
terminal D10

(LC-D10)
(SEQ ID NO: 8)

NIVETQSPASLAVSLGORATISCRASESVDSYGNS
FMHWYQOKSGOPPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
GSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQONNEDPLTFGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCF
ENNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSK
DSTYSMSSTLTLTKRDEYERHNSYTCEATHKTSTSR
VKSFNRNECDDDRDDDDDDD
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Sequéncia de Aminoca-
cidos para:

1X ligante de peptideo
(G45)

(SEQ D NO: 9)

GGGGES

Sequéncia de Aminoa-
cidos para:

2X ligante de peptidec
(548)x2)

(SEQ 1D NO: 10)

GGLGEEGGGEES

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAb1 com 1X Ligan-
te e C-terminal D10

(LC-G4S-D10)
(SEQ ID NO: 11

NIVETQSFASLAVSLCQRATISCRASESVYDSYGNS
FMHWYQOKSGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
GSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCQOQNNEDPLTFGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVYVCF
LNNFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSK
DSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPI
VKSFNRNECGGGGSDDLDDDDDDD

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAb1 com Liganie
2X & C-terminal D10

(LC-(G48)2-D10)
(SEQ ID NO: 12)

NIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDSYGNS
FMHWYQQKSGQPPKLLIYLASNLESGVPARFSGS
GSRTDFTLTIDPVEADDAATYYCOQNNEDRLTFGA
GTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASYVCF
LNNFYPKDINVKWKIDGSEROQNGVLNSWTDQDSK
DSTYSMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEATHKTSTSRI
VKSFNRNECGGGGSGGGESDDDDDLDDDD

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia pe-
sada de mAbBZWT de
Cadeia pesada mAb2
(WT HC)

(SEQ 1D NO: 13)

OVQLVQSGAEVKKPGSSVKVECKASGYTFSSNVI
SWVRQAPGOGLEWMGGVIPIVDIANYAQRFKGRY
TITADESTSTTYMELSSLRSEDTAVYYCASTLGLVL
DAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRST
SESTAALGCLVKDYFPEPVTVESWNSGALTSGVHT
FRAVLAQSSGLYSLSSVVTVRSSSLGTRKTYTCONYDH
KPENTKVDKRVESKYGPPCPPCPAREFLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVDVSQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
POVYTLPPSGEEMTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDK
SRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLELGK
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Sequéncia de Aminoca-
cidos para Cadeia pe-
sada de mAb2 com C-
terminal D10 (HC-D10)

(SEQ ID NO: 14)

QVOLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFSENVI
SWVRQAPGOGLEWMGGVIPIVDIANYAQRFKGRY
TITADESTSTTYMELSSLRSEDTAVYYCASTLGLVL
DAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLARPCSRSET
SESTAALGCLVKDYFPEPVTVEWNSGALTSGVHT
FRAVLOSSGLYSLSSVVTVRPSSSLGTKTYTCONYDH
KPSNTRKVDKRVESKYGPPCPPCPARPEFLGGPSVE
LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVDVSQEDPEVQFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVEVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVYSNKGLPSSIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSOEEMTKNQVSLTCLYKGFYPSDIAVE
WESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFRFLYSRLTVDK
SRWOEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLELGKD
DDDDDDDDLD

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mALZWT de Cadeia
leve de mAb2 (WT LC)

(SEQ ID NO: 15)

ETVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLGSSYLA
WYQQKPGOAPRLLIYGASSRAPGIPDRFSGSGSEG
TEOFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYADSPITFGOGTRL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSETY

SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKS
FNRGEC

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia pe-
sada de mAb2 com N-
terminal D10 (D10-HC)

(SEQ ID NO: 18)

DDDDDDDDDDQVOLVOSGCAEVKKPGSSVKYVECK
ASGYTFSSNVISWVRQAPGOQGLEWMGGVIRIVDIA
NYAQRFKGRVTITADESTSTTYMELSSLRSEDTAY
YYCASTLGLVLDAMDYWGQGTLVTVSSASTKGRS
VFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPERPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWVTVRESESLEG
TKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPA
PEFLGGPSVFLFPPKPEKDTLMISRTPEVTCVVVDY
SQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKRPREEQFNST
YRVVEVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDGEDGS
FFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYT
OKSLSLSLGK

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadsia pe-
sada de mAb2 com N-
terminal D10 e C-
terminal D1C (D10-HC-
D10}

(SEQ ID NO: 17)

DDDDDDDLDDAQVOLVASGAEVKKPGSSVKVECK
ASGYTFSSNVISWVROQAPGQGLEWMGGVIPIVDIA
NYAQRFKGRVTITADESTSTTYMELSSLRSEDTAY
YYCASTLGLVLDAMDYWGQGTLYTVSSASTKGPS
VEPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFRPEPYTVSWN
SGALTSGYHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVRESSLG
TKTYTCNVDHKPSNTKVIDKRVESKYGPPCPPCPA
PEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDY
SQEDPEVOQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNST
YRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVENKGLPSSIEK
TISKAKGQPREPQVYTLFPSQEEMTKNQVSLTCLY
KGFYPSDIAVEWESNGGPENNYKTTRPRPVLDSDGS
FFLYSRLTVDKSRWOEGNVFSCSVMHEALHNHYT
QRSLSLSLGKDDDDDRLDDDD
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Sequéncia de Aminoca-
cidos para Cadeia leve
de mAb2 com N-
terminal D10 (D10-L.C)

(SEQ ID NO: 18)

DDDRDDDDDDETVLTOSPCTLSLSPGERATLSCR
ASQBLGSSYLAWYQOQKPGQAPRLLIYGASSRAPGI
PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYAD
SPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVYDNALQOSGNSQESY
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de maAb2 com C-
terminal D10 (LC-D10)

(SEQ 1D NO: 19)

ETVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLGSSYLA
WYQQKPGOAPRLLIYGASSRAPGIPDRFEGSGSEG
TOFTLTISRLEPEDFAVYYCQOYADSPITFGOGTRL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYVCLLNNFY
PREAKVOWKVDNALQSGNSQESYTEQDSKDSTY

SLSSTLTLSKADYEKHKVYYACEVTHQGLSSPVTKS
FNRGECDDDDDDDDDD

Sequéncia de Aminoca-
cidos para Cadeia leve
de mAb2Z c¢com N-
terminal D10 e (G-
terminal D10 (D10-LC-
D10}

(SEQ 1D NO: 20)

DDDRDDDDDDETVLTOSPCTLSLSPGERATLSCR
ASQBLGSSYLAWYQOQKPGQAPRLLIYGASSRAPGI
PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYAD
SPITFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVYDNALQOSGNSQESY
TEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGECDDDDDDDRED

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAb2 com Ligante
1X e C-terminal D10

(LC-G4S-D10)
(SEQ 1D NO: 21)

ETVLTOSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLGSSYLA
WYQQKPGOAPRLLIYGASSRAPGIPDRFSGSGSEG
TEOFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYADSPITFGOGTRL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFY
PREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSETY

SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPVTKS
FNRGECGGGGSDDDDDDDDDD

Sequéncia de Aminoa-
cidos para Cadeia leve
de mAbZ com Ligante
2X e C-erminal D10

(LC-(348)2-D10)
(SEQ ID NO: 22)

ETVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQELGSSYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRAPGIPDRFSGEGSG

TOFTLTISRLEPEDFAVYYCOQYADSPITFGQGTRL
EIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASYYCLLNNFY
PREAKVOWKYDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY

SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHOGLSSPYTKS
FNRGECGGGGSGGGGESDDLDDDDDDD
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Sequéncia de acidos
nucleicos para WT de
Cadeia pesada mAb2
(WT HC)

(SEQ ID NO: 23)

CAGGTCCAGCTOGTGCAGTCTGGGGCTGAGET
GAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG
CAAGGCTTCTGGATACACCTTCAGTAGCAATGTT
ATCAGCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGACAAGG
GCTCGAGTGGATGGGGGGGGTCATCCCTATTGT
TGATATTGCGAACTACGCACAGAGATTCAAGGE
CAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACTAG
TACAACTTACATGGAGTTGAGCAGCCTGAGGTC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGCAC
ACTTGGTCTCGTCCTGGATGCTATGGACTACTG
GGGTCAGGGTACGTTAGTGACGGTCTCGAGTGC
TTCCACCAAGGGCCCATCCOGTCTTCCCCCTGGO
GCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAG
CCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCC
CCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCLGGO
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAA
GCCCAGCAACACCAAGGTOCGACAAGAGAGTTGA
GTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCC
AGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTT
CCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCAT
GATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGLGTGGT
GGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCO
AGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGO
ATAATGCCAAGACAAAGCCOGCGGGAGGAGCAGT
TCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGUTGAACGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTC
CCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGECTT
CTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGOTGGACTCOCGACGGCTCCTTCT
TCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCA
GGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCG
TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACAC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGCGGAAATGA
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Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
pesada de mAbZ com
N-terminal D10 (D10
HC)

(SEQ 1D NO: 24)

GACGACGATCGATGACGATGACGACGACGATCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGLUTGAGGTGAA
GAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCTTCTGGATACACCTTCAGTAGCAATGTTATC
AGCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGACAAGGGLT
CGAGTCGATCGGGGGGGTCATCCCTATTGTTGA
TATTGCGAACTACGCACAGAGATTCAAGGGCAG
AGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACTAGTAC
AACTTACATGGAGTTCGAGCAGCCTGAGGTCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGCACACT
TGGTCTCGTCCTGGATGCTATGGACTACTGEGE
TCAGGGTACGTTAGTGACGGTCTCCGAGTGCTTC
CACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCO
CTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AACCGGTGACGGTGTCOTGGAACTCAGGCGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGLTGTC
CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
GAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTCGACAAGAGAGTTGAGTC
CARATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCCAGC
ACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCLT
GTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGAT
CTCCCGGACCCOTGAGGTCACGTGCGTGETEE
TGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAG
TTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGLAAGGA
GCTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCC
GTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCCGTGCAGTGGEGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGE
CTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
TCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGET
GGCAGCGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGA
TGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGA
AGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGGAAATGA
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Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
pesada de mAbZ com
C-terminal D10 (HC-
D10}

(SEQ 1D NO: 25)

CAGGTCCAGCTOGTGCAGTCTGGGGCTGAGET
GAAGAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTG
CAAGGCTTCTGGATACACCTTCAGTAGCAATGTT
ATCAGCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGACAAGG
GCTCGAGTGGATGGGGGGGGTCATCCCTATTGT
TGATATTGCGAACTACGCACAGAGATTCAAGGE
CAGAGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACTAG
TACAACTTACATGGAGTTGAGCAGCCTGAGGTC
TGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGCAC
ACTTGGTCTCGTCCTGGATGCTATGGACTACTG
GGGTCAGGGTACGTTAGTGACGGTCTCGAGTGC
TTCCACCAAGGGCCCATCCOGTCTTCCCCCTGGO
GCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAG
CCGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCC
CCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCLGGO
TGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGC
AGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGG
CACGAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAA
GCCCAGCAACACCAAGGTOCGACAAGAGAGTTGA
GTCCAAATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCC
AGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTT
CCTGTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCAT
GATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGLGTGGT
GGTGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCO
AGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGO
ATAATGCCAAGACAAAGCCOGCGGGAGGAGCAGT
TCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACCAGGACTGGUTGAACGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTC
CCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGECTT
CTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGA
GCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGOTGGACTCOCGACGGCTCCTTCT
TCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCA
GGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCG
TGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACAC
AGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGGAAAGACS
ACGATGATGACGATGACGACGACGATTGA

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 102/216




88/92

Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
pesada de mAbZ com
N-terminal D10 e C-
termina (D10-HC-D10)

(SEQ 1D NO: 26)

GACGACGATCGATGACGATGACGACGACGATCAG
GTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGLUTGAGGTGAA
GAAGCCTGGGTCCTCGGTGAAGGTCTCCTGCAA
GGCTTCTGGATACACCTTCAGTAGCAATGTTATC
AGCTGGGTGCGCCAGGCCCCTGGACAAGGGLT
CGAGTCGATCGGGGGGGTCATCCCTATTGTTGA
TATTGCGAACTACGCACAGAGATTCAAGGGCAG
AGTCACGATTACCGCGGACGAATCCACTAGTAC
AACTTACATGGAGTTCGAGCAGCCTGAGGTCTGA
GGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGCACACT
TGGTCTCGTCCTGGATGCTATGGACTACTGEGE
TCAGGGTACGTTAGTGACGGTCTCCGAGTGCTTC
CACCAAGGGCCCATCCGTCTTCCCCCTGGCGCO
CTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCG
CCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCG
AACCGGTGACGGTGTCOTGGAACTCAGGCGCC
CTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGLTGTC
CTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGC
GTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCAC
GAAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCC
CAGCAACACCAAGGTCGACAAGAGAGTTGAGTC
CARATATGGTCCCCCATGCCCACCATGCCCAGC
ACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCLT
GTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGAT
CTCCCGGACCCOTGAGGTCACGTGCGTGETEE
TGGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAG
TTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGTGCAT
AATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTC
AACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGLAAGGA
GCTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCC
GTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAA
GGGCAGCCCCGAGAGCCACAGGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTA
CCCCAGCGACATCGCCGTGCAGTGGEGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGE
CTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCC
TCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGET
GGCAGCGAGGGGAATGTCTTCTCATGCTCCGTGA
TGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGA
AGAGCCTCTCCCTGTCTCTGGGGAAAGACGACS
ATGATGACGATGACGACGACGATTGA
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Sequéncia de acidos
nucleicos para WT de
Cadeia leve de mAb2
(WT LC)

(SEQ ID NO: 27)

GAAACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTG
TCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTAC
TTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCACCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGCTCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGC
CGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT
GTCAGCAGTATGCTGACTCACCGATCACCTTCG
GCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGE
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAS
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGTTAG

Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
leve de mADb2 com N-
terminal D10 (D10-LC)

(SEQ ID NO: 28)

GACGACGATGATGACGATGACGACGACGATGAA
ACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTGTCT
TTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGC
AGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTACTTA
GCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGGCTCCC
AGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCA
CCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGG
TCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGCCGA
CTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTC
AGCAGTATGCTGACTCACCGATCACCTTCGGLC
AAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGGTGE
CTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGA
TGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTGTG
TGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAA
TCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGC
ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTTAG
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Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
leve de mAbZ com C-
terminal D10 L.C-D10)

(SEQ ID NO: 29)

GAAACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTG
TCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTAC
TTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCACCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGCTCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGC
CGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT
GTCAGCAGTATGCTGACTCACCGATCACCTTCG
GCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGE
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAS
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGCTGCACGACGATGATGACGAT
GACGACGACGATTAG

Sequéncia de &Gcidos
nucleicos para Cadeia
leve de mAb2 com N-
terminal D10 e C-
terminal D10 {D10-LC-
D10}

(SEQ ID NO: 30)

GACGACGATGATGACGATGACGACGACGATGAA
ACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTGTCT
TTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGC
AGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTACTTA
GCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGGLITCCC
AGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGGGCA
CCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGE
TCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGCCGA
CTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTC
AGCAGTATGCTGACTCACCGATCACCTTCGGCC
AAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGETGG
CTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGA
TGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTTIGTG
TGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGECC
AAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAA
TCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAG
GACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGC
ACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAA
CACARAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAAC
AGGGGAGAGTGTGACGACGATGATGACGATGAC
GACGACGATTAG
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Sequéncia de acidos
nucleicos para Cadeia
leve de mAb2 com Li-
ganie 1X e C-terminal
210

(LC-G4S-D10)
(SEQ 1D NO: 31)

GAAACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTG
TCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTAC
TTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGGCT
CCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGCAGG
GCACCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGCTCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGC
CGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT
GTCAGCAGTATGCTGACTCACCGATCACCTTCG
GCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGE
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAS
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGTGGCGGAGGCGGCAGCGA
CGACGATGATGACGATGACGACGACGATTAG

Sequéncia de &Gcidos
nucleicos para Cadeia
leve de mAb2 com Li-
gante 2X e C-terminal
010

(LC-(G48)2-D10)
(SEQ ID NO: 32)

GAAACGGTACTCACGCAGTCTCCAGGTACCCTG
TCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCC
TGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTGGCAGCAGCTAC
TTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGTCAGECT
CCCAGGCTCCTCATCTATGCTGCATCCAGCAGE
GCACCTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGT
GGGTCTGGTACCGACTTCACTCTCACCATCAGC
CGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACT
GTCAGCAGTATGCTGACTCACCCGATCACCTTCG
GCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAACGTACGG
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATC
TGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCCTCTGTT
GTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAG
GCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTC
CAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAG
CAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGC
AGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAG
AAACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCAT
CAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGTGGCGGAGGCEGCAGCGS
CGGAGGCGGCAGCGACGACGATGATGACGATG
ACGACGACGATTAG

mAb2 HCDR1
(SEQ 1D NO: 33)

SNVIS

mAbZ HCDR2
(SEQ ID NO: 34)

GVIPIVDIANYAQRFKG
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mAb2 HCDR3 TLGLVLDAMDY

(SEQ ID NO: 35)

mAb2 LCDR1 RASQSLGSSYLA

(SEQ D NO: 36)

mAb2 LCDR2 GASSRAP

(SEQ 1D NO: 37)

mAb2 LCDR3 QQYADSPIT

(SEQ ID NO: 28)

mAb2 HCVD QVOLVQSGAEVKKPGSSYKVSCKASGYTFSSNYI

(SEQ 1D NO: 39)

SWVRQAPGOGLEWMGGVIPIVDIANYAQRFKGRY
TITADESTSTTYMELSSLRSEDTAVYYCASTLGLVL
DAMDYWGQGTLVTVSS

mABZ LCVD
(SEQ 1D NO: 40)

ETVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLGSSYLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASSRAPGIPDRFSGEGSG

TOFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYADSPITFGQGTRL
EIK
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo, ou um fragmento de ligac&o de antigeno do
mesmo, caracterizado pelo faio de que compreende uma cadeia pesa-
da, uma cadeia leve, e um ou mais (poli-D) peptideocs de poliaspariato
ligados a cadeia pesada e/ou ao C-terminal da cadeia leve, em que 08
um ou mais poli-D peptidess sao integrais com a sequéncia de amino-
acidos da cadeia pesada ou da cadeia leve.

2. Anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigeno de acordo
com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que compreende (i)
um poli-D peptideo integral com o N- terminal da cadeia pesada, (ii)
um poli-D peptideo integral com o C-terminal da cadeia pesada, ou (i)
ambos (i} e (ii).

3. Anticorpo ou fragmento de ligacao de antigeno de acordo
com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado pelo fato de gue compreen-
de um poli-D peptideo integral com o C-terminal da cadeia leve.

4. Anticorpo ou fragmento de ligacao de antigeno de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, caracterizado pelo fato de
que ofs) poli-D peptideo(s) esta(do) fundido(s) a cadeia pesada ou a
cadeia leve via um ligante de peptideo.

5. Anticorpo ou fragmento de ligacgo de antigeno de acordo
com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de
que 08 um ou mais poli-D peptideos, cada um independentemente,
compreendem de 2-30 residuos de acido aspartico.

6. Anticorpo ou fragmento de ligacao de antigeno de acordo
com qualguer uma das reivindicacbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de
que o anticorpo € uma IgG.

7. Anticorpo ou fragmento de ligacéo de antigeno de acordo
com qualguer uma das reivindicacbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de
que o anticorpo ou o fragmento de ligacdo de antigeno especificamen-
te se liga a um ou mais de TGFR1, TGFBR2, e TGFR3.
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8. Anticorpo ou fragmento de ligac8o de antigeno de acordo
com a reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
compreende as regides determinantes de complementaridade (CDR)
de cadeia pesada 1-3 na SEQ D NO: 13 e a CDR1-3 de cadeia leve
na SEQ 1D NO: 15,

8. Anticorpo ou fragmento de ligacao de antigeno de acordo
com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato de que o anticorpo
compreende uma sequéncia de aminocacidos de dominio variavel de
cadeia pesada(Vn) que corresponde a residuocs de 1-120 de SED 1D
NO: 13 e uma sequéncia de aminoacidos de dominio variavel de ca-
deia leve (V.) gue corresponde a residuos de 1-108 de SEQ 1D NO:
15.

10. Anticorpo ou fragmento de ligacdo de antigenoc de acor-
do com a reivindicacdo 8 ou 9, caracterizado pelo fato de que o anti-
corpo compreende uma regido constante de 1gGa de ser humano tendo
uma prolina na posicdo 228 (numeracéo EU).

11. Anticorpo ou fragmento de ligacao de antigeno de acor-
do com a reivindicacao 7, caracterizado pelo fato de que a cadeia pe-
sada do anticorpo compreende a sequéncia de aminoacidos de 1D NO:
13, & a cadeia leve do anticorpo compreende a sequéncia de aminoa-
cidos de SEQ 1D NO: 15.

12. Anticorpo de acordo com a reivindicacao 8, caracteriza-
do pelo fato de que a cadeia pesada compreende a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ 1D NO: 13, 14, 18, ou 17, e a cadeia leve compreen-
de a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15, 19, 21, ou 22.

13. Anticorpo ou fragmento de ligacéo de antigeno de acor-
do com a reivindicac8o 7, caraclerizado pelo fato de que ¢ anticorpo
compreende sequéncias de aminoacidos de cadeia leve e pesada de
SEQ ID NOs: 2 e 6, respectivamente.

14. Anticorpo de IgGa que liga TGFR1, TGFR2, e TGFBE3 de
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ser humane, caracterizado pelo falo de que a cadeia pesada do anti-
corpo compreende a sequéncia de aminocacidos de SEQ 1D NO: 14 ou
17, & a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ
D NO: 15,

15. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um anticorpo ou fragmento de ligacédo de antigeno
como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 14, e um exci-
piente farmaceuticamente aceitavel.

16. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo de anti-
geno como definido em qualquer uma das reivindicagbes 7 a 14, ca-
racterizado pelo fato de gue para a manufatura de um medicamento
para o tratamento de um ser humano com uma condicao ossea que se
beneficia da inibicdo de TGFB.

17. Uso de acordo com a reivindicacao 16, caracterizado
pelo fato de que os resultados de tratamento em pelo menos uma de
{1} uma reducéo nos niveis de TGFB, (2) uma reducao na atividade de
TGFB, (3) uma reducao na perda 6ssea, (4) uma reducao na faxa de
perda 0ssea, (5) um aumento na densidade 0ssea, (6) um aumento na
resisténcia dssea, e (7) uma reducdo nos niveis de IL-11 no ser huma-
no.

18. Uso de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17, caracleri-
zado pelo fato de que 0 ser humano tem osteogenease imperfeita, per-
da ossea ou osteoporose, doenca de rim crénica, ou cdncer com me-
tastase Ossea.

19. Molecula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo
fato de que compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica
a cadeia pesada, a cadeia leve, ou ambas, do anticorpo ou do frag-
mento de ligacdo de antigeno como definido em gualguer uma das rei-
vindicacbes 7 a 14.

20. Vetor de expressdo, caraclerizado pelo fato de que

Peticdo 870190062933, de 05/07/2019, pag. 119/216



4/4

compreende a moléecula de acido nucleico isolada como definida na
reivindicacdo 19.

21. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que com-
preende o vetor de expressac come definido na reivindicacio 20.

22. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 21,
caraclerizada pelo fato de gue a célula hospedeira &€ uma célula de
mamifero.

23. Método de producio de um anticorpo ou fragmento de
ligacdo de antigeno como definido em gualguer uma das reivindica-
ches 7 a 14, caracterizadoe pelo fato de que compreende:

prover uma célula hospedeira compreendendo uma primei-
ra € uma segunda sequéncias de nucleotideos gue codificam a cadeia
pesada e a cadeia leve, respectivamente, do anticorpo ou do fragmen-
to de ligacao de antigeno,

desenvolver a célula hospedeira sob condicdes que permi-
tem a preducéo do anticorpo ou do fragmento de ligacéo de antigeno,
&

recuperar o anticorpo ou do fragmento de ligacdo de anti-
geno.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 23, caracteriza-
do pelo fato de que a primeira sequéncia de nuclectideos compreende
SEQ ID NO: 23, 24, 25, ou 26, e a segunda segquéncia de nucleotideos
compreende SEQ ID NO: 27, 29, 31, ou 32.
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FIG. 1
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FIG. 8B
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RESUMO
Patente de Invenc8o. "ANTICORPOS DE DIRECIONAMENTO
OSSEQ".

Sae providos anticorpos recombinantes quimicamente con-
jugados e fragmentos dos mesmos modificados com um ou mais (poli-
D) peplideos de poliaspariato (por exemplo, uma sequéncia D10) para
melhorar a localizacdo dos anticorpos ou fragmentos no 0sso. Méto-
dos para sua producdo e usos desses anticorpos e fragmentos tam-
bém s&o revelados.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

OAA4&22A2DPDFB8EDOCATS3

Campo 2

FFC575A86 CA1T9ACE

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncia - P241313.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 05/07/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 11:59:33
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 0AA422A2DFSEOCA3
- Campo 2: FFC575A86CA19ACE
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