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(57) Resumo: A presente invencgao refere-se a anticorpos modificados e fragmentos de ligacao ao antigeno, nos quais um
dominio funcional adicional é inserido na regido do cotovelo do anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno. A presente
invengdo também fornece moléculas de acido nucleico, tais como vetores, que codificam tais anticorpos e fragmentos de ligagdo
ao antigeno, células hospedeiras e composi¢cées compreendendo tais anticorpos, fragmentos de ligagcao ao antigeno ou
moléculas de acido nucleico e suas utilizagdes. Por exemplo, é fornecido um formato de anticorpo multiespecifico, no qual um
sitio de ligacdo adicional (especificidade) é inserido na regido do cotovelo de um anticorpo ou fragmento de ligacédo a antigeno.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"ANTICORPOS COM DOMINIOS FUNCIONAIS NA REGIAO DO
COTOVELO ENTRE OS DOMINIOS VARIAVEL E CONSTANTE".
[0001] A presente invencao refere-se ao campo de anticorpos
manipulados com um dominio funcional adicional, como formatos de
anticorpos multiespecificos. Em patrticular, a presente invencéao refere-
se a anticorpos manipulados, nos quais um dominio funcional adicional
€ inserido na regido do cotovelo do anticorpo. Por conseguinte, por
exemplo, é fornecido um formato de anticorpo multiespecifico, no qual
um sitio de ligacdo adicional (especificidade) € inserido na regido do
cotovelo de um anticorpo.

[0002] Nos ultimos anos, surgiu uma variedade de formatos de
anticorpos multiespecificos, com base na engenharia molecular de
anticorpos de ocorréncia natural classicos, como a IgG, que se ligam
especificamente a um tipo de antigeno. Ao contrario dos anticorpos
cldssicos de ocorréncia natural, como IgG, o0s anticorpos
multiespecificos sdo capazes de se ligar a dois ou mais alvos distintos,
oferecendo, assim, um amplo espectro de aplicagdes.

[0003] Anticorpos classicos de ocorréncia natural sdo moléculas em
forma de Y compreendendo quatro cadeias de polipeptideos: duas
cadeias pesadas e duas cadeias leves (Fig. 1A). Cada cadeia leve
consiste em dois dominios, sendo o dominio de N-terminal conhecido
como variavel ou dominio VL e o dominio C-terminal sendo conhecido
como dominio constante ou CL. Cade cadeia pesada consiste em quatro
ou cinco dominios, dependendo da classe do anticorpo. O dominio de
N-terminal de cadeia pesada é conhecido como dominio variavel ou VH.
O proximo dominio na direcdo do terminal N-C é conhecido como o
primeiro dominio constante ou CH1. A proxima parte de cadeia pesada
€ conhecida como regido de articulacdo, que é normalmente seguida

pelo segundo, terceiro e, em alguns casos, quarta constante ou

Peticao 870190141042, de 30/12/2019, pag. 6/369



2/180

dominios CH2, CH3 e CH4, respectivamente. A regido constante, que
compreende os dominios constantes, € idéntica em todos os anticorpos
do mesmo isétipo, porém difere nos anticorpos de diferentes isotipos.
As cadeias pesadas y, a e 0 tém uma regido constante composta por
trés dominios de Ig em tandem (em uma linha) e uma regido de
articulacéo para flexibilidade realcada; cadeias pesadas p e € tém uma
regido constante composta por quatro dominios de imunoglobulina.
[0004] Além da regido de articulacdo, também a regido do cotovelo
€ conhecida por fornecer flexibilidade para a ligacdo ao antigeno. A
regido do cotovelo é a juncéo entre os dominios variaveis e os dominios
constantes nas cadeias pesada e leve do anticorpo. Tipicamente, o C-
terminal do dominio variavel (VH ou VL) esta diretamente ligado ao N-
terminal do dominio constante mais N-terminal (tipicamente CH1 ou CL)
e a juncao entre a terminacdo C do dominio variavel (VH ou VL) e a N-
terminal do dominio constante mais N-terminal (normalmente CH1 ou
CL) é referida como "cotovelo" ou "regido do cotovelo”. A regido do
cotovelo permite dobrar e girar os dominios variaveis relativos aos
dominios constantes. A regido do cotovelo também é referida como
"articulagdo molecular da rétula” com base na amplitude de movimento
fornecida pela regido do cotovelo (Lesk AM, Chothia C. O movimento
do cotovelo nas imunoglobulinas envolve uma articulagdo molecular da
rétula. Nature, 8 de setembro de 1988; 335 (6186): 188-90).

[0005] Em um anticorpo montado, os dominios VL e VH se
associam para formar um sitio de ligacdo ao antigeno. Além disso, 0s
dominios CL e CH1 se associam para manter uma cadeia pesada
associada a uma cadeia leve. Cada regido de articulacdo de cadeia
pesada inclui pelo menos um, e frequentemente diversos, residuos de
cisteina. No anticorpo montado, os residuos de cisteina nas cadeias
pesadas sdo alinhados de modo que as ligacOes de dissulfeto possam

ser formadas entre os residuos de cisteina nas regides de articulacao,
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ligando covalentemente os dois heterodimeros de cadeia pesada-leve
entre si. Desse modo, os anticorpos completamente montados séo
monoespecificos na medida em que se ligam a um tipo de antigeno e
bivalentes na medida em que tém dois sitios de ligacdo ao antigeno
independentes.

[0006] Com base na estrutura de tais anticorpos de ocorréncia
natural classicos bivalentes monoespecificos, uma variedade de
formatos de anticorpo multiespecifico (para revisdo, ver Spiess C, Zhai
Q, Carter PJ. Formatos moleculares alternativos e aplicagcbes
terapéuticas para anticorpos biespecificos. Mol Immunol. Outubro de
2015; 67 (2 Pt A): 95-106 e Weidle UH, Tiefenthaler G, Weiss EH,
Georges G, Brinkmann U. As opc¢Oes intrigantes de formatos
multiespecificos de anticorpos para o tratamento do cancer. Cancer
Genomics Proteomics. 2013 Jan-Feb; 10 (1 ): 1-18). Em geral, os
formatos de anticorpos multiespecificos da técnica anterior podem ser
classificados em cinco grupos estruturais distintos: (i) 19G
multiespecifico, (i) 1gG anexado, (iii) fragmentos de anticorpo
multiespecifico, (iv) proteinas de fusdo multiespecificas e (V)
conjugados de anticorpos multiespecificos (Spiess C, Zhai Q, Carter PJ.
Formatos moleculares alternativos e aplicacfes terapéuticas para
anticorpos biespecificos. Mol Immunol. Outubro 2015; 67 (2 Pt A): 95-
106).

[0007] Os formatos multiespecificos de anticorpos IgG sdao
tipicamente monovalentes para cada especificidade (antigeno). As
tentativas iniciais de acoplar as especificidades de ligacdo de dois
anticorpos inteiros contra antigenos-alvo diferentes para propdsitos
terapéuticos utilizaram moléculas de heteroconjugado quimicamente
fundidas (Staerz et al. (1985), Nature 314: 628-631). Os anticorpos
biespecificos foram produzidos de hibridomas hibridos por técnicas de
hetero-hibridoma (Milstein & Cuello (1983) Nature 305: 537-540). Os
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formatos multiespecificos de anticorpos IgG incluem CrossMab, DAF
(dois em um), DAF (quatro em um), DutaMab, DT-IgG, LC comum em
puxadores em orificios, montagem de puxadores em orificios, par de
carga, permuta de brago-Fab, corpo SEED, Triomab, LUZ-Y, Fcab,
corpo-ky e Fab ortogonal, por exemplo, como descrito em Spiess C, Zhai
Q, Carter PJ. Formatos moleculares alternativos e aplicacdes
terapéuticas para anticorpos biespecificos. Mol Immunol. Outubro de
2015; 67 (2 Pt A): 95-106.

[0008] Nos formatos de anticorpos IgG anexos, a IgG
monoespecifica classica € modificada anexando porcdes de ligacdo ao
antigeno adicionais a N-terminal e / ou C da cadeia pesada e / ou leve.
Exemplos de tais por¢cdes de ligagdo ao antigeno adicionais incluem
anticorpos de dominio uUnico (VH ou VL néo pareados), dominios
variaveis de anticorpos pareados, como Fv ou scFv, ou estruturas de
proteinas modificadas. Os formatos de anticorpo IgG anexados incluem
DVD-IgG, I1gG(H)-scFv, scFv-(H)IgG, IgG(L)-scFv, scFv-(L)IgG,
IgG(L,H)-Fv, IgG(H)-V, V(H)-1gG, IgG(L)-V, V(L)-1gG, KIH IgG-scFab,
2scFv-1gG, 1gG-2scFv, scFv4-Ig e Zybody, por exemplo, como descrito
em Spiess C, Zhai Q, Carter PJ. Formatos moleculares alternativos e
aplicacGes terapéuticas para anticorpos biespecificos. Mol Immunol.
Outubro de 2015; 67 (2 Pt A): 95-106. DVI-IgG (quatro em um) € um
formato de anticorpo IgG anexado combinado com um formato de
anticorpo IgG multiespecifico, como descrito acima. Uma vantagem
potencial dos formatos IgG multiespecificos anexados € que eles podem
permitir a ligacdo simultanea do antigeno a todos os dominios variaveis
e, portanto, fornecer uma capacidade de ligacdo especifica mais alta.
[0009] Os fragmentos de anticorpos multiespecificos tipicamente
nao possuem um ou mais dominios constantes em comparagao com 0s
anticorpos de ocorréncia natural. Fragmentos de anticorpos

multiespecificos incluem nanocorpos; nanocorpo-HAS; BITEs;
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diacorpos; DART; TandAb; scDiaCORPOS; sc-Diabody-CHS3; Diacorpo-
CH3; Corpos Triplos; Mini-anticorpos; Minicorpos; Minicorpos TriBi;
scFv-CH3 KIH; Fab-scFv; scFv-CH-CL-scFv; F(ab')2; F(ab')2-scFv2;
scFv-KIH; Fab-scFv-Fc; HCAb tetravalente; scDiacorpo-Fc; Diacorpo-
Fc; ScFv-Fc em tandem; e intracorpos, como descrito, por exemplo, em
Spiess C, Zhai Q, Carter PJ. Formatos moleculares alternativos e
aplicacbes terapéuticas para anticorpos biespecificos. Mol Immunol.
Outubro de 2015; 67 (2 Pt A): 95-106. As proteinas de fusao
multiespecificas incluem Dock e Lock; ImmTAC; HSAbody; scDiabody-
HAS; e scFv-Toxina em tandem, como descrito por exemplo em Spiess
C., Zhai Q. e Carter P.J. (2015) Molecular Immunology 67: 95-106, em
particular a Fig. 1 e a descricdo correspondente, por exemplo, por
exemplo, 95 - 101. Os conjugados multiespecificos de anticorpos
incluem IgG-IgG; Cov-X-Body; e scFv1-PEG-scFv2, como descrito, por
exemplo, em Spiess C., Zhai Q. e Carter P.J. (2015) Molecular
Immunology 67: 95-106, em particular a Fig. 1 e a descricdo
correspondente, por exemplo, p. 95 - 101.

[0010] Tipicamente, o formato do anticorpo é escolhido dependendo
da aplicacao prevista. Por exemplo, uma meia-vida farmacolégica longa
é desejavel para muitas aplicacdes. E comumente realizado incluindo
uma regido Fc - enquanto para outras aplicagdes uma meia-vida curta
(e, desse modo, nenhuma regido Fc) pode ser vantajosa. Além disso,
os rendimentos da producdo podem desempenhar um papel, em
particular porque a producéo de formatos multiespecificos de anticorpos
IgG por coexpressao das duas cadeias leve e pesada distintas em uma
Unica célula hospedeira é conhecida ser altamente desafiadora e pode
resultar em anticorpos mal pareados, que podem ser dificeis de
remover. Além disso, muitos formatos de anticorpo, tais como 0s
formatos de anticorpo IgG anexados, tipicamente requerem ligantes

para fornecer flexibilidade suficiente para ligacdo simultanea de
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antigenos distintos — porém a natureza flexivel dos ligantes pode torna-
los mais propensos a clivagem proteolitica, potencialmente levando a
uma pobre estabilidade de anticorpo, agregacdo e imunogenicidade
aumentada. E importante notar que, para certas aplicaces, a
estabilidade do anticorpo pode ser mais importante que a capacidade
de ligacdo ou vice-versa, dependendo da aplicacdo. Além disso, o
formato do anticorpo pode ser escolhido dependendo da especificidade,
ou seja, certos sitios de ligacdo ao antigeno atingem melhores
rendimentos de producéo, estabilidade e / ou valores de ligacdo em um
determinado formato de anticorpo - enquanto outras especificidades
alcancam melhores caracteristicas em outros formatos de anticorpo (por
exemplo, devido ao tamanho / estrutura / natureza do antigeno-alvo).
[0011] Por conseguinte, existe a necessidade de outros formatos de
anticorpo que proporcionem caracteristicas distintas. Em vista disso, €
0 objetivo da presente invencao fornecer um novo formato de anticorpo
com funcionalidades adicionais, por exemplo, anticorpos
multiespecificos ou anticorpos modificados para fornecer uma
funcionalidade adicional, tal como uma funcionalidade repoérter, uma
funcionalidade de translocacdo ou uma funcionalidade veiculo. O novo
formato de anticorpo pode opcionalmente ser combinado com formatos
de anticorpos conhecidos, por exemplo, para obter anticorpos com
multiplos sitios de ligacdo ou anticorpos biespecificos com
funcionalidades adicionais. Esses objetivos sdo alcangcados por meio da
matéria-objeto descrita abaixo e nas reivindicacfes anexas.

[0012] Embora a presente invencdo seja descrita em detalhes
abaixo, deve ser entendido que esta invencdo ndo esta limitada as
metodologias, protocolos e reagentes particulares aqui descritos, pois
estes podem variar. Também deve ser entendido que a terminologia
aqui utilizada nao se destina a limitar o escopo da presente invencao

gue sera limitado apenas pelas reivindicagcdes anexas. A menos que
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definidos de outra forma, todos os termos técnicos e cientificos usados
neste documento tém os mesmos significados que sdo comumente
entendidos por alguém versado na técnica.

[0013] A seqguir, os elementos da presente invencdo serdo
descritos. Esses elementos séo listados com modalidades especificas,
no entanto, deve-se entender que eles podem ser combinados de
qgualquer maneira e em qualquer numero para criar modalidades
adicionais. Os exemplos descritos de maneira diversa e modalidades
preferidas ndo devem ser manipulados para limitar a presente invencgao
apenas as modalidades explicitamente descritas. Esta descricdo deve
ser entendida sustentar e abranger modalidades que combinam as
modalidades explicitamente descritas com qualquer numero dos
elementos descritos e / ou preferidos. Além disso, quaisquer
permutacdes e combinacdes de todos os elementos descritos neste
pedido devem ser consideradas divulgadas pela descricdo do presente
pedido, a menos que o contexto indique de outro modo.

[0014] Ao longo deste relatorio descritivo e das reivindicagdes que
seguem, a menos que O contexto requeira de outra forma, o termo
“compreender® e variagbes tais como ‘"compreende" e
"compreendendo” serao entendidos como implicando a incluséo de um
membro, numero inteiro ou etapa, porém ndo a exclusao de qualquer
outro membro, numero inteiro ou etapa ndo declarado. O termo
“consistir em" € uma modalidade especifica do termo "compreender”,
em que qualquer outro membro, nimero inteiro ou etapa ndo declarado
e excluido. No contexto da presente invencgao, o termo "compreender”
abrange o termo "consistir em". O termo "compreendendo” desse modo
abrange ‘"incluindo” bem como "consistindo", por exemplo, uma
composicao "compreendendo” X pode consistir exclusivamente em X ou
pode incluir algo adicional, por exemplo, X + Y.

[0015] Os termos "um, uma (a)" e "um, uma (an)" e "o, a" e
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referéncia similar usados no contexto da descricdo da invencao
(especialmente no contexto das reivindicagbes) devem ser
interpretados para abranger tanto o singular quanto o plural, a menos
gue indicado de outra forma aqui ou claramente contradito pelo
contexto. A mencao de faixas de valores neste documento destina-se
apenas a servir como um meétodo abreviado de se referir
individualmente a cada valor separado dentro da faixa. A menos que
indicado de outra forma aqui, cada valor individual € incorporado no
relatério descritivo, como se fosse aqui mencionado individualmente.
Nenhuma linguagem no relatério descritivo deve ser interpretada como
indicando qualquer elemento nédo reivindicado essencial para a pratica
da invencao.

[0016] A palavra "substancialmente" nao exclui "completamente”,
por exemplo, uma composicdo que é "substancialmente livre" de Y pode
ser completamente livre de Y. Onde necessario, a palavra
"substancialmente” pode ser omitida da definicdo da invengao.

[0017] O termo "cerca de" em relacdo a um valor numeérico x
significa x = 10%.

[0018] Como usado neste documento, os termos "peptideo",
"polipeptideo”, "proteina" se referem a peptideos, oligopeptideos ou
proteinas incluindo  proteinas de fusdo, respectivamente,
compreendendo pelo menos dois aminoacidos unidos entre si,
preferivelmente por uma ligacdo de peptideo normal, ou,
alternativamente, por uma ligacao de peptideo modificada, tal como, por
exemplo, nos casos de peptideos isostéricos. Em particular, os termos
"peptideo”, "polipeptideo”, "proteina" também incluem
"peptidomiméticos”, que sdo definidos como analogos de peptideo
contendo elementos estruturais ndo peptidicos, cujos peptideos séo
capazes de imitar ou antagonizar a(s) acao(des) biologica(s)(s) de um

peptideo parental natural. Um peptidomimético carece de
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caracteristicas peptidicas classicas, tais como ligacbes peptidicas
enzimaticamente cindiveis. Um peptideo, polipeptideo ou proteina pode
ser composto de qualquer um dos 20 aminoacidos definidos pelo cédigo
genético. Além disso, um peptideo, polipeptideo ou proteina também
pode compreender aminoacidos além dos 20 aminoéacidos definidos
pelo codigo genético, além desses aminoacidos, ou pode ser composto
de aminoacidos além dos 20 aminoacidos definidos pelo codigo
genético. Em particular, um peptideo, polipeptideo ou proteina no
contexto da presente invengcdo pode igualmente ser composto de
aminoacidos modificados por processos naturais, tais como processos
de maturacdo poés-translacionais ou por processos quimicos, que sao
bem conhecidos por uma pessoa versada na técnica. Tais modificacdes
sao totalmente detalhadas na literatura. Essas modificacbes podem
aparecer em gqualquer lugar do polipeptideo: no esqueleto do peptideo,
na cadeia de aminoacidos ou mesmo nas extremidades carboxi- ou
amino-terminais. Em particular, um peptideo ou polipeptideo pode ser
ramificado apO0s uma ubiquitinacdo ou ser ciclico com ou sem
ramificacdo. Este tipo de modificacéo pode ser o resultado de processos
pos-translacionais naturais ou sintéticos que sdo bem conhecidos por
uma pessoa versada na técnica. Os termos "peptideo”, "polipeptideo”,
"proteina" no contexto da presente invencdo, em particular, também
incluem peptideos, polipeptideos e proteinas modificados. Por exemplo,
modificacbes de peptideo, polipeptideo e proteina podem incluir
acetilacao, acilacdo, ADP-ribosilacdo, amidacao, fixacado covalente de
um nucleotideo ou de um derivado de nucleotideo, fixacdo covalente de
um lipideo ou de um derivado lipidico, a fixacdo covalente de um
fosfatidilinositol, reticulacdo covalente ou ndo covalente, ciclizagao,
formacdo de ligacdo dissulfeto, desmetilacédo, glicosilagdo incluindo
pegilacdo, hidroxilacéo, iodizacdo, metilacdo, miristoilacdo, oxidacéo,

processos proteoliticos, fosforilagdo, prenilacdo, racemizacao,
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seneloilacdo, sulfatacéo, adicdo de aminoacidos, como arginilagdo ou
ubiquitinac&o. Tais modificagdes séo totalmente detalhadas na literatura
(Proteins Structure and Molecular Properties (1993) 22 Ed., T. E.
Creighton, Nova York; Post-translational Covalente Modifications of
Proteins (1983) BC Johnson, Ed., Academic Press, Nova York; Seifter
et al. (1990) Analysis for protein modifications and nonprotein cofactors,
Meth. Enzymol. 182: 626-646 e Rattan et al., (1992) Protein Synthesis:
Post-translational Modifications and Aging, Ann NY Acad Sci, 663: 48-
62). Por conseguinte, os termos "peptideo”, "polipeptideo”, "proteina”
incluem preferivelmente, por exemplo, lipopeptideos, lipoproteinas,
glicopeptideos, glicoproteinas e similares.

[0019] De preferéncia, no entanto, uma proteina, polipeptideo ou
peptideo € um peptideo, polipeptideo ou proteina "classico”, pelo qual
um peptideo, polipeptideo ou proteina "classico" € tipicamente
composto de aminoacidos selecionados dentre os 20 aminoacidos
definidos pelo cédigo genético, ligados entre si por uma ligacdo de
peptideo normal.

[0020] O termo "primeira cadeia de polipeptideo”, conforme
utilizado neste documento, refere-se a um polipeptideo que deve ser
associado a um segundo polipeptideo (a "segunda cadeia de
polipeptideo™). Em particular, a primeira e a segunda cadeias de
polipeptideo estdo associadas através de uma ligacdo dissulfeto. A
primeira cadeia de polipeptideo pode compreender um, dois, trés
dominios constantes pesados de anticorpos. Em uma modalidade
preferida, compreende trés dominios constantes pesados de anticorpo:
CH1, CH2 e CH3 e uma regiao de articulacédo entre CH1 e CH2. Os
referidos dominios constantes de cadeia pesada podem ser derivados
de um anticorpo murino, quimeérico, sintético, humanizado ou humano e
monoclonal ou policlonal. A primeira cadeia de polipeptideo pode

compreender um ou mais dominios variaveis, preferivelmente dominios
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variaveis de uma cadeia pesada de anticorpo.

[0021] O termo "segunda cadeia de polipeptideo”, conforme
utilizado neste documento, refere-se a um polipeptideo que deve ser
associado ao primeiro polipeptideo (a "primeira cadeia de
polipeptideo™). Em particular, a primeira e a segunda cadeias de
polipeptideo estdo associadas por meio de uma ligacdo dissulfeto. A
segunda cadeia de polipeptideo pode compreender uma regido
constante da cadeia leve de anticorpo CL. A referida regido constante
da cadeia leve pode ser derivada de um anticorpo que € murino,
quimérico, sintético, humanizado ou humano e monoclonal ou
policlonal. A segunda cadeia de polipeptideo pode compreender um ou
mais dominios variaveis, preferivelmente dominios variaveis de uma
cadeia leve de anticorpo.

[0022] Em geral, um "anticorpo" é uma proteina que se liga
especificamente a um antigeno. Tipicamente, um anticorpo compreende
uma estrutura Unica que possibilita que se ligue especificamente a seu
antigeno correspondente, porém - em geral - 0s anticorpos tém uma
estrutura similar e sdo, em particular, também conhecidos como
imunoglobulinas (lg). Como usado aqui, o termo "anticorpo” abrange
varias formas de anticorpos, incluindo, sem se limitar a, anticorpos
inteiros, fragmentos de anticorpo, em particular, fragmentos de ligagcao
a antigeno, anticorpos humanos, anticorpos quimeéricos, anticorpos
humanizados, anticorpos recombinantes e anticorpos geneticamente
modificados (variante ou anticorpos mutantes) desde que as
propriedades caracteristicas de acordo com a invengao sejam mantidas.
Embora o relatério descritivo, incluindo as reivindica¢gdes, possa, em
alguns lugares, se referir explicitamente a fragmento(s) de ligacéo a
antigeno, fragmento(s) de anticorpo, variante(s) e / ou derivado(s) de
anticorpos, entende-se que o0 termo "anticorpo" inclui todas as

categorias de anticorpos, a saber, fragmento(s) de ligacdo ao antigeno,
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fragmento(s) do anticorpo, variante(s) e derivado(s) dos anticorpos.
[0023] Como usado neste documento, os termos "fragmento de
ligacdo a antigeno", "fragmento” e "fragmento de anticorpo” séo usados
alternadamente para se referir a qualquer fragmento de um anticorpo da
invencao que retenha (i) a atividade de ligacéo ao antigeno do anticorpo
bem como (ii) a funcionalidade adicional fornecida pelo dominio
funcional (adicional), por exemplo, uma atividade de ligacao fornecida
por um sitio de ligacdo (independente). Nos fragmentos de ligacdo a
antigeno de acordo com a presente invencdo, as propriedades
caracteristicas de acordo com a invencdo sdo mantidas. Em geral,
exemplos de fragmentos de anticorpos incluem, porém ndo estédo
limitados a um anticorpo de cadeia Unica, Fab, Fab’ ou F(ab’)..
Fragmentos dos anticorpos podem ser obtidos de anticorpos por
métodos que incluem digestdo com enzimas, tal como pepsina ou
papaina, e / ou por clivagem de ligacdes de dissulfeto por reducéo
quimica. Alternativamente, os fragmentos dos anticorpos podem ser
obtidos por clonagem e expressao de parte das sequéncias das cadeias
pesada ou leve. Além disso, o termo "anticorpo”, conforme usado neste
documento, inclui tanto anticorpos, quanto fragmentos de ligacao a
antigeno dos mesmos.

[0024] O termo "anticorpo humano”, como utilizado neste
documento, destina-se a incluir anticorpos com regides variaveis e
constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina humana. Os
anticorpos humanos sdo bem conhecidos no estado da técnica (van
Dijk, M. A. e van de Winkel, J. G., Curr. Opin. Chem. Biol. 5 (2001) 368-
374). Os anticorpos humanos podem também ser produzidos em
animais transgénicos (por exemplo, camundongos) que sao capazes,
apos a imunizacao, de produzir um repertorio completo ou uma selecéo
de anticorpos humanos na auséncia de producao de imunoglobulina

endogena. A transferéncia da matriz de gene de imunoglobulina da linha
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germinativa humana em tais camundongos mutantes da linha
germinativa resultard na producéo de anticorpos humanos apoés desafio
de antigeno (ver, por exemplo, Jakobovits, A., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90 (1993) 2551-2555; Jakobovits, A., et al., Nature 362 (1993)
255-258; Bruggemann, M., et al., Year Immunol. 7 (1993) 3340).
Anticorpos humanos podem também ser produzidos em bibliotecas de
exibicdo de fago (Hoogenboom, HR e Winter, G., J. Mol. Biol. 227 (1992)
381-388; Marks, JD, et al., J. Mol. Biol. 222 (1991) 581-597). As técnicas
de Cole et al. e Boerner et al. também estdo disponiveis para a
preparacdo de anticorpos monoclonais humanos (Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, por exemplo,
77 (1985); e Boerner, P., et al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). De
preferéncia, anticorpos monoclonais humanos séo preparados usando
a imortalizacdo de célula EBV-B melhorada, como descrito em Traggiai
E, Becker S, Subbarao K, Kolesnikova L, Uematsu Y, Gismondo MR,
Murphy BR, Rappuoli R, Lanzavecchia A. (2004): Um método eficiente
para produzir anticorpos monoclonais humanos de células B de
memoria: neutralizacdo potente de coronavirus SARS. Nat Med.
10(8):871-5. O termo "anticorpo humano"”, conforme usado neste
documento, também compreende tais anticorpos que sdo modificados
para gerar as propriedades de acordo com a invengdo, como descrito
neste documento.

[0025] Os anticorpos de acordo com a presente invencdo podem
ser fornecidos em forma purificada. Por conseguinte, o anticorpo de
acordo com a presente invengao, ou o fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo, pode ser um anticorpo purificado ou fragmento de ligacéo a
antigeno. Tipicamente, 0 anticorpo estara presente em uma Composi¢ao
gue é substancialmente livre de outros polipeptideos, por exemplo, onde
menos de 90% (em peso), geralmente menor que 60% e mais

geralmente menor que 50% da composicdo € composta de outros
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polipeptideos.

[0026] Como usado neste documento, o termo "dominio variavel"
(também referido como "regido variavel”; dominio variavel de uma
cadeia leve (VL), dominio variavel de uma cadeia pesada (VH)) refere-
se ao dominio de um anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, que € o dominio de N-terminal nos anticorpos classicos de
ocorréncia natural, tipicamente o dominio que fornece a maior
variabilidade nos anticorpos classicos de ocorréncia natural e que esta
envolvido diretamente na ligacdo do anticorpo ao antigeno.
Tipicamente, os dominios de cadeias leves e pesadas humanas
variaveis tém a mesma estrutura geral e cada dominio compreende
regibes de estrutura (FR) cujas sequéncias sdo amplamente
conservadas (em particular quatro regides de estrutura (FR)) e trés
"regioes hipervariaveis" ou regioes determinantes de
complementaridade, CDRs (em particular trés "regifes hipervariaveis" /
CDRSs). As regides de estrutura adotam tipicamente uma conformacao
de folha 3 e as CDRs podem formar algcas que conectam a estrutura da
folha B. As CDRs em cada cadeia geralmente sdo mantidas em sua
estrutura tridimensional pelas regides estruturais e formam junto com as
CDRs da outra cadeia o sitio de ligacdo ao antigeno.

[0027] Como wusado neste documento, o0 termo “regido
hipervariavel" refere-se aos residuos de aminoacidos de um anticorpo
gue séo responsaveis pela ligacdo ao antigeno. A regido hipervariavel
compreende as "regibes determinantes da complementaridade" ou
"CDRs". As regides de "Estrutura” ou "FR" sdo aquelas regifes de
dominio varidvel que ndo sejam os residuos da regido hipervariavel,
como aqui definido. As regibes CDR e FR podem ser determinadas de
acordo com a definicdo padrdo de Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5% ed., Servico de Saude Publica, National

Institutes of Health, Bethesda, Maryland (1991). Tipicamente, em
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particular em anticorpos IgG monoespecificos nativos, as trés CDRs
(CDR1, CDR2 e CDR3) sao dispostas nao consecutivamente no
dominio variavel. Em outras palavras, as CDRs na cadeia pesada e / ou
leve podem ser separadas, por exemplo, por regides estruturais, em que
uma regido estrutural (FR) € uma regido no dominio variavel que é
menos "variavel" do que a CDR. Por exemplo, em um anticorpo, um
dominio varidvel (ou cada dominio variavel, respectivamente) pode
preferivelmente compreender quatro regides estruturais, separadas por
trés CDRs. Em particular, um dominio variavel de um anticorpo (dominio
variavel de cadeia leve ou pesada VH ou VL) compreende do terminal
N ao C os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FR4. As
CDRs em cada cadeia sdo separadas por tais aminoacidos estruturais.
Geralmente, as trés CDRs de uma cadeia pesada e as trés CDRs da
cadeia leve conectada formam juntas o sitio de ligacdo ao antigeno
(paratopo). Em outras palavras, uma vez que, em particular, em
anticorpos IgG monoespecificos nativos sitios de ligacdo a antigenos
sao tipicamente compostos por dois dominios variaveis, existem seis
CDRs para cada sitio de ligacdo a antigeno (cadeia pesada: CDRH1,
CDRH2 e CDRH3; cadeia leve: CDRL1, CDRL2, e CDRL3). Um unico
anticorpo, em particular, um Unico anticorpo IgG monoespecifico nativo,
geralmente possui dois sitios de ligacdo ao antigeno (idénticos) e,
portanto, contém doze CDRs (isto é, 2 x seis CDRS).

[0028] Devido a sua "multiespecificidade", ou seja, os diferentes
sitios de ligagdo ao antigeno, a cadeia pesada e / ou a cadeia leve de
anticorpos multiespecificos, ou fragmentos de ligacdo ao antigeno dos
mesmos, podem (cada) compreender mais de trés CDRs, em particular
mais de trés CDRs diferentes. Por exemplo, um anticorpo
multiespecifico, ou fragmentos de ligagdo ao antigeno do mesmo, pode
compreender pelo menos dois dominios variaveis diferentes, em que

cada um dos referidos pelo menos dois dominios variaveis diferentes &
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derivado de um anticorpo monoespecifico diferente, por exemplo, do
tipo IgG. Uma vez que tal anticorpo monoespecifico compreende
tipicamente trés CDRs na cadeia pesada e trés CDRs na cadeia leve
que formam o sitio de ligacdo ao antigeno, um anticorpo multiespecifico
de acordo com a presente invencéo pode, em particular, compreender
trés CDRs de uma cadeia pesada de um primeiro anticorpo e trés CDRs
de uma cadeia leve de um primeiro anticorpo, trés CDRs de uma cadeia
pesada de um segundo anticorpo e trés CDRs de uma cadeia leve de
um segundo anticorpo, opcionalmente trés CDRs de uma cadeia pesada
de um terceiro anticorpo e trés CDRs de uma cadeia leve de um terceiro
anticorpo etc. Desse modo, o niumero de CDRs compreendidas por uma
cadeia pesada e / ou uma cadeia leve de um anticorpo multiespecifico
é preferivelmente um mudltiplo de trés, por exemplo, trés, seis, nove,
doze, etc. E desse modo também preferido que a soma das CDRs
compreendidas por ambas as cadeias pesada e leve de um anticorpo
multiespecifico seja um mudltiplo de seis, por exemplo, seis, doze,
dezoito, etc. Uma vez que um "sitio de ligacdo ao antigeno" é
tipicamente caracterizado pelas CDRs, isto é, CDRH1, CDRH2 e
CDRH3, bem como CDRL1, CDRL2 e CDRL3, é preferido nos
anticorpos multiespecificos de acordo com a presente invencdo que as
CDRs estejam dispostas de modo que a ordem (por exemplo, CDRH1,
CDRH2 e CDRH3 e/ ou CDRL1, CDRL2 e CDRL3 derivados do mesmo
anticorpo monoespecifico) seja mantida para preservar o sitio de ligacao
ao antigeno, isto €, preservar a capacidade de se ligar especificamente
a um determinado sitio no antigeno. Isto significa que, por exemplo, a
ordem de CDRH1, CDRH2 e CDRHS3 derivada de um primeiro anticorpo
monoespecifico em um estiramento de aminodécido preferivelmente ndo
interrompido por qualquer CDR derivada de um segundo anticorpo
monoespecifico. Importantemente, se o0 anticorpo multipecifico

compreender sitios de ligacdo ao antigeno derivados de pelo menos
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dois anticorpos monoespecificos diferentes, as CDRs ou dominios
variaveis desses anticorpos monoespecificos serdo dispostos no
anticorpo multipecifico de acordo com a presente invencdo, de modo
gue o "receptor de antigeno" de cada anticorpo monoespecifico do qual
as CDRs (ou regifes variaveis) sao derivadas, seja preservado, isto €,
sua capacidade de se ligar especificamente a um determinado sitio no
antigeno seja preservada.

[0029] No contexto da presente invenc¢ao, um dominio variavel pode
ser qualquer dominio variavel (em particular, VH e / ou VL) de um
anticorpo de ocorréncia natural ou um dominio variavel pode ser um
dominio variavel modificado / manipulado. Os dominios variaveis
modificados / manipulados sdo conhecidos na técnica. Tipicamente, 0s
dominios variaveis sdo modificados / manipulados para excluir ou
adicionar uma ou mais funcdes, por exemplo, mutacdes somaticas de
‘linha germinativa” ("removendo” mutaces somaticas) ou por
humanizacao.

[0030] Como usado neste documento, o termo “"dominios
constantes" refere-se a dominios de um anticorpo que ndo estdo
envolvidos diretamente na ligacdo de um anticorpo a um antigeno,
porém exibem varias funcBes efetoras. Tipicamente, uma cadeia
pesada compreende trés ou quatro dominios constantes, dependendo
da classe de imunoglobulina: CH1, CH2, CH3 e, opcionalmente, CH4
(na diregcdo N-C-terminal). Por conseguinte, a regido constante de uma
cadeia pesada é tipicamente formada (na direcdo N-C-terminal) por:
CH1 - articulacdo (polipeptideo flexivel que compreende os
aminoacidos entre o primeiro e o segundo dominios constantes da
cadeia pesada) - CH2 - CH3 (- CH4). Uma cadeia leve tipicamente
compreende apenas um unico dominio constante, referido como CL,
gue tipicamente também forma a regido constante da cadeia leve. No

contexto da presente invencdo, um dominio constante pode ser
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qualquer dominio constante (em particular, CL, CH1, CH2, CH3 e / ou
CH4) de um anticorpo de ocorréncia natural ou um dominio constante
pode ser um dominio constante modificado / manipulado. Os dominios
constantes modificados / manipulados sdo conhecidos na técnica.
Tipicamente, os dominios constantes sdo modificados / manipulados
para deletar ou adicionar uma ou mais funcdes, por exemplo, no
contexto da funcionalidade da regidao Fc. Dependendo da sequéncia de
aminoacido da regido constante de suas cadeias pesadas, 0s anticorpos
ou imunoglobulinas sé&o divididos nas classes: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM,
e varios destes podem ser ainda divididos em subclasses, por exemplo,
IgG1, 1IgG2, IgG3 e 1gG4, IgAl e IgA2. As regides constantes de cadeia
pesada que correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas
sdo chamadas q, €, y e J, respectivamente. Os anticorpos de acordo
com a invencgao sao preferivelmente do tipo 1gG.

[0031] Em geral, os anticorpos podem ser de qualquer isotipo (por
exemplo, IgA, IgG, IgM, isto é, uma cadeia pesada a, y ou J), porém
serdo preferivelmente IgG. Dentro do isétipo IgG, os anticorpos podem
ser das subclasses 1gG1, 1gG2, IgG3 ou IgG4, sendo a IgG1 preferida.
Os anticorpos podem ter uma cadeia leve K ou A.

[0032] Como wusado neste documento, o termo "anticorpo
recombinante” deve incluir todos os anticorpos, de ocorréncia nao
natural, por exemplo, anticorpos expressos usando um vetor de
expressdo recombinante (por exemplo, fornecendo um ou mais
dominios constantes) transfectados em uma célula hospedeira.

[0033] Como usado neste documento, o termo "multiespecifico” no
contexto de um anticorpo, ou um fragmento de ligacdo a antigeno,
refere-se a capacidade do anticorpo ou do fragmento de ligacdo a
antigeno se ligar a pelo menos dois epitopos diferentes, por exemplo,
em antigenos diferentes ou no mesmo antigeno. Desse modo, termos

como "biespecifico”, triespecifico”," tetraespecifico” etc. se referem ao
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namero de epitopos diferentes aos quais o anticorpo pode se ligar. Por
exemplo, os anticorpos monoespecificos convencionais do tipo IgG tém
dois sitios de ligacdo ao antigeno idénticos (paratopos) e, desse modo,
podem se ligar apenas a epitopos idénticos (mas nao a epitopos
diferentes). Um anticorpo multiespecifico, em contraste, tem pelo menos
dois tipos diferentes de paratopos / sitios de ligacdo e podem, desse
modo, se ligar a pelo menos dois epitopos diferentes. Como usado
neste documento, "paratopo” refere-se a um sitio de ligacéo ao antigeno
do anticorpo. Além disso, uma Unica "especificidade" pode se referir a
um, dois, trés ou mais paratopos idénticos em um unico anticorpo (o
namero real de paratopos / sitios de ligacdo em uma Unica molécula de
anticorpo é referido como "valéncia"). Por exemplo, um Unico anticorpo
IgG nativo é monoespecifico e bivalente, uma vez que possui dois
paratopos idénticos. Por conseguinte, um anticorpo multiespecifico
compreende pelo menos dois (distintos) paratopos) / sitios de ligacao.
Desse modo, o termo "anticorpos multiespecificos" refere-se a
anticorpos com mais de um paratopo e a capacidade de se ligar a dois
ou mais diferentes epitopos. O termo "anticorpos multiespecificos"”
compreende, em particular, anticorpos biespecificos como definido
acima, porém tipicamente também proteina, por exemplo, anticorpo,
estruturas, que se ligam em particular a trés ou mais epitopos distintos,
isto €, anticorpos com trés ou mais paratopos / sitios de ligacao.

[0034] Em particular, o anticorpo multiespecifico, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, pode compreender dois ou mais
paratopos / sitios de ligacdo, em que alguns paratopos / sitios de ligacéo
podem ser idénticos, de modo que todos os paratopos / sitios de ligacéo
do anticorpo pertencam a pelo menos dois diferentes tipos de paratopos
| sitios de ligacdo e, portanto, o anticorpo tenha pelo menos duas
especificidades. Por exemplo, o anticorpo multiespecifico ou fragmento

de ligacdo a antigeno do mesmo pode compreender quatro paratopos /
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sitios de ligacdo, em que cada dois paratopos / sitios de ligacdo sdo
idénticos (ou seja, tém a mesma especificidade) e, desse modo, o
anticorpo ou fragmento do mesmo € biespecifico e tetravalente (dois
paratopos / sitios de ligacdo idénticos para cada uma das duas
especificidades). Desse modo, "uma especificidade" refere-se em
particular a um ou mais paratopos / sitios de ligacdo que exibem a
mesma especificidade (0 que normalmente significa que um ou mais
paratopos / sitios de ligacdo sao idénticos) e, desse modo, "duas
especificidades" podem ser realizadas por dois, trés, quatro, cinco, seis
ou mais paratopos / sitios de ligacdo, desde que se refiram a apenas
duas especificidades. Alternativamente, um anticorpo multiespecifico
pode compreender um Unico paratopo / sitio de ligacédo para cada (das
pelo menos duas) especificidade, isto €, o anticorpo multiespecifico
compreende no total pelo menos dois paratopos / sitios de ligacdo. Por
exemplo, um anticorpo biespecifico compreende um unico paratopo /
sitio de ligacdo para cada uma das duas especificidades, isto €, o
anticorpo compreende no total dois paratopos / sitios de ligacdo. E
também preferido que o anticorpo compreenda dois paratopos / sitios
de ligacao (idénticos) para cada uma das duas especificidades, isto €, o
anticorpo compreenda no total quatro paratopos / sitios de ligacao.
Preferivelmente, o anticorpo compreende trés paratopos / sitios de
ligacdo (idénticos) para cada uma das duas especificidades, isto €, 0
anticorpo compreende no total seis paratopos / sitios de ligac&o.

[0035] Como usado neste documento, o termo "antigeno" refere-se
a qualquer substancia estrutural que serve como um alvo para os
receptores de uma resposta imune adaptiva, em particular como um
alvo para anticorpos, receptores de células T e / ou receptores de
células B. Um "epitopo”, também conhecido como “"determinante
antigénico", é a parte (ou fragmento) de um antigeno que € reconhecido

pelo sistema imunoldgico, em particular por anticorpos, receptores de
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células T e / ou receptores de células B. Desse modo, um antigeno tem
pelo menos um epitopo, isto é, um dnico antigeno tem um ou mais
epitopos. Um antigeno pode ser (i) um peptideo, um polipeptideo ou
uma proteina, (i) um polissacarideo, (iii) um lipideo, (iv) uma
lipoproteina ou um lipopeptideo, (v) um glicolipideo, (vi) um acido
nucleico ou (vii) um farmaco de molécula pequena ou uma toxina. Desse
modo, um antigeno pode ser um peptideo, uma proteina, um
polissacarideo, um lipideo, uma combinacdo dos mesmos incluindo
lipoproteinas e glicolipidios, um acido nucleico (por exemplo, DNA,
SsiRNA, shRNA, oligonucleotideos antissenso, DNA isca, plasmideo) ou
um farmaco de molécula pequena (por exemplo, ciclosporina A,
paclitaxel, doxorrubicina, metotrexato, acido 5-aminolevulinico) ou
qualquer combinacdo dos mesmos. De preferéncia, o antigeno é
selecionado dentre (i) um peptideo, um polipeptideo ou uma proteina,
(i) um polissacarideo, (iii) um lipideo, (iv) uma lipoproteina ou um
lipopeptideo e (v) um glicolipideo; mais preferivelmente, o antigeno é
um peptideo, um polipeptideo ou uma proteina.

[0036] O termo "sitio de ligagdo ao antigeno", conforme utilizado
neste documento, refere-se a parte do anticorpo que compreende a area
gue se liga especificamente a, e € complementar a parte ou a totalidade
de um antigeno. Nos casos em que um antigeno € grande, um anticorpo
pode se ligar apenas a uma parte particular do antigeno, cuja parte é
denominada "epitopo”. Tipicamente, dois dominios variaveis, em
particular um dominio variavel de cadeia pesada VH e um dominio
variavel de cadeia leve VL, associam-se para formar um sitio de ligacéo
a antigeno. Em particular, o sitio de ligac&o ao antigeno é formado pelas
trés CDRs do dominio variavel de cadeia pesada e pelas trés CDRs do
dominio variavel da cadeia leve juntas, isto €, por seis CDRs, como
descrito acima.

[0037] O termo “ligacédo especifica” e referéncia similar nédo
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abrangem aderéncia ndo especifica.

[0038] O termo "ligante" (também referido como "espacador"), como
usado neste documento, refere-se a um peptideo adaptado para
conectar dominios distintos de um polipeptideo ou proteina, tal como
um anticorpo ou um fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo. Os
ligantes sdo conhecidos na técnica e descritos em detalhes, por
exemplo, em Reddy Chichili VP, Kumar V, Sivaraman J. Linkers na
biologia estrutural das interacdes proteina-proteina. Protein Science: A
Publication of thje Protein Society. 2013; 22(2): 153-167). Tipicamente,
os ligantes sao designados de modo que eles ndo afetem a
funcionalidade. Em particular, um ligante nao se liga especificamente a
um alvo. Um ligante pode conter quaisquer aminoacidos, o0s
aminoacidos glicina (G) e serina(s) podem ser preferidos. De
preferéncia, o ligante é composto pelos aminoacidos glicina (G) e serina
(S) ("ligante-GS"). Se dois ou mais ligantes ocorrerem em um
polipeptideo ou proteina, os ligantes podem ser iguais ou diferir um do
outro. Além disso, o ligante pode ter um comprimento de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 aminoacidos.

[0039] Como usado neste documento, o termo "acido nucleico ou
molécula de &cido nucleico" destina-se a incluir moléculas de DNA e
moléculas de RNA. Uma molécula de acido nucleico pode ser de Unica
fita ou fita dupla.

[0040] Como usado neste documento, os termos "célula”, "linhagem
celular" e "cultura de células" sdo usados de alternadamente e todas as
tais designacbes incluem progénie. Desse modo, as palavras
"transformantes" e "células transformadas" incluem a célula objeto
primaria e as culturas dela derivadas, sem levar em consideragdo o
namero de transferéncias. Entende-se também que toda progénie pode
nao ser precisamente idéntica em teor de DNA, devido a mutagdes

deliberadas ou inadvertidas. A progénie variante que tem a mesma
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funcdo ou atividade biolégica como analisado na célula originalmente
transformada est4d incluida. Onde designagbes distintas séo
pretendidas, ficara claro a partir do contexto.

Como usado neste documento, "variante de sequéncia" (também
referida como "variante") refere-se a qualquer alteracdo em uma
sequéncia de referéncia, pela qual uma sequéncia de referéncia &
gualguer uma das sequéncias listadas nas "Tabelas de sequéncias e
nameros de SEQ ID" (listagem de sequéncias), ou seja, SEQ ID NO: 1
a SEQ ID NO: 133. Desse modo, o termo "variante de sequéncia” inclui
variantes de sequéncia de nucleotideos e variantes de sequéncia de
aminoacido. De nota, as variantes de sequéncia aqui referidas sédo, em
particular, variantes de sequéncia funcionais, isto é, variantes de
sequéncia que mantém a funcao bioldgica, por exemplo, do anticorpo.
As funcdes biologicas mantidas preferidas no contexto da presente
invencdo incluem (i) a ligacdo do anticorpo a seus antigenos e (ii) a
funcdo fornecida pelo dominio funcional (adicional), por exemplo, a
ligacdo de um sitio de ligacdo (independente) a seu alvo. As variantes
de sequéncia preferidas sdo, desse modo, variantes de sequéncia
funcionais tendo pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 88%, pelo menos 90%, pelo menos 92%,
pelo menos 95%, em pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia com uma
sequéncia de referéncia. A frase "variante de sequéncia funcional da
mesma, com pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 88%, pelo menos 90%, pelo menos 92%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou
pelo menos 99% de identidade de sequéncia”, como usado aqui,
significa (i) que a variante de sequéncia € funcional como descrito aqui
e (i) quanto maior 0 % de identidade de sequéncia, mais preferida a

variante de sequéncia. Em outras palavras, a frase "variante de
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sequéncia funcional da mesma, com pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 88%, pelo menos 90%,
pelo menos 92%, pelo menos 95 %, pelo menos 96%, pelo menos 97%,
pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia”,
significa em particular que a variante de sequéncia funcional tem pelo
menos 70% de identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos
75% de identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos 80% de
identidade de sequéncia, mais preferivelmente pelo menos 85% de
identidade de sequéncia, mais preferivelmente pelo menos 88% de
identidade de sequéncia, ainda mais preferivelmente pelo menos 90%
de identidade de sequéncia, ainda mais preferivelmente pelo menos
92% de identidade de sequéncia, ainda mais preferivelmente pelo
menos 95% de identidade de sequéncia, ainda mais preferivelmente
pelo menos 96% de identidade de sequéncia, particularmente preferivel
pelo menos 97% de identidade de sequéncia, particularmente preferivel
pelo menos 98% de identidade de sequéncia e mais preferivelmente
pelo menos 99% de identidade de sequéncia para a respectiva
sequéncia de referéncia.

[0041] O termo “variante de sequéncia” inclui em particular tais
variantes que compreendem mutacdes e / ou substituicdes, em
comparagéo com a sequéncia de referéncia. Exemplos de variantes de
uma sequéncia da porcdo Fc incluem, porém nao estdo limitados a,
agueles que tém uma substituicdo de L a A na posicdo CH2 4, CH2 5
ou ambos.

[0042] A identidade de sequéncia é geralmente calculada em
relacdo ao comprimento total da sequéncia de referéncia (isto €, a
sequéncia referida no pedido). A identidade percentual, como aqui
referida, pode ser determinada, por exemplo, usando BLAST usando os
parametros padrao especificados pelo NCBI (o Centro Nacional de

Informacdes sobre Biotecnologia; http://www.ncbi.nim.nih.gov/) [Blosum

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 29/369



25/180

Matriz 62; penalidade de abertura de espaco = 11 e penalidade de
extensao de espaco = 1].

[0043] Como utilizado neste documento, uma "variante de
sequéncia nucleotidica" tem uma sequéncia alterada na qual um ou
mais dos nucleotideos na sequéncia de referéncia sdo deletados, ou
substituidos, ou um ou mais nucleotideos séo inseridos na sequéncia
da sequéncia de nucleotideo de referéncia. Os nucleotideos sdo aqui
referidos pela designacéo padrao de uma letra (A, C, G ou T). Devido a
degeneracdo do codigo genético, uma "variante da sequéncia de
nucleotideo” pode resultar em uma alteracdo na respectiva sequéncia
de aminoacido de referéncia, isto €, em uma "variante da sequéncia de
aminoacido" ou nao. Variantes de sequéncia preferidas sdo tais
variantes de sequéncia de nucleotideo, que ndo resultam em variantes
de sequéncia de aminoacido (mutacbes silenciosas), porém outras
mutacdes nao silenciosas também se incluem no escopo, em particular
sequéncias de nucleotideos mutantes, que resultam em uma sequéncia
de aminoacido, que é pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos
90%, mais preferivelmente pelo menos 95% de sequéncia idéntica a
sequéncia de referéncia.

[0044] Uma "variante da sequéncia de aminoacido"” tem uma
sequéncia alterada na qual um ou mais dos aminoacidos na sequéncia
de referéncia sao deletados ou substituidos, ou um ou mais
aminoacidos séo inseridos na sequéncia da sequéncia de aminoéacido
de referéncia. Como resultado das alteragdes, a variante da sequéncia
de aminoacido tem uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos
80% idéntica a sequéncia de referéncia, preferivelmente, pelo menos
90% idéntica, mais preferivelmente pelo menos 95% idéntica, mais
preferivelmente pelo menos 99% idéntico a sequéncia de referéncia. As
sequéncias variantes que s&o pelo menos 90% idénticas nao tém mais

do que 10 alteracdes, isto €, qualquer combinacdo de delecbes,
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insercdes ou substituicbes por 100 aminoacidos da sequéncia de
referéncia.

[0045] Embora seja possivel ter substituicbes de aminoacidos nao
conservativas, é preferido que as substituices sejam substituicées de
aminoacidos conservativas, nas quais o aminoacido substituido tem
propriedades estruturais ou quimicas similares com o aminoéacido
correspondente na sequéncia de referéncia. A titulo de exemplo, as
substituicbes de aminoacido conservativa envolvem a substituicdo de
um aminoacido alifatico ou hidrofébico, por exemplo, alanina, valina,
leucina e isoleucina, com outro; substituicho de um aminoéacido
contendo hidroxila, por exemplo, serina e treonina, com outro;
substituicdo de um residuo acidico, por exemplo, acido glutamico ou
acido aspartico, com outro; substituicdo de um residuo contendo amida,
por exemplo, asparagina e glutamina, com outro; substituicdo de um
residuo aromatico, por exemplo, fenilalanina e tirosina, com outro;
substituicdo de um residuo béasico, por exemplo, lisina, arginina e
histidina, com outro; e substituicdo de um pequeno aminoacido, por
exemplo, alanina, serina, treonina, metionina e glicina, com outro.
[0046] As insercdes de sequéncia de aminoacido incluem fusfes
amino- e / ou carboxil-terminais com comprimento variando de um
residuo a polipeptideos contendo cem ou mais residuos, bem como
insercdes intrassequenciais de residuos de aminoacido Unico ou
multiplo. Exemplos de inserc¢des terminais incluem a fuséo ao terminal
N ou C de uma sequéncia de aminoacido a uma molécula-reporter ou
uma enzima.

[0047] E importante ressaltar que as alteracdes nas variantes de
sequéncia nao abolem a funcionalidade da respectiva sequéncia de
referéncia, no presente caso, por exemplo, a funcionalidade de uma
sequéncia de um anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do

mesmo, para se ligar a seus antigenos e / ou a funcionalidade adicional
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fornecida pelo dominio funcional, por exemplo, para se ligar a um alvo
de um site de ligacao (independente). As orientacdes para determinar
quais nucleotideos e residuos de aminoacidos, respectivamente, podem
ser substituidos, inseridos ou deletados sem abolir tal funcionalidade
sédo encontradas usando programas de computador bem conhecidos na
técnica.

[0048] Como usado neste documento, uma sequéncia de acido
nucleico ou uma sequéncia de aminoacido “derivada de” um &cido
nucleico designado, peptideo, polipeptideo ou proteina refere-se a
origem do acido nucleico, peptideo, polipeptideo ou proteina. De
preferéncia, a sequéncia de acido nucleico ou sequéncia de aminoacido
que é derivada de uma sequéncia particular, tem uma sequéncia de
aminoacido que é essencialmente idéntica aquela sequéncia ou uma
sua parte da mesma, da qual é derivada, em que “essencialmente
idéntica” inclui variantes de sequéncia como definido acima.
Preferivelmente, a sequéncia de acido nucleico ou sequéncia de
aminoacido que é derivada de um peptideo ou proteina particular, é
derivada do dominio correspondente no peptideo ou proteina particular.
Desse modo, "correspondente” refere-se em particular a mesma
funcionalidade. Por exemplo, um "dominio extracelular" corresponde a
outro "dominio extracelular" (de outra proteina) ou um "dominio de
transmembrana” corresponde a outro "dominio de transmembrana” (de
outra proteina). Partes "correspondentes” de peptideos, proteinas e
acidos nucleicos sdo, desse modo, facilmente identificaveis por alguém
versado na técnica. Da mesma forma, as sequéncias "derivadas de"
outra sequéncia sdo geralmente facilmente identificaveis por alguém
versado na técnica como tendo sua origem na sequéncia.

[0049] De preferéncia, uma sequéncia de acido nucleico ou uma
sequéncia de aminoacido derivada de outro acido nucleico, peptideo,

polipeptideo ou proteina pode ser idéntica ao acido nucleico de partida,
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peptideo, polipeptideo ou proteina (dos quais € derivado). No entanto,
uma sequéncia de acido nucleico ou uma sequéncia de aminoacido
derivada de outro acido nucleico, peptideo, polipeptideo ou proteina
pode também ter uma ou mais mutacdes relativas ao acido nucleico de
partida, peptideo, polipeptideo ou proteina (da qual € derivado), em
particular, uma sequéncia de acido nucleico ou uma sequéncia de
aminoacido derivada de outro acido nucleico, peptideo, polipeptideo ou
proteina pode ser uma variante de sequéncia funcional como descrito
acima, do acido nucleico de partida, peptideo, polipeptideo ou proteina
(do qual é derivado). Por exemplo, em um peptideo / proteina, um ou
mais residuos de aminoacido podem ser substituidos por outros
residuos de aminoacido ou um ou mais residuos de aminoacido podem
ser inseridos ou deletados.

[0050] Como usado neste documento, o termo "mutacao” refere-se
a uma alteracdo na sequéncia de acido nucleico e / ou na sequéncia de
aminoacido em comparacdo com uma sequéncia de referéncia, por
exemplo, uma sequéncia genémica correspondente. Uma mutacao, por
exemplo, em comparacdo com uma sequéncia genémica, pode ser, por
exemplo, uma mutacdo somatica (de ocorréncia natural), uma mutacao
espontanea, uma mutacdo induzida, por exemplo, induzida por
enzimas, produtos quimicos ou radiacdo ou uma mutacdo obtida por
mutagénese direcionada ao sitio (métodos de biologia molecular para
fazer alteracOes especificas e intencionais na sequéncia de &cidos
nucleicos e / ou na sequéncia de aminoacido). Desse modo, 0s termos
“‘mutacao” ou “mutantes” devem ser entendidos também incluirem fazer
fisicamente uma mutacédo, por exemplo, em uma sequéncia de acido
nucleico ou em uma sequéncia de aminoacido. Uma mutac&o inclui
substituicdo, delecdo e insercdo de um ou mais nucleotideos ou
aminoacidos, bem como inversdo de diversos (dois ou mais)

nucleotideos ou aminoacidos sucessivos. Para conseguir uma mutagao
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em uma sequéncia de aminoacido, de preferéncia uma mutacédo pode
ser introduzida na sequéncia de nucleotideo que codifica a referida
sequéncia de aminoacido para expressar um polipeptideo mutado
(recombinante). Uma mutacdo pode ser conseguida, por exemplo,
alterando, por exemplo, por mutagénese direcionada ao sitio, um codon
de uma molécula de acido nucleico que codifica um aminoéacido para
resultar em um coédon que codifica um aminoacido diferente ou
sintetizando uma variante de sequéncia, por exemplo, conhecendo a
sequéncia de nucleotideo de uma molécula de acido nucleico que
codifica um polipeptideo e designando a sintese de uma molécula de
acido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que
codifica uma variante do polipeptideo sem a necessidade de mutacéo
de um ou mais nucleotideos de uma molécula de acido nucleico.

[0051] O termo "doenca”, como usado no contexto da presente
invencdo, destina-se a ser geralmente sinbnimo e € usado de
alternadamente com os termos "distarbio” e "condicdo" (como na
condicdo médica), na medida em que todos refletem uma condicdo
anormal do corpo humano ou animal ou de uma de suas partes que
prejudica o funcionamento normal, € tipicamente manifestada
distinguindo sinais e sintomas distintos e faz com que o ser humano ou
animal tenham uma duracéo ou qualidade de vida reduzida.

[0052] Véarios documentos sdo citados ao longo do texto deste
relatério descritivo. Cada um dos documentos citados aqui (incluindo
todas as patentes, pedidos de patentes, publicacbes cientificas,
especificacdes do fabricante, instrucdes, etc.), seja supra ou infra, € pelo
presente incorporado por referéncia em sua integra. Nada neste
documento deve ser construido como uma admisséo de que a invencao
nao é intitulada para anteceder tal invencdo, em virtude de invencgao
anterior.

[0053] Deve ser entendido que esta invencdo nao esta limitada a
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metodologia particular, a protocolos e reagentes particulares descritos
neste documento, pois estes podem variar. Deve também ser entendido
que a terminologia usada neste aqui tem o proposito de descrever
apenas modalidades particulares, e nédo se destina a limitar o escopo da
presente invencdo que sera limitado apenas pelas reivindicacdes
anexas. A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos
e cientificos usados neste documento tém os mesmos significados que
sdo comumente entendidos por alguém versado na técnica.
Anticorpos e fragmentos de ligacdo a antigeno com dominios
funcionais no cotovelo

[0054] Em um primeiro aspecto, a presente invencéo fornece um
anticorpo, ou um fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
compreendendo uma primeira cadeia de polipeptideo e uma segunda
cadeia de polipeptideo, em que a referida primeira cadeia de
polipeptideo compreende na direcdo N- a C-terminal:

(i) um ou mais dominios variaveis;

(i) um dominio funcional (adicional); e

(iii) um ou mais dominios constantes; e
em que a referida segunda cadeia de polipeptideo compreende na
direcdo N- a C-terminal;

(iv) um ou mais dominios variaveis formando sitios de
ligacdo a antigeno com o um ou mais dominios variaveis (i) da primeira
cadeia de polipeptideo;

(v) opcionalmente, um dominio funcional (adicional); e

(vi) um ou mais dominios constantes,
caracterizado pelo fato de que o referido dominio funcional (adicional)
(i) da primeira cadeia de polipeptideo ndo compreende um fragmento
da segunda cadeia de polipeptideo e o referido dominio funcional
opcional (adicional) (v) da segunda cadeia de polipeptideo nao

compreende um fragmento da primeira cadeia de polipeptideo.
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[0055] A presente invencdo €& baseada na descoberta
surpreendente de que um dominio funcional (adicional) pode ser
inserido na regido do cotovelo de um anticorpo, isto €, entre o0 dominio
variavel e o dominio constante mais N-terminal, em particular CH1 ou
CL. A Fig. 1A mostra um anticorpo classico de ocorréncia natural com a
regido do cotovelo indicada por setas. Os presentes inventores
descobriram surpreendentemente que os anticorpos modificados na
regido do cotovelo para conter um dominio funcional adicional podem,
por exemplo, se ligar simultaneamente (1) ao antigeno direcionado por
seus dominios variaveis e (2) a um alvo adicional direcionado por um
sitio de ligacéo introduzido na regido do cotovelo do anticorpo - como
mostrado pelos Exemplos aqui descritos. Ao contrario, formatos de
anticorpos multiespecificos da técnica anterior, nos quais 0s sitios de
ligac&o adicionais s&o obtidos substituindo um par de cadeia pesada /
leve com outro par de cadeia pesada / leve com especificidade distinta
(como nos formatos de anticorpo multiespecifico de IgG descritos
acima, que sao frequentemente monovalentes para cada
especificidade) ou anexando sitios de ligacdo adicionais aos N- ou C-
terminais das cadeias pesada ou leve (como nos formatos anexados de
anticorpos IgG descritos acima), nos anticorpos da presente invencao o
dominio funcional adicional, por exemplo, o sitio de ligacdo adicional
(especificidade) € inserido na cadeia pesada e / ou leve, a saber, na
regido do cotovelo. Surpreendentemente, a N-terminal do dominio
variavel (por exemplo, VH) do dominio funcional inserido, tal como um
sitio de ligacéo, ainda forma um sitio de ligacdo a antigeno totalmente
funcional com o dominio varidvel correspondente da outra cadeia de
polipeptideo (por exemplo, VL) - mesmo se a outra cadeia de
polipeptideo for ndo modificada no cotovelo. O mesmo se aplica aos
anticorpos multiespecificos: a despeito do dominio funcional inserido, a

N-terminal do(s) dominio(s) variavel(s) do dominio funcional inserido
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ainda se associa aos dominios variaveis correspondentes na outra
cadeia de polipeptideo para formar sitios funcionais de ligacdo a
antigeno (por exemplo, VH1 - VH2 em uma cadeia de polipeptideo com
VL1 - VL2 na outra cadeia de polipeptideo, etc.).

[0056] Por conseguinte, os anticorpos e seus fragmentos de ligacao
a antigeno, de acordo com a presente invencdo, sao referidos como
moléculas de Ig "Insercdo no cotovelo” ("IEI-Ig"). O significado das
descobertas dos presentes inventores é refletido pelo fato de que da
origem a uma variedade de novos formatos de anticorpos, como
exemplificado na Figura 1. Anticorpos IEI-Ig e seus fragmentos de
ligacdo a antigeno, de acordo com a presente inven¢ao, podem ser com
base em anticorpos classicos de ocorréncia natural, como exemplificado
na Figura 1B, ou eles podem ser combinados com outros formatos de
anticorpo (multiespecificos) para obter novos formatos de anticorpos
com ainda mais especificidades, como exemplificado na Figura 1C.
[0057] Por exemplo, para obter um anticorpo de acordo com a
presente invencdo, um anticorpo monoespecifico  classico,
preferivelmente um anticorpo monoclonal humano, pode servir como
anticorpo “estrutura" e um dominio funcional adicional, como um sitio
de ligacéo, € inserido na regido do cotovelo (ou seja, entre 0 dominio
varidvel e o constante mais N-terminal, em particular o C-terminal do
dominio variavel e o N-terminal de CH1 e / ou CL, respectivamente) de
cadeia pesada e / ou da cadeia leve do anticorpo estrutura. Em outros
exemplos, fragmentos de um anticorpo monoespecifico classico,
preferivelmente fragmentos de um anticorpo monoclonal humano, que
compreende (i) pelo menos duas cadeias de polipeptideos, como uma
cadeia pesada e uma leve, e (ii) em cada cadeia de polipeptideo pelo
menos uma dominio variavel e um dominio constante, pode servir como
"anticorpo estrutura" e um dominio funcional, como um sitio de ligacao,

€ inserido na regido do cotovelo da primeira e / ou da segunda cadeia
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de polipeptideo do fragmento do anticorpo estrutura. Exemplos
preferidos de tais fragmentos de anticorpo, que podem ser usados como
estrutura para obter um anticorpo de acordo com a presente invencgao,
pela inser¢cdo de um dominio funcional, tal como um sitio de ligacéo, na
regido do cotovelo, incluem Fab, Fab' e F(ab').. Além disso, qualquer
anticorpo recombinante ou fragmento do mesmo, como um anticorpo
multiespecifico, em particular, um biespecifico, ou um fragmento do
mesmo, que compreende (i) pelo menos duas cadeias de polipeptideos,
tal como uma cadeia pesada e uma leve, e (i) em cada cadeia de
polipeptideo, pelo menos, um dominio variavel e um dominio constante,
podem também servir como anticorpo “estrutura” e um dominio
funcional, tal como um sitio de ligacéo, é inserido na regido do cotovelo
da primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo
estrutura recombinante (fragmento).

[0058] Exemplos preferidos de anticorpos, que podem servir como
anticorpos estrutura incluem anticorpos GCE536 (VH: SEQ ID NO: 1,
VL: SEQ ID NO: 2, regiao constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3,
regido constante da cadeia leve: SEQ ID NO : 4; Piccoli, L., et al.,
Neutralizacdo e depuracdo de GM-CSF por autoanticorpos na
proteinose alveolar pulmonar. Nature Communications 6, 7375 (2015);
"C1" (ver Exemplo 1; VH: SEQ ID NO: 5, VL: SEQ ID NO: 6, regiao
constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido constante da cadeia
leve: SEQ ID NO: 7); "C1b" (VH: SEQ ID NO: 8, VL: SEQ ID NO: 9,
regido constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regidao constante da
cadeia leve: SEQ ID NO: 4) e FI174 (VH: SEQ ID NO : 10, VL: SEQ ID
NO: 11, regido constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido
constante da cadeia leve: SEQ ID NO: 4; Pappas, L., et al
Desenvolvimento rapido de anticorpos neutralizantes da influenza
amplamente por meio de mutacOes redundantes. Nature 516, 418-422
(2014)).
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[0059] O anticorpo de acordo com a presente invencdo ou O
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo pode também ser obtido por
técnicas de clonagem, por exemplo, por vetores IgG comercialmente
disponiveis ou conjuntos de vetores, que compreendem dominios /
regides constantes, por exemplo, de cadeia pesada e / ou leve. Por
exemplo, os dominios variaveis correspondentes, tal como um dominio
variavel VH e VL de cadeia pesada e leve, de um primeiro anticorpo
podem ser clonados nas respectivas cadeias de polipeptideo, como
fornecido pelo vetor; e, adicionalmente, o dominio funcional adicional
pode ser clonado na primeira e / ou na segunda cadeia de polipeptideo,
de modo que esteja localizado entre o dominio variavel (mais C-
terminal) e o dominio constante (mais N-terminal), isto €, na regido do
cotovelo.

[0060] A primeira e / ou a segunda cadeia de polipeptideo de
anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencdo, compreendem um dominio funcional
(adicional). Em particular, o "dominio funcional® é um peptideo ou
polipeptideo, que esta ligado aos dominios adjacentes da cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno por uma
ligacdo a peptideo (usual). Em particular, o N-terminal do dominio
funcional (adicional) esta ligado ao C-terminal do dominio variavel (mais
C-terminal) e o C-terminal do dominio funcional (adicional) esta ligado
ao N-terminal do dominio constante (mais N-terminal) por uma ligacao
a peptideo.

[0061] Em geral, o termo "dominio funcional" refere-se a uma
unidade funcional, por exemplo, do anticorpo ou do fragmento de
ligacdo a antigeno. Tipicamente, um dominio funcional fornece a
proteina, por exemplo, o anticorpo ou o fragmento de ligacéo a antigeno,
com uma funcionalidade (adicional). Por conseguinte, o dominio

funcional (adicional) geralmente contém todos o0s aminoacidos /
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sequéncias necessarios para fornecer a funcdo (adicional). Em
particular, o dominio funcional (adicional) (ii) da primeira cadeia de
polipeptideo ndo compreende um fragmento da segunda cadeia de
polipeptideo e o dominio funcional (adicional) opcional (v) da segunda
cadeia de polipeptideo ndo compreende um fragmento da primeira
cadeia de polipeptideo. Em outras palavras, a segunda cadeia de
polipeptideo (em particular qualquer fragmento, tal como mesmo um
Gnico aminoacido do mesmo) ndo é requerido, nem envolvido no
(funcionalidade do) dominio funcional (adicional) da primeira cadeia de
polipeptideo. Além disso, se a segunda cadeia de polipeptideo também
compreende um dominio funcional (adicional), a primeira cadeia de
polipeptideo (em particular qualquer fragmento, tal como até mesmo um
anico aminoacido do mesmo) ndo é nem requerido, nem envolvido na
(funcionalidade do) dominio funcional (adicional) da segunda cadeia de
polipeptideo. Em vez disso, todos os aminoacidos (sequéncias de
aminoacido) requeridos para, ou envolvidos na funcionalidade do
dominio funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo estdo contidos no dominio funcional (adicional) da propria
cadeia de polipeptideo - nenhum fragmento ou aminoacidos da outra
cadeia de polipeptideo sdo requeridos/envolvidos. Por conseguinte, o
dominio funcional (adicional) difere, por exemplo, de um sitio de ligacéo
ao antigeno formado pelo dominio variavel da primeira cadeia de
polipeptideo, juntamente com o dominio variavel da segunda cadeia de
polipeptideo. Em outras palavras, o dominio funcional (adicional) difere,
por exemplo, de um sitio de ligacdo a antigeno formado por dominios
variaveis de duas cadeias de polipeptideo diferentes (no entanto, o
dominio funcional (adicional) pode ainda compreender um sitio de
ligacdo ao antigeno - se os dominios variaveis envolvidos estiverem
localizados em uma unica cadeia de polipeptideo, como descrito em

maiores detalhes abaixo).
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[0062] Particularmente preferido, o dominio funcional (adicional) da
primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo compreende ou
consiste em um dominio similar a Ig; por exemplo, um dominio similar a
Ilg de uma proteina ou (poli)peptideo, por exemplo, como exemplificado
abaixo. A estrutura basica das moléculas de imunoglobulina (Ig) € um
tetramero de duas cadeias leves e duas cadeias pesadas ligadas por
ligacbes dissulfeto. Existem dois tipos de cadeias leves: kappa e
lambda, cada uma composta por um dominio constante (CL) e um
dominio varidvel (VL). Existem cinco tipos de cadeias pesadas: alfa,
delta, épsilon, gama e mu, todos consistindo em um dominio variavel
(VH) e trés (em alfa, delta e gama) ou quatro (em épsilon e mu) dominios
constantes (CH1 a CH4). As moléculas de Ig sdo proteinas altamente
modulares, nas quais os dominios variavel e constante tém padrdes de
sequéncia conservados, claros. Os dominios nas moléculas Ig e tipo-Ig
sdo agrupados em quatro tipos: conjunto V (variavel), conjunto C1
(constante 1), conjunto C2 (constante 2) e conjunto | (intermediario).
Estudos estruturais mostraram gue esses dominios compartilham uma
estrutura beta-sanduiche chave grega comum, com os tipos que diferem
no namero de fitas nas folhas beta, bem como em seus padrbes de
sequéncia. Os dominios do tipo imunoglobulina que estéo relacionados
tanto na sequéncia quanto na estrutura podem ser encontrados em
varias familias de proteina diversas. Os dominios similares a Ig estédo
envolvidos em uma variedade de fungdes, incluindo reconhecimento
célula-célula, receptores célula-superficie, estrutura muscular e sistema
imunologico.

[0063] Exemplos preferidos de dominios similares a Ig incluem os
dominios similares a Ig de qualquer uma ou das seguintes proteinas ou
(poli)peptideos: A1BG (glicoproteina alfa-1-B), ACAM, ADAMTSL1
(ADAMTS como 1), ADAMTSL3 (ADAMTS como 3 ), AGER (receptor

especifico do produto final de glicosilacdo avancada), ALCAM (molécula
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de adesdo de células leucocitarias ativadas), ALPK3 (alfa-cinase 3),
AMIGO1 (molécula de adesdo com dominio 1 similar a lg), AMIGO2
(molécula de adesdo com dominio 3 similar a Ig) , AMIGO3 (molécula
de adesdo com dominio 3 similar a Ig 3), AXL (de tirosina cinase AXL
receptora), BCAM (molécula de adesédo de célula basal (grupo
sanguineo luterano)), BOC (associada a adeséao celular BOC, regulada
por oncogene), BSG (basigina (grupo sangue Ok)), BTLA (associado a
linfocitos B e T), C10orf72, C200rf102, CADM1 (molécula de adeséao
celular 1), CADM3 (molécula de adesao celular 3), CADM4 (molécula
de adeséao celular 4), CCDC141 (dominio de bobina enrolada contendo
141) , CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD22, CD33, CD47, CD48, CD80,
CD84, CD86, CD96, CD101, CD160, CD200, CD244, CD276, CDON
(associado a adesdo celular, regulada por oncogene), CEACAM1
(molécula de adesdo celular relacionada com o antigeno
carcinoembrionario 1), CEACAMS5 (molécula de adesdo celular
relacionada com o antigeno carcinoembrionario 5), CEACAMG6
(molécula de adesdo celular relacionada com o antigeno
carcinoembrionario 6), CEACAM7 (molécula de adesdo celular
relacionada com o antigeno carcinoembrionario 6), CEACAM7
(molécula de adesdo celular relacionada com o antigeno
carcinoembrionario 7), CEACAM8 (molécula de adesdo celular
relacionada com o antigeno carcinoembrionario 8), CEACAM16
(molécula de adesédo celular relacionada ao antigeno
carcinoembrionario 16), CEACAM18 (molécula de adesdo celular
relacionada com o antigeno carcinoembrionario 18), CEACAM20
(molécula de adesdo celular relacionada com o antigeno
carcinoembrionario 18), CEACAM20 (molécula de adesdo celular
relacionada com o antigeno carcinoembrionario 20), molécula de
adesdo celular relacionada com o antigeno carcinoembrionario 21),

CHL1 (molécula de adeséo celular tipo L1), CILP (proteina da camada

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 42/369



38/180

intermediaria da cartilagem), CILP2 (proteina 2 da camada intermediéaria
da cartilagem), CLMP (proteina da membrana similar a CXADR),
CNTFR (receptor de fator neurotréfico ciliar) , CNTN1 (contato em 1),
CNTN2 (contato em 2), CNTN3 (contato em 3, CNTN4 (contato em 4),
CNTNS5 (contato em 5), CNTNG6 (contactina 6), CSF1R (receptor do fator
1 estimulador de colbnias), CXADR (CXADR, molécula de adeséao
celular ike), DSCAM (molécula de adesédo celular DS), DSCAML1
(molécula de adesdo de célula DS como 1), EMB (embigin), ESAM
(molécula de adesao celular endotelial), F11R (receptor F11), FAIMS,
FCMR (fragmento Fc de receptor IgM), HMCN1 (hemicentina 1),
HMCN2 (hemicentina 2), FCAR (fragmento Fc do receptor IgA),
FCER1A (fragmento Fc do receptor IgE la), FCGR1A (fragmento Fc do
receptor IgG la), FCGR1B (fragmento Fc de Receptor de IgG 1b),
FCGRI1CP (fragmento Fc do receptor de IgG Ic, pseudogene), FCGR2A
(fragmento Fc do receptor de IgG lla), FCGR2B (fragmento Fc do
receptor de IgG llb), FCGR2C (fragmento Fc do receptor de IgG lic),
FCGR3A (fragmento Fc do receptor de IgG llla), FCGR3B (fragmento
Fc do receptor de IgG lllb), FCRH1, FCRH3, FCRH4, FCRL1 (receptor
Fc como 1), FCRL2 (receptor Fc como 2), FCRL3 (receptor Fc como 3),
FCRL4 (receptor Fc como 4), FCRL5 (receptor Fc como 5), FCRL6
(receptor Fc como 6), FCRLA (receptor Fc como A), FCRLB (receptor
Fc como B), FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4, FGFRL1, FLT1 (tirosina
cinase 1 relacionada com fms), FLT3 (tirosina cinase 3 relacionada com
fms), FLT4 (tirosina cinase relacionada com fms 4), FSTL4 (folistatina
como 4), FSTL5 (folistatina como 5), GP6 (plaquetas da
glicoproteinaVl), GPA33 (glicoproteina VI plaquetaria), GPA33
(glicoproteina A33, GPR116 , GPR125, ADGRF5 (receptor F5 acoplado
a proteina G de adesdo), ADGRAZ2 (receptor A2 acoplado a proteina G
de adesdo), hEMMPRIN, HEPACAM (molécula de adesédo de células
hepaticas e gliais), HEPACAM2 (membro 2 da familia HEPACAM), HLA-
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DMA, HLA -DMB, HLA-DQB, HLA-DQB1, HNT, HSPG2 (proteoglicano
2 de sulfato de heparano), HYST2477, ICAM1 (molécula 1 de adesé&o
intercelular), ICAM2 (molécula 2 de adesao intercelular), ICAM3
(molécula 3 de adeséo intercelular), ICAM3 (molécula 3 de adeséo
intercelular), ICAM4 (intercelular) molécula de adesdo 4 (grupo
sanguineo Landsteiner-Wiener)), ICAM5 (molécula 5 de adeséo
intercelular), DCC (receptor de netrina 1 DCC), NEO1 (neogenina 1),
IGHAL, IGHD, IGHE, IGDCC4 (membro 4 da subclasse DCC da
superfamilia de imunoglobulina), IGLON5 (membro 5 da familia IgLON),
IGSF1 (membro 1 da superfamilia de imunoglobulina), IGSF2 (membro
2 da superfamilia de imunoglobulina), IGSF3 (membro 3 da superfamilia
de imunoglobulina), IGSF5 (membro 5 da superfamilia de
imunoglobulina), IGSF9 (membro 9 da superfamilia de imunoglobulina),
IGSF9B (membro 9B da superfamilia de imunoglobulina), IGSF10
(membro 10 da superfamilia de imunoglobulina), IGSF11 (membro 11
da superfamilia de imunoglobulina 11) ), IGSF21 (membro 21 da
superfamilia de imunoglobina 21), IGSF23 (membro 23 da superfamilia
de imunoglobulina), IL1R1 (receptor tipo 1 da interleucina 1), IL1R2
(receptor tipo 2 da interleucina), ILLRAP (proteina acessoria receptora
de interleucina 1), ILLRAPL1 (proteina tipo 1 acessoria receptora de
interleucina 1), ILIRAPL2 (proteina tipo 2 acesséria receptora de
interleucina 1), ILIRL1 (receptor tipo 1 de interleucina 1), IL1RL2
(receptor tipo 2 de interleucina 1), IL6R (receptor de interleucina 6),
ILL1IRA (subunidade alfa de receptor de interleucina 11), IL12B
(interleucina 12B), IL18BP (proteina de ligagdo a interleucina 18),
IL18R1 (receptor 1 de interleucina 18), ILI8RAP (proteina acessoria
receptora de interleucina 18), ISLR2 (superfamilia da imunoglobulina
contendo repeticdo 2 rica em leucina), JAM2 (molécula 2 de adesé&o
juncional), JAM3 (molécula 3 de adesao juncional), KDR (receptor de

dominio de insercao de cinase), KIR-123FM, KIR2DL1 (receptor similar
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a imunoglobulina de células exterminadoras, dois dominios Ig e cauda
1 citoplasmatica longa), KIR2DL2 (receptor similar & imunoglobulina de
células exterminadoras, dois dominios Ig e cauda 2 citoplasmatica
longa), KIR2DL3 (receptor similar a imunoglobulina de célula
exterminadora, dois dominios Ig e cauda 3 citoplasmatica longa),
KIR2DL4 (receptor similar a imunoglobulina de célula exterminadora,
dois dominios Ig e cauda 4 citoplasmica longa), KIR2DL5A (receptor
similar a imunoglobulina de células exterminadoras, dois dominios Ig e
cauda longa citoplasmatica 5A), KIR2DL5B (receptor similar a
imunoglobulina de células exterminadoras, dois dominios Ig e cauda
longa citoplasmética 5B), KIR2DLX, KIR2DS1 (receptor similar a
imunoglobulina de célula exterminadora, dois dominios Ig e cauda 1
citoplasmatica curta), KIR2DS2 (receptor similar a imunoglobulina de
células exterminadoras), dois dominios Ig e cauda 2 citoplasmatica
curta), KIR2DS3 (receptor similar a imunoglobulina celular de células
exterminadoras, dois dominios Ig e cauda 3 citoplasmica curta),
KIR2DS4 (receptor similar a imunoglobulina de células exterminadoras,
dois dominios Ig e cauda citoplasmatica curta 4), KIR2DS5 (receptor
similar a imunoglobulina de células exterminadoras, dois dominios Ig e
cauda citoplasmatica curta 5), kir3d, KIR3DL1 (receptor similar a
imunoglobulina de células exterminadoras, trés dominios Ig e cauda
citoplasmatica longa 1), KIR3DL2 (receptor similar a imunoglobulina de
células exterminadoras, trés dominios Ig e cauda citoplasmatica longa
2), KIR3DL3 (receptor similar a imunoglobulina celular de células
exterminadoras, trés dominios Ig e cauda citoplasmatica longa 3),
KIR3DP1 (receptor similar a imunoglobulina de célula exterminadora,
trés dominios Ig pseudogene 1, KIR3DS1 (receptor similar a
imunoglobulina de célula exterminadora, trés dominios Ig e cauda
citoplasmatica curta 1), KIR3DX1 (receptor similar a imunoglobulina de

célula exterminadora, trés dominios Ig X1), KIRREL1 (molécula 1 de
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adesdo da familia nefrina similar a kirre), KIRREL2 (molécula 2 de
adesdo da familia nefrina similar a kirre), KIRREL3 (molécula 3 de
adesao da familia nefrina similar a kirre), KIT (tirosina cinase receptora
proto-oncogene KIT), LLCAM, LAG3 (ativacdo de linfocitos 3), LAIR1
(receptor 1 similar a imunoglobulina associado a leucécitos), LAIR2
(receptor 2 similar a imunoglobulina associado a leucdcitos), LEPR
(receptor de leptina), LILRA1 (receptor Al similar a imunoglobulina
leucocitaria), LILRAZ2 (receptor A2 similar a imunoglobulina leucocitaria),
LILRA3 (receptor A3 similar a imunoglobulina leucocitaria), LILRA4
(receptor A4 similar a imunoglobulina leucocitaria), LILRAS (receptor A5
similar a imunoglobulina leucocitaria), LILRA6 (receptor A6 similar a
imunoglobulina leucocitaria), LILRB1 (receptor Bl similar a
imunoglobulina leucocitaria), LILRB2 (receptor B2 similar
imunoglobulina leucocitaria), LILRB3 (receptor B3 similar

imunoglobulina leucocitaria), LILRB4 (receptor B4 similar

g)/ g); m/ g_)/

imunoglobulina leucocitaria), LILRB5 (receptor B5 similar
imunoglobulina leucocitaria), LILRP2, LRIG1, LRIG2, LRIG3, LRIT1,
LRRC4, LSAMP, LSR (receptor de lipoproteina estimulada por lipolise),
LY9 (antigeno linfocitario 9), MADCAM1 (molécula 1 de adeséao celular
de adressina vascular mucosal), MAG (glicoproteina associada a
mielina), MALT1 (paracaspase MALT1), MCAM (molécula de adeséo
celular de melanoma), MDGA1 (dominio MAM contendo ancora 1 de
glicosilfosfatidilinositol), MDGA2 (dominio MAM contendo ancora 2 de
glicosilfosfatidilinositol), MERTK (proto-oncogene MER, tirosina-
cinase), MFAP3, MIR, MILR1 (receptor 1 similar & imunoglobulina de
mastécitos), MMP23A (metalopeptidase 23A matriz (pseudogene)),
MMP23B (metalopeptidase 23B da matriz), MUSK (tirosina cinase
receptora associada ao musculo), MXRAS (5 associado a remodelagem
da matriz), MYBPC3, MYOM1 (miomesina 1), MYOM2 (miomesina 2),
MYOMS3 (miomesina 3), NCA, NCAM1, NCAM2, NCR1 (receptor 1

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 46/369



42/180

desencadeador de citotoxicidade natural), NEGR1, NEO1, NFASC,
NOPE, NPHS1 (NPHS1, nefrina), NPTN (neuroplastina), NRCAM
(molécula de adesé@o celular neuronal), NTRK1 (tirosina cinasse 1
receptora neurotréfica), NRG1, NT, NTRK3, OBSCN, OBSL1 (obscurina
tipo 1), OPCML, OSCAR (receptor similar a imunoglobulina associada a
osteoclastos), PAPLN, PDCD1LG2 (ligante 2 de morte -celular
programada 1), PDGFRA (receptor alfa de fator de crescimento
derivado de plaquetas), PDGFRB (receptor beta de fator de crescimento
derivado de plaquetas), PDGFRL (similar ao receptor de fator de
crescimento derivado de plaquetas), PECAM1 (molécula 1 de adeséao
de células plaguetarias e endoteliais), PRODH2, PSG1 (beta-1-
glicoproteina-1 especifica da gravidez), PSG2 (beta-1-glicoproteina-2
especifica da gravidez), PSG3 (beta-1-glicoproteina 3 especifica da
gravidez 3), PSG4 (beta-1-glicoproteina-4 especifica da gravidez),
PSG5 (beta-1-glicoproteina-5 especifica da gravidez), PSG6 (beta-1-
glicoproteina-6 especifica da gravidez), PSG7 (beta-1-glicoproteina-7
especifica da gravidez (gene / pseudogene)), PSG8 (beta-1-
glicoproteina-8 especifica da gravidez), PSG9 (beta-1-glicoproteina-9
especifica da gravidez), PSG10 (beta-1-glicoproteina 10 especifica da
gravidez), PSG11 (beta-1-glicoproteina-11 especifica da gravidez),
PSG11s’ (beta-1-glicoproteina-11s’ especifica da gravidez), PTGFRN
(inibidor do receptor de prostaglandina F2), PTK7 (proteina tirosina
cinase 7 (inativa)), PTPRD (proteina tirosina fosfatase, receptor tipo D),
PTPRK (proteina tirosina fosfatase, receptor tipo K), PTPRM (proteina
tirosina fosfatase, receptor tipo M), PTPRS (proteina tirosina fosfatase,
receptor tipo S), PTPRT (proteina tirosina fosfatase, receptor tipo T),
PTPsigma, PUNC, PVR (receptor do poliovirus), PVRL1, PVRL2,
PVRL4, NECTINA1 (molécula 1 de adesdo celular de nectina),
NECTIN2 (molécula 2 de adesdo celular de nectina), NECTIN3

(molécula 3 de adeséo celular de nectina), RAGE, ROBO3 (receptor 3
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de orientacéo rotatoria), SCN1B (subunidade beta 1 do canal fechado
por voltagem de sddio), SDK1 (molécula 1 de adeséo celular auxiliar),
SDK2 (molécula 2 de adesao celular auxiliar), SEMA3A (semaforina
3A), SEMA3B (semaforina 3B), SEMA3E (semaforina 3E), SEMA3F
(semaforina 3F), SEMA3G (semaforina 3G), SEMA4C (semaforina 4C),
SEMA4D (semaforina 4D), SEMAA4G (semaforina 4G), SEMAT7A
(semaforina 7A) (grupo sanguineo John Milton Hagen)), SIGIRR
(contendo dominio unico de Ig e TIR), SIGLECL1 (lectina 1 similar a Ig
de ligacdo ao &cido sialico), SIGLECS5 (lectina 5 similar a Ig de ligacéo
ao acido sialico), SIGLECG6 (lectina 6 similar a Ig de ligacdo ao acido
sidlico), SIGLEC7 (lectina 7 similar a Ig de ligacdo ao acido sidlico),
SIGLECS (lectina 8 similar a Ig de ligacdo ao acido sialico), SIGLEC9
(lectina 9 similar a Ig de ligac&o ao acido sialico), SIGLEC10 (lectina 10
similar a Ig de ligacédo ao acido sialico), SIGLEC11 (lectina 11 similar a
Ilg de ligacdo ao acido sidlico), SIGLEC12 (lectina 12 similar a Ig de
ligacdo ao acido sialico) (gene / pseudogene)), SIGLEC14 (lectina 14
similar a Ig de ligacdo ao acido sialico), SIGLEC15 (lectina 15 similar a
lg de ligagdo ao &cido siélico), SLAMF1 (membro 1 da familia de
molécula de ativacao linfocitica de sinalizacdo), SLAMF6 (membro 6 da
familia SLAM), SLAMF8 (membro 8 da familia SLAM), SIRPG; TARM1
(receptor ativador de interacdo de células T em células mieloides 1),
TEK (tirosina cinase receptora TEK), THY1 (antigeno de superficie
celular Thy-1), TIE1 (tirosina cinase com dominios 1 similares a
imunoglobulina e EGF), TMEMS81 (proteina de transmembrana 81),
TMIGD1 (dominio de transmembrana e imunoglobulina contendo 1),
TMIGD2 (dominio de transmembrana e imunoglobulina contendo 2),
TTN (titina), TYRO3 (proteina tirosina cinase TYRO3), UNC5D, VCAM1
(molécula 1 de adeséo de célula vascular), VSIG1 (dominio de conjunto
V e imunoglobulina contendo 1), VSIG2 (dominio de conjunto V e

imunoglobulina contendo 2), VSIG4 (dominio de conjunto V e
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imunoglobulina contendo 4), VSIG10 (dominio de conjunto V e
imunoglobulina contendo 10), VSIG10L (dominio de conjunto V e
imunoglobulina contendo 10 similar), VSTM1 (dominio de conjunto V e
transmembrana contendo 1), VTCN1 (dominio e conjunto V contendo
inibidor 1 de ativacdo de células T), ZPBP (proteina de ligacédo a zona
peltcida) ou ZPBP2 (proteina 2 de ligacdo a zona pelucida).

[0064] Mais preferivelmente, o dominio similar a Ilg € um dominio
similar a Ig de qualquer uma das seguintes proteinas: CD2, CD3, CD4,
CD8, CD19, CD22, CD22, CD33, CD80, CD86, em particular de CDA4.
[0065] Exemplos preferidos adicionais de dominios similares a Ig
séo descritos abaixo.

[0066] Também é preferido que o dominio funcional (adicional) da
primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo compreenda ou
consista em um dominio extra e / ou intracelular de uma proteina
(conhecida). Além disso, o dominio funcional (adicional) da primeira e /
ou da segunda cadeia de polipeptideo pode preferivelmente
compreender ou consistir em um dominio de uma proteina globular
soluvel (conhecida). Mais preferivelmente, o dominio funcional
(adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo
compreende ou consiste em um dominio extracelular de uma proteina
(conhecida) ou um dominio de uma proteina globular solavel
(conhecida).

[0067] Preferivelmente, o dominio funcional (adicional) da primeira
e / ou da segunda cadeia de polipeptideo tem um comprimento de até
1000 aminoéacidos, mais preferivelmente de até 750 aminoacidos, ainda
mais preferivelmente de até 500 aminoacidos, ainda mais
preferivelmente de até 400 aminoacidos, particularmente
preferivelmente de até 300 aminoacidos e mais preferivelmente de até
275 ou 250 aminoacidos. Além disso, € preferido que o dominio

funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de
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polipeptideo tenha um comprimento de 5 a 1000 aminoacidos, mais
preferivelmente de 10 a 750 aminoacidos, ainda mais preferivelmente
de 20 a 500 aminoacidos, ainda mais preferivelmente de 50 a 400
aminoacidos, particularmente preferivelmente de 70 a 300 aminoacidos
e mais preferivelmente de 75 a 275 ou de 100 a 250 aminoacidos.
[0068] Também é preferido que o dominio funcional (adicional) da
primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo tenha um tamanho
de até 150 kDa, mais preferivelmente de até 100 kDa, ainda mais
preferivelmente de até 80 kDa, ainda mais preferivelmente de até 70
kDa, particularmente preferivelmente até 50 kDa e mais preferivelmente
até 30 ou 25 kDa. Além disso, é preferido que o dominio funcional
(adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo tenha
um tamanho de 0,5 kDa a 150 kDa, mais preferivelmente de 1 kDa a
100 kDa, ainda mais preferivelmente de 2,5 kDa a 80 kDa, ainda mais
preferivelmente de 5 kDa a 70 kDa, particularmente preferivelmente de
7,5 kDa a 50 kDa e mais preferivelmente de 10 kDa a 30 ou 25 kDa.
[0069] O dominio funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda
cadeia de polipeptideo pode compreender um dominio monomeérico ou
dominios multiméricos. Um dominio monomérico € um dominio que
media sua funcionalidade sem o envolvimento de qualquer outro
dominio (adicional). Dominios multiméricos, por exemplo, dois dominios
formando um dimero ou trés dominios formando um trimero, mediam
sua funcionalidade juntos, em particular como multimero, por exemplo,
como dimero ou trimero. No caso de dominios multiméricos, o dominio
funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo pode compreender ligantes, como descrito aqui, para
fornecer flexibilidade suficiente para formar o multimero, em particular
um ligante pode estar localizado (diretamente) adjacente a um ou mais
dominios multiméricos, por exemplo, entre dois dominios multiméricos

ou em cada lado de todos os dominios multiméricos. Preferivelmente, o
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dominio funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo compreende ou consiste em um ou mais dominios
MONOMEricos.

[0070] Em geral, o dominio funcional (adicional) da primeira e / ou
da segunda cadeia de polipeptideo pode compreender ou consistir em
um unico dominio de proteina ou em mais do que um dominio de
proteina. "Mais do que um dominio de proteina” podem ser dominios
multiméricos como descrito acima e / ou um ou mais dominios
monomeéricos, como descrito acima. Por exemplo, o dominio funcional
(adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo pode
compreender ou consistir em dois ou trés dominios monoméricos, que
podem mediar a mesma funcionalidade ou funcionalidade distinta e / ou
gue podem ser opcionalmente conectados por um ligante. Por exemplo,
o dominio funcional (adicional) da primeira e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo pode compreender 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 dominios
de proteina (distintos).

[0071] Preferivelmente, o dominio funcional (adicional) é uma
proteina, peptideo ou polipeptideo humano ou um fragmento (em
particular um dominio) ou derivado do mesmo.

[0072] Em particular, o dominio funcional (adicional) ndo € um
ligante (peptideo), tal como um ligante GS. Embora o dominio funcional
(adicional) possa opcionalmente compreender um ligante (peptideo), tal
como um ligante GS, ele preferivelmente ndo consiste em um ligante
(peptideo), tal como um ligante GS. Em outras palavras, mesmo que o
dominio funcional (adicional) compreenda um ligante (peptideo), tal
como um ligante GS, ele preferivelmente compreende uma sequéncia
de aminoécidos adicional mediando uma funcao distinta de (puramente)
ligacdo de dois peptideos um ao outro. Portanto, o dominio funcional
(adicional) é preferivelmente distinto de um ligante (peptideo), tal como

um ligante GS. Em particular, o dominio funcional (adicional) pode néo
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compreender um ligante (peptideo), tal como um ligante GS. Em geral,
a funcionalidade fornecida pelo dominio funcional (adicional) ndo é
preferivelmente uma mera ligacdo de dois (poli)peptideos. Embora o
dominio funcional (adicional) possa "ligar" dois (poli)peptideos, tais
como a variavel adjacente e dominio constante, e, opcionalmente,
forneca flexibilidade, o dominio funcional (adicional) preferivelmente
fornece uma funcao (adicional) distinta de ligacdo e flexibilidade de
(poli)peptideos.

[0073] Preferivelmente, a segunda cadeia de polipeptideo
compreende um dominio funcional (adicional) (v). Neste caso, a primeira
e a segunda cadeias de polipeptideos compreendem ambas um
dominio funcional (adicional), resultando desse modo em um anticorpo,
ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, com dois dominios
funcionais distintos (separados) (adicionais). Os dominios funcionais
(adicionais) da primeira cadeia de polipeptideo e da segunda cadeia de
polipeptideo podem ser os mesmos ou distintos, isto €, 0s mesmos ou
diferentes dominios funcionais. Em outras palavras, mesmo que 0s
dominios funcionais (adicionais) da primeira e segunda cadeias de
polipeptideos tenham uma sequéncia de aminodacidos idéntica, esses
dominios funcionais (adicionais) sédo “independentes", isto €&, eles
mediam suas func¢des independentemente um do outro. Por exemplo,
os dominios funcionais (adicionais) da primeira e da segunda cadeia de
polipeptideo se ligam a alvos separados (por exemplo, antigenos
separados ou epitopos separados do mesmo antigeno; moléculas
separadas ou partes separadas da mesma molécula) e nenhum dos
sitios de ligacdo independentes requer ou envolve o outro de modo a se
ligar ao seu alvo.

[0074] Entretanto, mais preferivelmente, a segunda cadeia de
polipeptideo ndo compreende nenhum dominio funcional (adicional) (v)

e que o C-terminal do dominio variavel mais C-terminal da segunda
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cadeia de polipeptideo é preferivelmente diretamente acoplado ao N-
terminal do dominio constante mais N-terminal da segunda cadeia de
polipeptideo. Por exemplo, se a segunda cadeia de polipeptideo for uma
cadeia leve, o C-terminal do dominio VL mais C-terminal (ou do Unico
dominio VL) é preferivelmente diretamente acoplado ao N-terminal do
dominio CL. Por exemplo, se a segunda cadeia de polipeptideo for uma
cadeia pesada, o C-terminal do dominio VH mais C-terminal (ou do
anico dominio VH) é preferivelmente diretamente acoplado ao N-
terminal do dominio CH1.
[0075] Portanto, a presente invencao também fornece um anticorpo,
ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, compreendendo uma
primeira cadeia de polipeptideo e uma segunda cadeia de polipeptideo,
em que a referida primeira cadeia de polipeptideo compreende na
direcdo de N- ao C-terminal

(i) um ou mais dominios variaveis;

(i) um dominio funcional (adicional) e

(iif) um ou mais dominios constantes; e

em que a referida segunda cadeia de polipeptideo
compreende na direcdo de N- ao C-terminal

(iv) um ou mais dominios variaveis formando sitios de
ligagdo a antigeno com o um ou mais dominios variaveis da primeira
cadeia de polipeptideo; e

(v) um ou mais dominios constantes,

Caracterizado pelo fato de que o C-terminal do dominio
variavel mais C-terminal da segunda cadeia de polipeptideo é
diretamente acoplado ao N-terminal do dominio constante mais N-
terminal da segunda cadeia de polipeptideo.
[0076] Novamente, o termo "dominio funcional” refere-se a uma
unidade funcional, por exemplo, do anticorpo ou do fragmento de

ligac&o a antigeno, como descrito acima. Resumidamente, um dominio
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funcional fornece tipicamente a proteina, por exemplo, 0 anticorpo ou o
fragmento de ligacdo a antigeno, com uma funcionalidade (adicional)
como descrito acima. Portanto, o dominio funcional (adicional)
geralmente contém todos os aminodacidos / sequéncias requeridos para
fornecer a funcdo (adicional). Em particular, o dominio funcional
(adicional) (ii) da primeira cadeia de polipeptideo ndo compreende um
fragmento da segunda cadeia de polipeptideo, como descrito acima em
mais detalhes.

[0077] Particularmente, o dominio funcional (adicional) da primeira
cadeia de polipeptideo preferivelmente compreende ou consiste em um
dominio similar a Ig como descrito acima. Exemplos preferidos de
dominios similares a Ig incluem aqueles descritos acima e aqueles
descritos aqui abaixo.

[0078] Também é preferido que o dominio funcional (adicional) da
primeira cadeia de polipeptideo compreenda ou consista em um
dominio extra e / ou intracelular de uma proteina (conhecida). Além
disso, o dominio funcional (adicional) da primeira cadeia de polipeptideo
pode preferivelmente compreender ou consistir em um dominio de uma
proteina globular solavel (conhecida). Mais preferivelmente, o dominio
funcional (adicional) da primeira cadeia de polipeptideo compreende ou
consiste em um dominio extracelular de uma proteina (conhecida) ou
um dominio de uma proteina globular soltvel (conhecida).

[0079] Preferivelmente, o dominio funcional (adicional) da primeira
cadeia de polipeptideo tem um comprimento de até 1000 aminoacidos,
mais preferivelmente de até 750 aminoacidos, ainda mais
preferivelmente de até 500 aminoacidos, ainda mais preferivelmente de
até 400 aminoéacidos acidos, particularmente preferivelmente até 300
aminoacidos e mais preferivelmente até 275 ou 250 aminoacidos. Aléem
disso, é preferido que o dominio funcional (adicional) da primeira cadeia

de polipeptideo tenha um comprimento de 5 a 1000 aminoéacidos, mais
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preferivelmente de 10 a 750 aminoacidos, ainda mais preferivelmente
de 20 a 500 aminoacidos, ainda mais preferivelmente de 50 a 400
aminoacidos, particularmente preferivelmente de 70 a 300 aminoacidos
e mais preferivelmente de 75 a 275 ou de 100 a 250 aminoécidos.
[0080] Também é preferido que o dominio funcional (adicional) da
primeira cadeia de polipeptideo tenha um tamanho de até 150 kDa, mais
preferivelmente de até 100 kDa, ainda mais preferivelmente de até 80
kDa, ainda mais preferivelmente de até 70 kDa, particularmente
preferivelmente até 50 kDa e mais preferivelmente até 30 ou 25 kDa.
Além disso, é preferido que o dominio funcional (adicional) da primeira
cadeia de polipeptideo tenha um tamanho de 0,5 kDa a 150 kDa, mais
preferivelmente de 1 kDa a 100 kDa, ainda mais preferivelmente de 2,5
kDa a 80 kDa, ainda mais preferivelmente de 5 kDa a 70 kDa,
particularmente preferivelmente de 7,5 kDa a 50 kDa e mais
preferivelmente de 10 kDa a 30 ou 25 kDa.

[0081] O dominio funcional (adicional) da primeira cadeia de
polipeptideo pode compreender um dominio monomeérico ou dominios
multiméricos, como descrito acima. Além disso, o dominio funcional
(adicional) da primeira cadeia de polipeptideo pode compreender ou
consistir em um uUnico dominio de proteina ou em mais do que um
dominio de proteina, conforme descrito acima.

[0082] Preferivelmente, o dominio funcional (adicional) é uma
proteina, peptideo ou polipeptideo humano ou um fragmento (em
particular um dominio) ou derivado do mesmo.

[0083] Em particular, o dominio funcional (adicional) ndo € um
ligante (peptideo), tal como um ligante GS, como descrito acima.
Embora o dominio funcional (adicional) possa opcionalmente
compreender um ligante (peptideo), tal como um ligante GS, ele
preferivelmente ndo consiste em um ligante (peptideo), tal como um

ligante GS. Em outras palavras, ainda que o dominio funcional
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(adicional) compreenda um ligante (peptideo), tal como um ligante GS,
ele preferivelmente compreende uma sequéncia de aminoacidos
adicional mediando uma funcdo distinta de (puramente) ligar dois
peptideos um ao outro. Portanto, o dominio funcional (adicional) é
preferivelmente distinto de um ligante (peptideo), tal como um ligante
GS. Em particular, o dominio funcional (adicional) pode néo
compreender um ligante (peptideo), tal como um ligante GS. Em geral,
a funcionalidade fornecida pelo dominio funcional (adicional) ndo é
preferivelmente uma mera ligacdo de dois (poli)peptideos. Embora o
dominio funcional (adicional) possa "ligar" dois (poli)peptideos, tal como
a variavel adjacente e dominio constante, e, opcionalmente, forneca
flexibilidade, o dominio funcional (adicional) preferivelmente fornece
uma funcdo (adicional) distinta de ligacao e flexibilidade de
(poli)peptideos.

[0084] Além disso, o C-terminal do dominio variavel mais C-terminal
da segunda cadeia de polipeptideo é preferivelmente diretamente
acoplado ao N-terminal do dominio constante mais N-terminal da
segunda cadeia de polipeptideo. Por exemplo, se a segunda cadeia de
polipeptideo for uma cadeia leve, o C-terminal do dominio VL mais C-
terminal (ou do Unico dominio VL) é preferivelmente diretamente
acoplado ao N-terminal do dominio CL. Por exemplo, se a segunda
cadeia de polipeptideo for uma cadeia pesada, o C-terminal do dominio
VH mais C-terminal (ou do unico dominio VH) é preferivelmente
diretamente acoplada ao N-terminal do dominio CHL1.

[0085] Em geral, é preferido no anticorpo, ou no fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao que
um ou mais dominios constantes da primeira cadeia de polipeptideo
sejam dominios constantes de cadeia pesada, preferivelmente
compreendendo pelo menos um dominio constante CH1 e o dominio

constante da segunda cadeia de polipeptideo seja um dominio
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constante da cadeia leve CL. Mais preferivelmente, um ou mais
dominios constantes da primeira cadeia de polipeptideo é / séo
dominios constantes de cadeia pesada, preferivelmente
compreendendo pelo menos um dominio constante CH1, um ou mais
dominios variaveis da primeira cadeia de polipeptideo € / sdo dominios
variaveis da cadeia pesada VH, o dominio constante da segunda cadeia
de polipeptideo € um dominio constante da cadeia leve CL e um ou mais
dominios variaveis da segunda cadeia de polipeptideo é / sdo dominios
variaveis da cadeia leve VL. Em outras palavras, é preferido que a
primeira cadeia de polipeptideo seja derivada de uma cadeia pesada e
a segunda cadeia de polipeptideo seja derivada de uma cadeia leve. E
particularmente preferido que a regido constante da primeira cadeia de
polipeptideo compreenda trés dominios constantes, nomeadamente
CH1, CH2 e CH3 (em particular, na direcdo de N- ao C-terminal CH1 -
CH2 - CH3), mais preferivelmente com uma regiao de articulacao entre
CH1 e CH2.

[0086] Alternativamente, também é preferido no anticorpo, ou no
fragmento de ligacédo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo que os dominios constantes da primeira cadeia de
polipeptideo sejam um dominio constante da cadeia leve CL e um ou
mais dominios constantes da segunda cadeia de polipeptideo sejam
dominios constantes de cadeia pesada, preferivelmente
compreendendo pelo menos um dominio constante CH1. Mais
preferivelmente, os dominios constantes da primeira cadeia de
polipeptideo s&o um dominio constante de cadeia leve CL, um ou mais
dominios variaveis da primeira cadeia de polipeptideo sdo dominios
variaveis de cadeia leve VL, um ou mais dominios constantes da
segunda cadeia de polipeptideo sdo dominios constantes de cadeia
pesada, preferivelmente compreendendo pelo menos um dominio

constante CH1, e um ou mais dominios variaveis da segunda cadeia de
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polipeptideo dominios variaveis da cadeia pesada VH. Em outras
palavras, € preferido que a segunda cadeia de polipeptideo seja
derivada de uma cadeia pesada e a primeira cadeia de polipeptideo seja
derivada de uma cadeia leve. E particularmente preferido que a regi&o
constante da segunda cadeia de polipeptideo compreenda trés
dominios constantes, a saber, CH1, CH2 e CH3 (em particular, na
direcdo de N- ao C-terminal CH1 - CH2 - CH3), mais preferivelmente
com uma regiao de articulacao entre CH1 e CH2.

[0087] Além disso, é preferido que, na primeira e / ou na segunda
cadeia de polipeptideo, os dominios constantes diretamente adjacentes
ao dominio funcional (adicional) (e / ou a regido variavel, se o segundo
polipeptideo ndo compreender um dominio funcional (adicional)) néo
contribuam para a regiao Fc. Em anticorpos nativos, a regiao constante
préxima aos dominios variaveis CH1 e CL normalmente nao contribui
para a regido Fc. Portanto, é preferido que uma cadeia de polipeptideo
(a primeira ou a segunda) compreenda um dominio constante CH1,
enquanto a outra cadeia de polipeptideo (a outra da primeira ou da
segunda) compreenda um dominio constante CL.

[0088] Preferivelmente, o dominio constante de cadeia pesada, em
particular, CH1, ou qualquer outro dominio constante de cadeia pesada,
€ selecionado das seguintes classes: y, a, M, € € 0; preferivelmente v, tal
como de IgG1, 1gG2, 1gG3 ou IgGA4.

[0089] Além disso, é preferido que o dominio constante da cadeia
leve, em particular CL, seja selecionado das seguintes classes: kK e A.
[0090] Preferivelmente, o anticorpo, ou o fragmento de ligacédo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdo, é um
anticorpo recombinante ou fragmento de ligacdo a antigeno. Como
usado neste documento, o termo "recombinante” significa que o
anticorpo recombinante ou fragmento de anticorpo ndo ocorre na

natureza.
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[0091] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou do fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencdo compreende ou consiste em um
dominio veiculo, um dominio-reporter, um marcador, um dominio de
localizacdo, um sitio de ligacdo (independente), uma enzima ou um
dominio enzimatico, um receptor ou um fragmento funcional do mesmo,
ou um ligante ou um fragmento funcional do mesmo.

[0092] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo, o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com a presente invencao, compreende ou consiste em uma
enzima ou um dominio enzimatico do mesmo. Uma "enzima" € um
polipeptideo ou catalisador de proteina, isto é, uma enzima
normalmente acelera uma reacao quimica. As moléculas nas quais as
enzimas podem atuar sdo chamadas de substratos e a enzima converte
0s substratos em diferentes moléculas conhecidas como produtos.
Quase todos os processos metabdlicos na célula precisam de enzimas
de modo a ocorrer em taxas suficientemente rapidas para sustentar a
vida. Enzimas preferidas incluem oxidorredutases, transferases,
hidrolases, lisases, isomerases e ligases. Para enzimas, que formam
um dimero, o dominio funcional da primeira e / ou da segunda cadeia
de polipeptideo pode compreender dois dominios idénticos conectados
por um ligante. Por exemplo, as enzimas podem ser (teis para ativar um
pré-farmaco em um sitio especifico, por exemplo, um tumor. Exemplos
de enzimas preferidas e usos de anticorpos compreendendo essas
enzimas sao descritos em Andrady C, Sharma SK, Chester KA;
Antibody-enzyme fusion proteins for cancer therapy; Immunotherapy. 3
de fevereiro de 2011; (2): 193-211 e em Boado RJ1, Zhang Y, Zhang Y,
Xia CF, Wang Y, Pardridge WM, Genetic engineering of a lysosomal
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enzyme fusion protein for targeted delivery across the human blood-
brain barrier; Biotechnol Bioeng. 1 de fevereiro de 2008; 99 (2): 475-84.
[0093] Enzimas preferidas sé@o selecionadas do grupo que consiste
em desidrogenase, luciferase, DMSO redutase, alcool desidrogenase
(NAD), alcool desidrogenase (NADP), homoserina desidrogenase,
aminopropanol oxidoredutase, diacetil redutase, glicerol desidrogenase,
propanodiol-3, propanodiol-fosfato desidrogenase, glicerol-3-fosfato
desidrogenase (NAD+), D-xilulose redutase, L-xilulose redutase, lactato
desidrogenase, malato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, HMG-
CoA redutase, glicose oxidase, L-gulonolactona oxidase, tiamina
oxidase, xantina oxidase, acetaldeido desidrogenase, gliceraldeido 3-
fosfato  desidrogenase, piruvato desidrogenase, oxoglutarato
desidrogenase, biliverdina redutase, monoamina oxidase, di-hidrofolato
redutase, di-hidrofolato redutase, metilenotetra-hidrofolato redutase,
sarcosina oxidase, di-hidrobenzofenantiridina oxidase, NADH
desidrogenase, urato oxidase, nitrito redutase, nitrato redutase,
glutationa redutase, tioredoxina redutase, sulfito oxidase, citocromo ¢
oxidase, coenzima Q - citocromo c redutase, catecol oxidase, lacase,
citocromo c peroxidase, catalase, mieloperoxidase, tiroide peroxidase,
glutationa peroxidase, 4-hidroxifenilpiruvato disoxigenase, renilla-
luciferina  2-monooxigenase, cipridina-luciferina 2-mono-oxigenase,
vagalume luciferase, watasenia-luciferina 2-monooxigenase, oploforus-
luciferina 2-monooxigenase, aromatase, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4,
citocromo P450 oxidase, Oxido nitrico desoxigenase, 6xido nitrico
sintase, aromatase, fenilalanina hidroxilase, tirosinase, superoxido
dismutase, ceruloplasmina, nitrogenase, deiodinase, glutationa S-
transferase, catecol-O-metil transferase, DNA metiltransferase, histona
metiltransferase, ATCase, Ornitinatranscarbamoilase, acido
aminolevulinico sintase, colina acetiltransferase, fator Xlll, gama

glutamil  transpeptidase, transglutaminase, hipoxantina-guanina
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fosforibosiltransferase, tiaminase, alanina transaminase, aspartato
transaminase, butirato cinase, nuclease, endonuclease, exonuclease,
hidrolase acida, fosfolipase A, fosfolipase C, acetilcolinesterase,
colinesterase, lipoproteina lipase, ubiquitina de terminagdo carboxi
hidrolase L1, fosfatase, fosfatase alcalina, frutose bifosfatase,
fosfodiesterase tipo 5 especifica de CGMP, fosfolipase D, enzima de
restricdo tipo 1, enzima de restricdo tipo 2, enzima de restricao tipo 3,
enzima de restricdo tipo 4, desoxirribonuclease |, RNase H,
ribonuclease, amilase, sucarose, quitinase, lisozima, maltase, lactase,
beta-galactosidase, hialuronidase, adenosilmetionina hidrolase, S-
adenosil-L-homocisteina hidrolase, alquenilglicerofosfocolina hidrolase,
Alquenilglicerofosfoetanolamina hidrolase, colesterol-5,6-6xido
hidrolase, hepoxilina-epdxido hidrolase, isocorismatase, leucotrieno-A4
hidrolase, limoneno-1,2-epéxido hidrolase, microsomal epoxido
hidrolase, trans-epoxisucinato hidrolase, alanina aminopeptidase,
enzima conversora de angiotensina, protease de serina, quimotripsina,
tripsina, trombina, fator X, plasmina, acrosina, fator VII, fator IX, prolil
oligopeptidase, Fator XI, elastase, fator Xll, proteinase K, ativador do
plasminogénio tecidual, proteina C, separase, pepsina, coalho, renina,
tripsinogénio, plasmepsina, metaloproteinase de matriz,
metaloendopeptidase, urease, beta-lactamase, arginase, adenosina
desaminase, GTP ciclo-hidrolase I, nitritrilase, helicase, DnaB helicase,
ATPase, NaKATPase, ATP sintase, quinureninase, haloacetato
desalogenase, liase, ornitina descarboxilase, uridina monofosfato
sintetase, descarboxilase aromatica de L-aminoacido, RubisCO,
anidrase carbonica, triptofano sintase, fenilalanina amodnia-liase,
cistationina gama-liase, cistationina beta-liase, leucotrieno C4 sintase,
diclorometano desalogenase, halo-hidrina desalogenase, adenilato
ciclase, guanilato ciclase, aminoacido racemase: fenilalanina racemase,

serina racemase, mandelato racemase, UDP-glicose 4-epimerase,
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metilmalonil-CoA epimerase, FKBP: FKBP1A, FKBP1B, FKBP2,
FKBP3, FKBP5, FKBP6, FKBP8, FKBP9, FKBP10, FKBP52, FKBPL,
ciclofilina, parvulina, prolil isomerase, 2-cloro-4-carboximetilenobut-2-
en-1,4-olide isomerase, beta-caroteno isomerase, farnesol 2-isomerase,
furilfuramida isomerase, linoleato isomerase, maleato isomerase,
maleilacetoacetato isomerase, maleilpiruvato isomerase, parvulina,
fotoisomerase, prolicopeno isomerase, prolil isomerase, retinal
isomerase, retinol isomerase, zeta-caroteno isomerase, enoil CoA
isomerase, proteina dissulfeto isomerase, fosfoglucomutase, muconato
de cicloisomerase, 3-carboxi-cis,cis-muconato cicloisomerase, tetra-
hidroxipteridina cicloisomerase, inositol-3-fosfato sintase, carboxi-
cis,cis-muconato ciclase, chalcona isomerase, cloromuconato
cicloisomerase, (+)- bornil difosfato sintase, cicloeucalenol
cicloisomerase, alfapineno-éxido deciclase, dicloromuconato
cicloisomerase, copalil difosfato sintase, ent-copalil difosfato sintase,
sin-copalil-difosfato sintase, terpentedienil-difosfato sintase,
halimadienil-difosfato sintase, (S)-beta-macrocarpeno sintase, licopeno
epsilon-ciclase, licopena beta-ciclase, prosolanapirona-ll|
cicloisomerase, D-ribose piranase, esteroide delta isomerase,
topoisomerase, 6-carboxitetra-hidropterina sintase, FARSB, glutamina
sintetase, CTP sintetase, argininossucinato sintetase, piruvato
carboxilase, acetil-CoA carboxilase, e DNA ligase.

[0094] Enzimas mais preferidas podem ser selecionadas do grupo
gue consiste em carboxipeptidase, B-lactamase, citosina desaminase,
B-glucuronidase, purina nucleosideo fosforilase, granzima B, caspase e
RNase, tal como HPR (RNase pancreatica humana, barnase, RNa
seminal bovina, onconase, RapLR1, angiogenina, dicero, exonuclease
2 tipo DISS, fosfodiesterase ELAC2, RNase HIll, RNase T2, e tRNA
ribonuclease de uniao.

[0095] Um fragmento funcional de uma enzima pode ser qualquer
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fragmento de uma enzima, que tem a capacidade de mediar uma
funcionalidade. Geralmente, tais fragmentos sdo chamados de
"dominios". Portanto, o fragmento funcional de uma enzima pode ser
qualquer dominio da enzima. Exemplos preferidos incluem fragmentos
funcionais (por exemplo, dominios) das enzimas (exemplificadas)
descritas acima. Preferivelmente, o fragmento funcional da enzima, que
€ compreendido pelo dominio funcional (adicional), € um dominio
catalitico de uma enzima. O dominio catalitico de uma enzima € a regido
de uma enzima que interage com seu substrato para causar a reagao
enzimatica. Por exemplo, o dominio funcional (adicional) da primeira
cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de polipeptideo pode
ser um dominio catalitico de qualquer uma das seguintes enzimas:
carboxipeptidase, B-lactamase, citosina desaminase, (B-glucuronidase,
nucleosideo purina fosforilase, granzima B, caspase e RNase, tal como
HPR (RNase pancreatica humana, barnase, RNase seminal bovina,
onconase, RapLR1, angiogenina, dicer, exonuclease 2 tipo DIS3,
fosfodiesterase ELAC 2, RNase HIll, RNase T2 e ribonuclease de uniao
a tRNA.

[0096] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou do fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencdo compreende ou consiste em um
dominio veiculo. Como usado neste documento, um "dominio veiculo”
refere-se a uma sequéncia de aminoacidos, que fornece a conjugacao
do anticorpo para outra molécula. Em um exemplo preferido, o dominio
veiculo proporciona a conjugac¢do do anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, por exemplo, a um farmaco, a um agente
de imageamento ou a uma nanoparticula. Em geral, exemplos
preferidos de conjugados, que podem ser Uteis no contexto da presente

invencdo, sao descritos em Wu, A.M. e Senter, P. D. (2005) Arming
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antibodies: Prospects and challenges for immunoconjugates. Nat.
Biotechnol. 23, 1137-1146.

[0097] Por exemplo, farmacos que podem ser conjugadas com o
anticorpo incluem farmacos anticancer, tais como os descritos em
Thomas A, Teicher BA, Hassan R; Antibody-drug conjugates for cancer
therapy; Lancet Oncol. Jun 2016; 17 (6): e254-62. doi: 10.1016 / S1470-
2045 (16) 30030-4. Por exemplo, agentes d e imageamento, que podem
ser conjugados com o anticorpo, sao descritos em Steve Knutson, Erum
Raja, Ryan Bomgarden, Marie Nlend, Aoshuang Chen, Ramaswamy
Kalyanasundaram e Surbhi Desai; Development and Evaluation of a
Fluorescent Antibody-Drug Conjugate for Molecular Imaging and Target
Therapy of Pancreatic Cancer; PLoS One 2016; 11 (6): e0157762. Tais
farmacos sao preferivelmente agentes citotoxicos. Exemplos preferidos
de farmacos, que podem ser conjugados com o anticorpo ou fragmento
de ligacdo a antigeno da presente invencao, incluem doxorrubicina,
exotoxina A de Pseudomonas truncada, maitansinoide DML1.

[0098] Exemplos de agentes de imageamento, que podem ser
conjugados ao anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno da
presente invencao, incluem radioisotopos, tais como os descritos em
Schubert M, Bergmann R, Fdérster C, Sihver W, Vonhoff S, Klussmann
S, Bethge L, Walther M, Schlesinger J, Pietzsch J, Steinbach J, Pietzsch
HJ; Novel Tumor Pretargeting System Based on Complementary I-
Configured Oligonucleotides; Bioconjug Chem. 2017 Abr 19; 28(4):
1176-1188 e em Bhusari P, Vatsa R, Singh G, Parmar M, Bal A, Dhawan
DK, Mittal BR, Shukla J; Development of Lu-177-trastuzumab for
radioimmunotherapy of HER2 expressing breast cancer and its
feasibility assessment in breast cancer patients; Int J Cancer. 2017 15
de fevereiro; 140 (4): 938-947. Exemplos preferidos de radioisotopos
incluem 20y, 131 ¢ 177y,

[0099] Outros exemplos de agentes de imageamento, que podem
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ser conjugados com o anticorpo ou fragmento de ligacédo a antigeno da
presente invengao, incluem corantes fluorescentes, pontos quanticos e
oxido de ferro. Exemplos de corantes fluorescentes incluem aqueles
descritos abaixo como dominios-reporteres. Um exemplo de
nanoparticulas de oxido de ferro € descrito em Hengyi Xu, Zoraida P.
Aguilar, Lily Yang, Min Kuang, Hongwei Duan, Yonghua Xiong, Hua Wei
e Andrew Wang: Antibody Conjugated Magnetic Iron Oxide
Nanoparticles for Cancer Cell Separation in Fresh Whole Blood.
Biomaterials. 2011 dez; 32 (36): 9758-9765.

[00100] Conjugados de anticorpos (isto €, anticorpos conjugados
com outras moléculas) sdo conhecidos na técnica. Em particular, a
molécula conjugada ao anticorpo pode ser ligada ao anticorpo por um
ligante clivavel ou néo clivavel (por exemplo, como descrito em: Thomas
H. Pillow. Novel linkers and connections for antibody-drug conjugates to
treat cancer and infectious disease. Pharmaceutical Patent Analyst Vol.
6, N° 1, 3 de fevereiro de 2017, https://doi.org/10.4155/ppa-2016-0032;
ou em: Beck A, Goetsch L, Dumontet C, Corvaia N. Strategies and
challenges for the next generation of antibody-drug conjugates. Nat Rev
Drug Discov. 2017 maio; 16 (5): 315-337). Exemplos de tais ligantes,
gue podem ser usados para ligar a molécula ao anticorpo ou fragmento
de ligacdo a antigeno, sao descritos, por exemplo, em EP 2927227 e
em Thomas H. Pillow. Novel linkers and connections for antibody-drug
conjugates to treat cancer and infectious disease. Pharmaceutical
Patent Analyst Vol. 6, n° 1, 3 de fevereiro de 2017,
https://doi.org/10.4155/ppa-2016-0032. Entretanto, na técnica anterior,
os ligantes estdo ligados diretamente aos dominios Ig do anticorpo (a
saber, aos dominios variaveis e / ou constantes do anticorpo), o que
pode interferir com a funcionalidade dos dominios Ig do anticorpo. Em
vista disso, o dominio funcional (adicional) do anticorpo ou o fragmento

de ligacdo a antigeno de acordo com a presente invencdo pode ser
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usado para ligacdo de um ligante ao anticorpo. Ligantes preferidos
diferem dos ligantes "classicos", pois sao projetados para conter
cisteinas ou lisinas adicionais. Preferivelmente, o dominio veiculo
compreende um ou mais aminoacidos ndo canbnicos Uteis para a
conjugacao especifica de sitio, por exemplo, como descrito em Link AJ,
Mock ML, Tirrell DA. Non-canonical amino acids in protein engineering.
Curr Opin Biotechnol. Dezembro de 2003; 14 (6): 603-9. Além disso, o
dominio veiculo pode ser projetado de modo que seja reconhecido por
enzimas especificas (tais como enzima geradora de formilglicina,
sortase e / ou transglutaminases), que modificam aminoacidos
especificos que podem ser usados para conjugacdo como descrito em
secao 6 de Dennler P., Fischer E., Schibli R. Antibody conjugates: From
heterogeneous populations to defined reagents. Antibodies. 2015; 4:
197-224.,

[00101] Dominios veiculos preferidos adicionais sdo dominios para
conjugacao, tais como material de reagcdo cruzada geneticamente
modificado (CRM) da toxina da difteria, toxoide do tétano (T), complexo
de proteina de membrana externa meningocécica (OMPC), toxoide da
difteria (D) e proteina H. influenzae D (HiD), por exemplo, como descrito
em Pichichero ME: Protein carriers of conjugate vaccines
characteristics, development, and clinical trials, Hum Vaccin
Immunother. 2013 Dez; 9 (12): 2505-23.

[00102] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou do fragmento de ligagcdo a antigeno de
acordo com a presente invencdo compreende ou consiste em um
dominio-repérter. Um dominio-repérter é tipicamente codificado por um
gene reporter. Dominios-reporteres sdo dominios cuja presenca (por
exemplo, em uma célula, organismo) pode ser facilmente observada.

Dominios-repérteres incluem, por exemplo, proteinas fluorescentes, tais
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como GFP / EGFP (proteina fluorescente verde / proteina fluorescente
verde melhorada), YFP (proteina fluorescente amarela), RFP (proteina
fluorescente vermelha) e CFP (proteina fluorescente ciano), luciferases
e enzimas tais como beta-galactosidase e peroxidase. Dominios-
repérteres podem ser Uteis para abordagens in vivo e ex vivo. Por
exemplo, proteinas fluorescentes fazem com que uma célula fique
fluorescente quando excitada com luz de um comprimento de onda
especifico, luciferases fazem com que uma célula catalise uma reacéao
gue produz luz, e enzimas tais como a beta-galactosidase convertem
um substrato em um produto colorido. Existem varias maneiras
diferentes de medir ou quantificar um repoérter, dependendo do repérter
em particular e que tipo de dados de caracterizagao sao desejados. Em
geral, microscopia € util para obter informacfes espaciais e temporais
sobre a atividade do reporter, particularmente no nivel de uma dnica
célula. Citbmetros de fluxo sdo mais adequados para medir a
distribuicdo da atividade do reporter em uma grande populacdo de
células. Leitores de placas sdo geralmente melhores para realizar
medicdes de populacdo de muitas amostras diferentes ao longo do
tempo. Enzima, tal como beta-galactosidase e peroxidase, que podem
reagir a um determinado substrato, pode ser util, por exemplo, para
manchas ex vivo de amostras humanas, por exemplo, no diagnéstico de
tumores.

[00103] Preferivelmente, o dominio-reporter compreende ou consiste
em uma sequéncia de aminoacidos que codifica GFP / EGFP, YFP,
RFP, CFP, lucifase, beta-galactosidase ou peroxidase. Além disso,
marcadores fluorescentes como descritos abaixo também séo Ulteis
como dominios-reporteres.

[00104] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de

polipeptideo do anticorpo ou do fragmento de ligagcdo a antigeno de
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acordo com a presente invencdo compreende ou consiste em um
dominio de localizacdo. Em geral, um dominio de localizacdo direciona
uma proteina para um determinado alvo, por exemplo, no nivel de um
organismo ou célula. Um dominio de localizacdo pode direcionar o
anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno de acordo com a
presente invencao para um local fisico especifico na célula, tal como o
ndcleo, a membrana, o periplasma, secrecédo fora da célula, para uma
parte especifica do corpo ou em outro lugar.

[00105] Por exemplo, de modo a direcionar o anticorpo ou o
fragmento de ligagcéo a antigeno de acordo com a presente invencdo em
uma célula, o dominio funcional (adicional) pode compreender ou
consistir em um peptideo de penetracao celular. O termo "peptideos de
penetracdo celular" ("CPPs", também conhecido como "dominio de
transducdo de proteina" / "PTD") € geralmente usado para designar
peptideos curtos que sdo capazes de transportar diferentes tipos de
moléculas de carga através da membrana plasmatica e, portanto,
facilitam a captacéo celular de vérias cargas moleculares (de particulas
de nanotamanho a pequenas moléculas quimicas e grandes fragmentos
de DNA). Peptideos de penetracdo celular geralmente tém uma
composicdo de aminoacidos que contém uma alta abundancia relativa
de aminoéacidos carregados positivamente, como lisina ou arginina, ou
possuem uma sequéncia que contém um padrdo alternado de
aminoacidos polares / carregados e aminoacidos hidrofobicos, néo
polares. Esses dois tipos de estruturas sao referidos como policatiénicos
ou anfipaticos, respectivamente. Tipicamente, o0s peptideos de
penetracao celular (CPPs) sédo peptideos de 8 a 50 residuos que tém a
capacidade de atravessar a membrana celular e entrar na maioria dos
tipos de células. Alternativamente, eles também s&o chamados de
dominio de transducéo de proteinas (PTDs), refletindo sua origem como

ocorrendo em proteinas naturais. Frankel e Pabo simultaneamente a
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Green e Lowenstein descreveram a capacidade do ativador
transcricional de ativacdo trans do virus da imunodeficiéncia humana 1
(HIV-TAT) de penetrar nas células (Frankel, A.D e C.O Pabo, captacéo
celular da proteina tat da imunodeficiéncia humana. Cell, 1988. 55 (6):
p. 1189-93). Em 1991, transducéo em células neurais do homeodominio
de Antennapedia (dominio de ligacdo ao DNA) de Drosophila
melanogaster foi descrita (Joliot, A., et al., Antennapedia homeobox
peptide regulates neural morphogenesis. Proc Natl Acad Sci U S A,
1991. 88 (5) ): p. 1864-8). Em 1994, o primeiro CPP de peptideo de 16-
mer chamado Penetratina foi caracterizado a partir da terceira hélice do
homeodominio de Antennapedia (Derossi, D., et al., The third helix of
the Antennapedia homeodomain translocates through biological
membranes. J BiolChem, 1994 269 (14): p. 10444-50), seguida em 1998
pela identificacdo do dominio minimo de TAT necessério para a
transducéo de proteinas (Vives, E., P. Brodin e B. Lebleu, A trucated
HIV-1 Tat protein basic domain rapidly translocates through the plasma
membrane and accumulates in the cell nucleus. J Biol Chem, 1997. 272
(25): p. 16010-7). Nas duas ultimas décadas, foram descritas dezenas
de peptideos de diferentes origens, incluindo proteinas virais, por
exemplo, VP22 (Elliott, G. e P. O'Hare, Intercellular trafficking and
protein delivery by a herpesvirus structural protein. Cell, 1997. 88 (2): p.
223-33), ou de venenos, por exemplo, melitina (Dempsey, CE, The
actions of melittin on membranes. BiochimBiophys Acta, 1990. 1031 (2):
p. 143-61), mastoporana (Konno, K., et al., Structure and biological
activities of eumenine mastoparan-AF (EMP-AF), a new mast cell
degranulating peptide in the venom of the solidary wasp (Anterhynchium
flavomarginatum micado) Toxicon, 2000. 38 (11): p. 1505-15),
maurocalcina (Esteve, E., et. al., Transduction of the scorpion toxin
maurocalcine into cells. Evidence that the toxin crosses the plasma
membrane. J Biol Chem, 2005. 280 (13): p. 12833-9), crotamina
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(Nascimento, FD, et al.,, Crotamine mediates gene delivery into cells
through the binding to heparan sulfate proteoglycans. J. Biol Chem,
2007. 282 (29): p. 21349-60) ou buforina (Kobayashi, S., et al.,
Membrane translocation mechanism of the antimicrobial peptide buforin
2. Bioquimica, 2004. 43 (49): p. 15610-6). CPPs sintéticos também
foram projetados, incluindo a poli-arginina (R8, R9, R10 e R12) (Futaki,
S., et al., Arginine-rich peptides. An abundant source of membrane-
permeable peptide having potential as carriers for intracellular protein
delivery. J. Biol Chem, 2001. 276 (8): p. 5836-40) ou transportan (Pooga,
M., et al., Cell penetration by transportan. FASEB J, 1998. 12 (1): p. 67-
77). Qualquer uma das CPPs descritas acima pode ser usada como
peptideo de penetracdo celular no anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigeno de acordo com a presente invencédo. Varias CPPs, que podem
ser usadas como peptideo de penetracdo celular no anticorpo ou
fragmento de ligacdo a antigeno de acordo com a presente invencéao,
também s&do divulgadas na revisdo: Milletti, F., Cell-penetrating
peptides: classes, origin, and current landscape. Drug Discov Today 17
(15-16): 850-60, 2012.

[00106] Outro exemplo de um dominio de localizac&o, que pode ser
usado no anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno, de acordo com
a presente invencdo, € um dominio para atravessar a barreira
hematoencefalica, por exemplo, como descrito em Farrington GK,
Caram-Salas N, Haqgani AS, Brunette E, Eldredge J, Pepinsky B,
Antognetti G, Baumann E, Ding W, Garber E, Jiang S, Delaney C,
Boileau E, Sisk WP, Stanimirovic DB. A novel platform for engineering
blood-brain barrier-crossing bispecific biologics. FASEB J. 2014 Nov; 28
(11): 4764-78.

[00107] Outro exemplo de um dominio de localizagcdo € um dominio
de localizacdo nuclear. Um dominio de localizacdo nuclear direciona

uma proteina, em particular o anticorpo ou fragmento de ligacdo a
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antigeno de acordo com a presente invencéo, para o ndcleo celular. Um
dominio de localizacdo nuclear pode ser util para um anticorpo ou
fragmento de ligacédo a antigeno para bloquear a atividade de um fator
de transcricdo e para modular a expressao de gene. Exemplos
preferidos de dominios de localizacdo nuclear sdo descritos em
Kalderon D, Roberts BL, Richardson WD, Smith AE (1984) "A short
amino acid sequence able to specify nuclear location" Cell 39 (3Pt 2):
499-509 e em Lusk CP , Blobel G, King MC (maio de 2007) "Highway
to inner nuclear membrane: rules for the road" Nature Reviews
Molecular Cell Biology 8 (5): 414-20.

[00108] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo, o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invengao, compreende ou consiste
em um marcador. Mais preferivelmente, o marcador € um marcador de
afinidade, um marcador de solubilizagdo, um marcador de
cromatografia, um marcador de epitopo ou um marcador de
fluorescéncia.

[00109] Um marcador é uma sequéncia de peptideo enxertada em
uma proteina recombinante. Exemplos de marcadores incluem
marcadores de afinidade, marcadores de solubilizacdo, marcadores de
cromatografia, marcadores de epitopo, marcadores de fluorescéncia e
marcadores de proteina. Marcadores de afinidade podem ser usados
para purificar proteinas de sua fonte biolodgica bruta usando uma técnica
de afinidade. Exemplos de marcadores de afinidade incluem proteina
de ligacdo a quitina (CBP), proteina de ligacdo a maltose (MBP) e
glutationa-S-transferase (GST). Outro exemplo é o marcador de
poli(His) que se liga a matrizes metalicas. Marcadores de solubilizacao
podem ser usados, especialmente para proteinas recombinantes

expressas em espécies com deficiéncia de acompanhante, como E. coli,
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para auxiliar no dobramento adequado das proteinas e evitar que elas
se precipitem. Exemplos de marcadores de solubilizagdo incluem
tioredoxina (TRX) e poli(NANP). Marcadores de cromatografia podem
ser usados para alterar propriedades cromatogréaficas da proteina para
fornecer uma resolucéo diferente através de uma técnica de separacéo
em particular. Marcadores de cromatografia geralmente consistem em
aminoacidos polianibnicos, tais como um marcador de FLAG.
Marcadores de epitopos sdo sequéncias de peptideos curtas que séo
escolhidas porque os anticorpos de alta afinidade podem ser produzidos
de maneira confiavel em muitas espécies diferentes. Estes séo
geralmente derivados de genes virais, que explicam sua alta
imunorreatividade. Marcadores de epitopo incluem marcadores V5,
marcadores Myc, marcadores HA e marcadores NE. Esses marcadores
sdo particularmente Uteis para experimentos de Western blotting,
imunofluorescéncia e imunoprecipitacdo, embora também encontrem
uso na purificacdo de anticorpos. Marcadores de fluorescéncia podem
ser usados para fornecer leitura visual de uma proteina. GFP e suas
variantes sao os marcadores de fluorescéncia mais usados. GFP pode
ser usado como um reporter dobravel (fluorescente se dobrado, incolor,
se ndo). Marcadores de proteina podem permitir modificacdo enzimatica
especifica (tal como biotinilagdo pela biotina ligase) ou modificacédo
quimica (tal como reacdo com FIAsSH-EDT2 para imageamento por
fluorescéncia). Marcadores podem ser combinados, por exemplo, de
modo a conectar proteinas a varios outros componentes. Os
marcadores podem ser removiveis por agentes quimicos ou por meios
enzimaticos, tais como protedlise ou unido de interinas.

[00110] Exemplos preferidos de marcadores incluem, mas nédo sao
limitados a, 0S seguintes: marcador twin-Strep
(SAWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK; SEQ ID NO: 20);

AviMarcador, um peptideo que permite biotinilacdo pela enzima BirA e,
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portanto, a proteina pode ser isolada por estreptavidina
(GLNDIFEAQKIEWHE; SEQ ID NO: 21); Calmodulina-marcador, um
peptideo ligado pela proteina calmodulina
(KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL; SEQ ID NO: 22); marcador de
poliglutamato, um peptideo que se liga eficientemente a resina de troca
anidnica, tal como Mono-Q (EEEEEE; SEQ ID NO: 23); Marcador E, um
peptideo reconhecido por um anticorpo (GAPVPYPDPLEPR; SEQ ID
NO: 24); marcador FLAG, um peptideo reconhecido por um anticorpo
(DYKDDDDK; SEQ ID NO: 25); marcador HA, um peptideo da
hemaglutinina reconhecido por um anticorpo (YPYDVPDYA; SEQ ID
NO: 26); marcador His, 5 a 10 histidinas ligadas por um quelato de
niquel ou cobalto (HHHHHH; SEQ ID NO: 27); marcador Myc, um
peptideo derivado de c-myc reconhecido por um anticorpo
(EQKLISEEDL; SEQ ID NO: 28); marcador NE, um peptideo sintético
de 18 aminoacidos (TKENPRSNQEESYDDNES; SEQ ID NO: 29)
reconhecido por um anticorpo monoclonal IgG1, que € atil em um amplo
espectro de aplicacdes, incluindo Western blotting, ELISA, citometria de
fluxo, imunocitoquimica, imunoprecipitacdo, e purificacdo por afinidade
de proteinas recombinantes; marcador S, um peptideo derivado da
Ribonuclease A (KETAAAKFERQHMDS; SEQ ID NO: 30); marcador
SBP, um peptideo que se liga a  estreptavidina
(MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHPQGQREP; SEQ ID
NO: 31); Marcador Soft 1, para expressaio em mamiferos
(SLAELLNAGLGGS; SEQ ID NO: 32); Marcador Soft 3, para expressao
procaridtica (TQDPSRVG; SEQ ID NO: 33); marcador Strep, um
peptideo que se liga a estreptavidina ou a estreptavidina modificada
chamada estreptactina (marcador Strep II: WSHPQFEK; SEQ ID NO:
34); marcador TC, um marcador de tetracisteina que é reconhecido
pelos compostos biarsénicos FIAsH e ReAsH (CCPGCC; SEQ ID NO:

35); marcador V5, um peptideo reconhecido por um anticorpo
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(GKPIPNPLLGLDST; SEQ ID NO: 36); marcador VSV, um peptideo
reconhecido por um anticorpo (YTDIEMNRLGK; SEQ ID NO: 37);
marcador Xpress (DLYDDDDK; SEQ ID NO: 38); Marcador Isopep, um
peptideo que se liga covalentemente a proteina pilina-C
(TDKDMTITFTNKKDAE; SEQ ID NO: 39); marcador Spy, um peptideo
gue se liga covalentemente a proteina SpyCatcher (AHIVMVDAYKPTK;
SEQ ID NO: 40); marcador Snoop, um peptideo que se liga
covalentemente a proteina SnoopCatcher (KLGDIEFIKVNK; SEQ ID
NO: 41); marcador Tyl (EVHTNQDPLD; SEQ ID NO: 42); BCCP
(Proteina Veiculo de Carboxila de Biotina), um dominio de proteina
biotinilada por BirA, permitindo o reconhecimento por estreptavidina,
marcador glutationa-S-transferase (GST), uma proteina que se liga a
glutationa imobilizada; etiqueta de proteina fluorescente verde, uma
proteina que é espontaneamente fluorescente e pode ser ligada por
nanocorpos; marcador Halo, um haloalcano desalogenase bacteriano
mutado que se liga covalentemente a um substrato de haloalcano
reativo, permite a ligacdo a uma ampla variedade de substratos;
marcador de proteina de ligacdo a maltose (MBP), uma proteina que se
liga a amilose agarose; marcador Nus (substancia de utilizacdo N);
marcador tioredoxina (Trx); marcador do antigeno 8-kDa de Fasciola
hepética (Fh8); marcador pequeno de ubiquitina modificada (SUMO);
marcador de sequéncias de peptideo potenciador de solubilidade (SET);
marcador de dominio IgG B1 da Proteina G (GB1); marcador de dominio
ZZ de repeticdo de IgG de Proteina A (ZZ); marcador de etiqueta
onipresente de mudanca de solubilidade (SNUT); marcador de proteina
com dezessete quilodalton (Skp); marcador da proteina cinase do fago
T7 (T7PK); marcador da proteina A (EspA) secretada por E. coli
marcador de proteina do bacteriofago monomérico T7 0,3 (proteina Orc)
/ Mocr; marcador do inibidor da tripsina de E. coli (Ecotin); marcador da

proteina de ligacéo ao calcio (CaBP); marcador de arseniato redutase
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responsiva ao estresse (ArsC); marcador de fragmento de N-terminal do
fator de iniciacdo da traducdo IF2 (dominio | IF2); marcador de
expressividade (fragmento de N-terminal do fator de iniciacdo da
traducdo IF2); marcador de proteinas responsivas ao estresse RpoA,
SlyD, Tsf, RpoS, PotD, Crr; marcadores de proteinas acidas de E. coli
msyB, yjgD, rpoD (ver, por exemplo, marcadores de Costa S, Almeida
A, Castro A, Domingues L. de fuséo para solubilidade, purificacdo e
imunogenicidade de proteinas em Escherichia coli: the novel Fh8
system. Frontiers in Microbiology. 2014; 5: 63, em particular a Tabela 1
em Costa et al., 2014).

[00111] Portanto, é preferido que o marcador compreenda ou
consista em uma sequéncia de aminoacidos de acordo com qualquer
uma das SEQ ID NO: 20 - 42 ou uma variante de sequéncia da mesma.
Mais preferivelmente, o marcador € um marcador Strep, em particular
de acordo com a SEQ ID NO: 20 ou 34.

[00112]  Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo, o anticorpo ou fragmento de liga¢do a antigeno do mesmo,
de acordo com a presente invengcao, compreende ou consiste em um
receptor ou um fragmento funcional do mesmo. Um "receptor" é um
polipeptideo ou proteina que liga uma molécula (sinal) especifica, seu
ligante e que pode iniciar uma resposta, por exemplo, em uma célula.
Na natureza, receptores estao localizados principalmente na membrana
celular (receptores da superficie celular) ou intracelularmente
(receptores intracelulares). Receptores preferidos incluem receptores
ligados a canais i6nicos (ionotrépicos), receptores hormonais ligados a
proteinas G (metabotrépicos) e receptores hormonais ligados a
enzimas, receptores citoplasmaticos e receptores nucleares. Para
receptores que formam um dimero, o dominio funcional da primeira e /

ou da segunda cadeia de polipeptideo pode compreender dois dominios
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idénticos conectados por um ligante.

[00113] Receptores preferidos séo receptores compreendendo um
dominio similar a lg. Em particular, o receptor pode ser um receptor
inibidor compreendendo um dominio similar a Ig ou um receptor de
ativacdo compreendendo um dominio similar a Ig. Exemplos preferidos
de receptores inibitérios compreendendo um dominio similar a Ig
incluem proteina 1 de morte celular programada (PD-1 ou PD1),
proteina 4 associada a linfécitos T citotoxica (CTLA4), atenuador de
linfécitos B e T (BTLA), imunoglobulina de célula T e dominio de mucina
contendo 3 (TIM-3; também conhecido como receptor 2 celular de virus
da hepatite A (HAVCR?2)), imunorreceptor de célula T com dominios Ig
e ITIM (TIGIT), receptor 1 de glicoproteina CD200 de superficie celular
(CD200R1), 2B4 (CD244; SLAMF4), transcrito 2 tipo Trem (receptor
desencadeante expresso em células mieloides) (TLT2), membro 4 da
subfamilia B do receptor tipo imunoglobulina de leucdcito (LILRB4) e
receptor tipo imunoglobulina de célula exterminadora, dois dominios Ig
e cauda citoplasmatica longa 2 (KIR2DL2). Exemplos preferidos de
receptores de ativacdo compreendendo um dominio similar a g incluem
coestimulador de célula T induzivel (ICOS) e CD28. Particularmente, o
receptor preferivelmente é proteina 1 de morte celular programada (PD-
1 ou PD1) ou molécula de ativacgéo linfocitica de sinalizacdo (SLAM).
[00114] Outros receptores preferidos sdo receptores soluveis, por
exemplo, como divulgado em Heaney ML, Golde DW. Soluble receptors
in human disease. J. Leukoc Biol. Agosto de 1998; 64 (2): 135-46.
Exemplos do mesmo incluem TNFR (receptor do fator de necrose
tumoral), p55, p75, Fas (CD95), receptor do fator de crescimento de
nervo, CD27, CD30, receptor de hormbnio do crescimento, receptor
GM-CSF, receptor de eritropoietina (EpoR), receptor de trombopoietina,
receptor de G-CSF, IL-1RI (receptor | de interleucina 1), IL-1RII

(receptor Il de interleucina 1), IL-2Ra (receptor a de interleucina 2, Tac,
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CD25), IL-4R (receptor de interleucina 4), IL-5Ra (receptor a da
interleucina 5), IL-7R (receptor de interleucina 7), IL-6Ra (receptor de
interleucina 6 a), gp130, CNTFR (receptor de fator neurotréfico ciliar),
LIFR (receptor de fator inibidor de leucemia), receptor de leptina, IL-11R
(receptor de interleucina 11), IL-12 p40 (receptor p40 de interleucina 12),
receptor de fator de célula-tronco (c-kit), receptor de interferon, receptor
de lipopolissacarideo (CD14), receptor de complemento tipo | (CD35),
receptor de hialuronato (CD44), CD58, receptor de IgE (FceRII, CD23),
IgG receptor (FcyRIl), ICAM-1 (CD54), ICAM-3 (CD50), receptor B Il de
fator de crescimento transformador, receptor de fator de crescimento
epidérmico (c-erb B), receptor de fator de crescimento endotelial
vascular, receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas, fator
de crescimento de fibroblastos, receptor de fator 1 estimulante de
colénias (MCFR, c-fms), ARK (receptor cinase adrenérgico), Tie
(receptor de angiopoietina), receptor de insulina, receptor de fator Il de
crescimento tipo insulina e receptor de 6-fosfato de manose.

[00115] Mais preferivelmente, o receptor solivel € um receptor de
citocina soluvel, tal como um receptor de superfamilia de receptor de
citocina classe |, um receptor de superfamilia de receptor de citocina
classe Il, um receptor de familia IL-1 / TLR, um receptor de familia de
receptor de TGF-, um receptor de superfamilia de TNFR ou IL-17R.
Receptores preferidos da superfamilia de receptores de citocina classe
| incluem IL-4Raq, IL-5Ra, IL-6Ra, IL-7Ra, IL-9Ra, EpoR, G-CSFR, GM-
CSFRa, gp130 e LIFRa. Receptores preferidos da superfamilia de
receptores de citocina classe Il incluem IFNR do tipo |, tal como IFNAR1
e IFNAR2a. Receptores preferidos da familia IL-1 / TLR incluem IL-1RII
e IL-1RacP. Receptores preferidos da familia de receptores TGF-f3
incluem TRR-I e cinase 7 tipo receptor de ativina. Receptores preferidos
da superfamilia TNFR incluem TNFRSF6 / Fas / CD95 e TNFRSF9 / 4-

1BB / CD137. Portanto, exemplos preferidos de receptores de citocinas
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incluem IL-4Ra, IL-5Ra, IL-6Ra, IL-7Ra, IL-9Ra, EpoR, G-CSFR, GM-
CSFRa, gp130, LIFRa, IFNAR1, IFNAR2q, IL-1RII, IL-1RacP, TBRR-I,
cinase 7 tipo receptor de ativina, TNFRSF6 / Fas / CD95, TNFRSF9 / 4-
1BB / CD137 e IL-17R. Um anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigeno compreendendo um dominio funcional compreendendo tal
receptor ou um fragmento funcional do mesmo pode modular a resposta
inflamatéria enquanto o anticorpo atinge seu alvo. Por exemplo,
receptores IL-1 tipo Il solaveis (sIL-1RIl), que sdo gerados
principalmente por clivagem proteolitica em resposta a uma variedade
de estimulos, podem atenuar a bioatividade excessiva de IL-1 ligando
preferivelmente por IL-1B. Por exemplo, IL-1RAcP sollvel, que é gerado
por unido alternativa em vez de clivagem de ectodominio. Por exemplo,
0s receptores IL-6 solaveis ligam-se a IL-6 com uma afinidade
semelhante a IL-6R de membrana, prolongando, assim, a meia-vida de
IL-6.

[00116] Um fragmento funcional de um receptor pode ser qualquer
fragmento de um receptor, que tem a capacidade de mediar uma
funcionalidade. Geralmente, tais fragmentos sdo chamados de
"dominios". Portanto, o fragmento funcional de um receptor pode ser
gualquer dominio do receptor. Exemplos preferidos incluem fragmentos
funcionais (por exemplo, dominios) dos receptores (exemplificados)
descritos acima. Preferivelmente, o fragmento funcional do receptor,
que € compreendido pelo dominio funcional (adicional), € um dominio
extracelular de um receptor. Por exemplo, o dominio funcional
(adicional) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia
de polipeptideo pode ser um dominio extracelular de qualquer um dos
seguintes receptores IL-4Raq, IL-5Raq, IL-6Ra, IL-7Ra, IL -9Ra, EpoR, G-
CSFR, GM-CSFRa, gp130, LIFRa, IFNAR1, IFNAR2aq, IL-1RII, IL-
1RacP, TBR-I, cinase 7 tipo receptor de activina, TNFRSF6 / Fas /
CD95, TNFRSF9 / 4- 1BB / CD137, IL-17R, p55, p75, receptor do fator
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de crescimento nervoso, CD27, CD30, receptor de horménio de
crescimento, receptor de trombopoietina, IL-1RI (receptor | de
interleucina 1), IL-2Ra (receptor a de interleucina 2, Tac, CD25 ),
CNTFR (receptor de fator neurotrofico ciliar), receptor de leptina, IL-11R
(receptor de interleucina 11), IL-12 p40 (receptor de interleucina 12 p40),
receptor de fator de célula-tronco (c-kit), receptor de interferon, receptor
de lipopolissacarideo (CD14) ), receptor de complemento tipo | (CD35),
receptor de hialuronato (CD44), CD58, receptor de IgE (FceRlIl, CD23),
receptor de IgG (FcyRIl), ICAM-1 (CD54), ICAM-3 (CD50), receptor 3
de fator de crescimento transformador ou lll, receptor de fator de
crescimento epidérmico (c-erb B), receptor de fator de crescimento
endotelial vascular, receptor de fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator de crescimento de fibroblastos, receptor de fator 1 de
estimulacdo de colonias (MCFR, c-fms), ARK (receptor cinase
adrenérgico), Tie (receptor de angiopoietina), receptor de insulina,
receptor de fator Il de crescimento tipo insulina Il e receptor de 6-fosfato
de manose.

[00117] Preferivelmente, o fragmento funcional do receptor, que é
compreendido pelo dominio funcional (adicional), € um dominio similar
a lg. Por exemplo, o dominio funcional (adicional) da primeira cadeia de
polipeptideo e / ou da segunda cadeia de polipeptideo pode ser um
dominio similar a Ig de qualquer um dos seguintes receptores PD1,
SLAM, LAIR1, CTLA4, BTLA, TIM-3, TIGIT, CD200R1, 2B4 (CD244),
TLT2, LILRB4, KIR2DL2, ICOS ou CD28. Preferivelmente, o dominio
funcional (ii)) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o dominio
funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo, o anticorpo, ou o
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo, ndo compreende um dominio de transmembrana. Mais
preferivelmente, o receptor compreende ou consiste em uma sequéncia

de aminoacidos como estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 79/369



75/180

13 a 15 ou uma variante de sequéncia funcional da mesma.

[00118] Além disso, € particularmente preferido que o dominio
funcional da primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia
de polipeptideo compreenda ou consista em um fragmento de receptor
1 tipo imunoglobulina associado a leucécitos mutados (LAIR1), como
descrito em WO 2016/207402 Al. O fragmento LAIR1 mutado, como
estabelecido na SEQ ID NO: 13, ou uma variante de sequéncia da
mesma tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais
preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 85%, ainda mais preferivelmente 90 %, particularmente
preferivelmente 95%, e mais preferivelmente pelo menos 98% de
identidade de sequéncia, € o mais preferido.

[00119] Particularmente, o dominio funcional da primeira cadeia de
polipeptideo e / ou da segunda cadeia de polipeptideo preferivelmente
compreende ou consiste em um fragmento similar a Ilg de PD1 ou SLAM,
tal como uma sequéncia de aminoacidos como estabelecido na SEQ ID
NO: 14 ou na SEQ ID NO: 15; ou uma variante de sequéncia do mesmo
tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais
preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 85%, ainda mais preferivelmente 90%, particularmente
preferivelmente 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de
identidade de sequéncia.

[00120] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo, o anticorpo ou fragmento de ligacéo a antigeno do mesmo,
de acordo com a presente invengcao, compreende ou consiste em um
ligante ou um fragmento funcional do mesmo. Um "ligante" é uma
molécula, que se liga especificamente a um sitio especifico em uma
proteina ou qualquer outra molécula. No contexto da presente invencao,

o ligante € um peptideo, polipeptideo ou proteina, uma vez que esta
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compreendido em uma cadeia de polipeptideo. Ligacdo de um ligante
ocorre em particular por forgas intermoleculares, tais como ligacoes
ibnicas, ligacdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Exemplos
preferidos de ligantes sé&o citocinas e ligantes de qualquer um dos
receptores descritos acima, em particular os receptores PD1, SLAM,
LAIR1, CTLA4, BTLA, TIM-3, TIGIT, CD200R1, 2B4 (CD244), TLT2,
LILRB4, KIR2DLZ2 , ICOS ou CD28, como PD-L1, PD-L2, B7-1, B7-2,
B7-H4 (homélogo B7), galectina-9, receptor de poliovirus (PVR),
glicoproteina de membrana OX-2, CD48, B7-H3 (homologo de B7),
MHCI e ICOS-L.

[00121] Preferivelmente, o ligante € uma citocina ou um fragmento
funcional da mesma. Citocinas sdo geralmente pequenas proteinas (~
5 a 20 kDa) que sao importantes na sinalizacdo celular. Eles séao
liberados pelas células e afetam o comportamento de outras células, e
as vezes afetam o comportamento da propria célula liberadora. Uma
citocina pode ser selecionada de quimiocinas, tais como a familia SIS
de citocinas, a familia SIG de citocinas, a familia SCY de citocinas, a
superfamilia e interleucinas do fator plaquetario-4, os ligantes de
guimiocinas CC (CCL) -1 a -28 (em particular CCL12), CXCL1 -
CXCL17, XCL1 (linfotactina-a) e XCL2 (linfotactina-f), fracalquina (ou
CX3CL1); interferons, tais como IFN tipo I, IFN tipo Il e IFN tipo Ill, em
particular IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-¢, IFN-k, IFN-w, IL10R2 (também
chamado de CRF2-4) e IFNLR1 (também chamado de CRF2-12);
interleucinas, tais como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-11, IL- 12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, I1L-18, IL-19, IL-20,
IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31,
IL-32, IL-33, IL-34, IL-35 e IL-36; linfocinas, tais como IL-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, GM-CSF e Interferon-gama; fatores de necrose tumoral, tais
como CD40LG (TNFSF5); CD70 (TNFSF7); EDA; FASLG (TNFSF6);
LTA (TNFSF1); LTB (TNFSF3); TNF, TNFa, TNFSF4 (OX40L); TNFSF8
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(CD153); TNFSF9; TNFSF10 (TRILHA); TNFSF11 (RANKL); TNFSF12
(TWEAK); TNFSF13; TNFSF13B; TNFSF14; TNFSF15; e TNFSF18; e
fatores estimuladores de colénias, como CSF1 (também conhecido
como “fator estimulador de colénias de macréfagos”), CSF2 (também
conhecido como “fator estimulador de coldénias de granuldcitos e
macrofagos”; GM-CSF e sargramostim), CSF3 (também conhecido
como “fator de estimulacdo de colénia de granulécitos”; G-CSF e
filgrastim), bem como CSFs sintéticos, tais como Promegapoietina.
Portanto, exemplos preferidos de citocinas incluem IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11 , IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16,
IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL -24, IL-25, IL-26, IL-27,
IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IL-34, IL-35, IL-36 , CCL-1, CCL-
2, CCL-3, CCL-4, CCL-5, CCL-6, CCL-7, CCL-8, CCL-9, CCL-10, CCL-
11, CCL-12, CCL -13, CCL-14, CCL-15, CCL-16, CCL-17, CCL-18,
CCL-19, CCL-20, CCL-21, CCL-22, CCL-23, CCL-24, CCL-25, CCL-26,
CCL-27, CCL-28, CXCL1, CXCL2, CXCL3,CXCL4, CXCL5, CXCLS6,
CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13,
CXCL14, CXCL15, CXCL16, CXCL17, XCL1, XCL2, frutalina, IFN-q,
IFN-B, IFN-B, IFN-B, IFN-B, IFN IFN-k, IFN-w, IL10R2, IFNLR1,
CD40LG, CD70, EDA, FASLG (TNFSF6), LTA (TNFSF1), LTB
(TNFSF3), TNFa, TNFSF4 (OX40L), TNFSF8 (CD153), TNFSF9,
TNFSF10 (CD153)), TNFSF11 (RANKL), TNFSF12 (TWEAK),
TNFSF13, TNFSF13B, TNFSF14, TNFSF15, TNFSF18, CSF1, CSF2
(GM-CSF) e CSF3 (G-CSF). Exemplos mais preferidos de citocinas
incluem IL-2, IL6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, interferons, GM-CSF e TNF.
Citocinas séo produzidas por uma ampla gama de células, incluindo
células imunes como macrofagos, linfocitos B, linfocitos T e mastocitos,
bem como células endoteliais, fibroblastos e vérias células estromais,
nas quais uma determinada citocina pode ser produzida por mais de um

tipo de célula. Um anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno que
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compreende um dominio funcional que compreende uma citocina ou um
fragmento funcional do mesmo pode provocar uma resposta
imunoestimulante pro-inflamatdria ou uma resposta imunossupressora
ou citotéxica anti-inflamatoria, dependendo da citocina selecionada.
[00122] Outros ligantes preferidos incluem, por exemplo, hormoénios,
que sao peptideos, polipeptideos ou proteinas. Hormonios séo
moléculas sinalizadoras, transportadas pelo sistema circulatério para
atingir orgaos distantes, em particular para regular a fisiologia e o
comportamento. Hormonios sao tipicamente produzidos por glandulas
em organismos multicelulares. Um hormdnio particularmente preferido
€ hormodnio de crescimento (humano). Outros exemplos de horménios
incluem TRH, vasopressina, insulina, prolactina, ACTH, oxitocina,
peptideo  atrial-natriurético  (ANP), glucagon, somatostatina,
colecistocinina, gastrina, leptina, angiotensina Il, fator 2 de crescimento
basico de fibroblastos e proteina relacionada a horménio da
paratireoide.

[00123] Um fragmento funcional de um ligante pode ser qualquer
fragmento de um ligante, que tem a capacidade de mediar uma
funcionalidade. Geralmente, tais fragmentos s&o chamados de
"dominios". Portanto, o fragmento funcional de um ligante pode ser
qualquer dominio do ligante. Exemplos preferidos incluem fragmentos
funcionais (por exemplo, dominios) dos ligantes (exemplificados)
descritos acima. Preferivelmente, o fragmento funcional do ligante, que
€ compreendido pelo dominio funcional (adicional), € um dominio similar
alg.

[00124] Preferivelmente, o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligagcdo a antigeno, de
acordo com a presente invencdo, compreende ou consiste em um

(independente) sitio de ligacédo. Portanto, € preferido que a primeira e /
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ou a segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invengao
compreenda um sitio de ligacao (independente).

[00125] Em geral, o "sitio de ligacdo (independente)" é uma regido
da cadeia de polipeptideo a qual um alvo especifico (por exemplo, uma
molécula e / ou um ion) pode se ligar, em particular pela formacéo de
uma ligacdo quimica, por exemplo, ligacdo néo covalente. Uma ligacao
nao covalente € uma ligacdo quimica relativamente fraca que né&o
envolve um compartilhamento intimo de elétrons. Mdltiplas ligacées ndo
covalentes frequentemente estabilizam a conformacao de
macromoléculas e mediam interacdes altamente especificas entre
moléculas. Portanto, o sitio de ligacdo € um dominio funcional da
primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo, que fornece
funcionalidade de ligacdo. Em particular, o sitio de ligacdo ndo é um
ligante, tais como um ligante GS. Embora o sitio de ligacdo possa
opcionalmente compreender um ligante (peptideo), tal como um ligante
GS, ele preferivelmente ndo consiste num ligante (peptideo), tal como
um ligante GS. Em outras palavras, mesmo que o sitio de ligacao
compreenda um ligante (peptideo), tal como um ligante GS,
preferivelmente compreende uma sequéncia de aminoacidos adicional
mediando uma funcéo distinta de (puramente) ligar dois peptideos um
ao outro. Portanto, o sitio de ligacédo € preferivelmente distinto de um
ligante (peptideo), tal como um ligante GS. Em particular, o sitio de
ligacdo pode ndo compreender um ligante (peptideo), tal como um
ligante GS. Um ligante normalmente ndo fornece uma funcionalidade de
ligacao.

[00126] Importantemente, o sitio de ligacdo (independente) (ii) da
primeira cadeia de polipeptideo ndo compreende um fragmento da
segunda cadeia de polipeptideo. Portanto, o sitio de ligacao

independente opcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo néo
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compreende um fragmento da primeira cadeia de polipeptideo. Em
outras palavras, a segunda cadeia de polipeptideo (em particular
qualquer fragmento, tal como até mesmo um Unico aminoacido do
mesmo) ndo é necessaria para ou esta envolvida no sitio de ligacdo
independente da primeira cadeia de polipeptideo. Além disso, se a
segunda cadeia de polipeptideo também compreender um sitio de
ligacdo independente, a primeira cadeia de polipeptideo (em particular
qualquer fragmento, tal como até mesmo um Unico aminoacido do
mesmo) ndo é necessaria ou envolvida no sitio de ligacao independente
da segunda cadeia de polipeptideo. Portanto, o sitio de ligacéo
independente difere de um sitio de ligacdo a antigeno formado pelo
dominio variavel da primeira cadeia de polipeptideo juntamente com o
dominio variavel da segunda cadeia de polipeptideo. Em outras
palavras, o sitio de ligacdo independente difere de um sitio de ligacéo a
antigeno formado por dominios variaveis de duas cadeias de
polipeptideos diferentes (no entanto, o sitio de ligacdo independente
ainda pode compreender um sitio de ligacdo a antigeno - se os dominios
varidveis envolvidos estiverem localizados em uma Unica cadeia de
polipeptideo, como descrito em mais detalhes abaixo).

[00127] Preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente) é
selecionado do grupo que consiste em receptores e fragmentos
funcionais dos mesmos, ligantes e fragmentos funcionais dos mesmos,
moléculas CD e fragmentos funcionais dos mesmos, anticorpos de
cadeia unica e fragmentos de ligacdo a antigeno do mesmo, antigenos
e fragmentos funcionais dos mesmos, e marcadores.

[00128] Mais preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente)
compreende ou consiste em um receptor ou um fragmento funcional do
mesmo. Receptores normalmente séo capazes de se ligar a um ligante
(especifico). Portanto, receptores também podem ser referidos como

sitios de ligacdo (independentes). Varios receptores sdo descritos
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acima e modalidades preferidas e exemplos dos mesmos se aplicam
em conformidade.

[00129] No contexto do sitio de ligacdo, um fragmento funcional de
um receptor € tal fragmento do receptor, que retém a capacidade do
receptor de se ligar ao seu ligante. Desde que o sitio de ligagcdo possa
compreender um receptor ou um fragmento funcional do mesmo, ¢é a
funcdo de ligagéo do receptor, a qual o termo "funcional” se refere no
contexto do sitio de ligacdo. Outros fragmentos / dominios do receptor
podem preferivelmente ndo ser compreendidos pelo sitio de ligacédo
(independente). Por exemplo, um receptor pode compreender um ou
mais dominios de transmembranas, que normalmente nao estado
envolvidos na funcao de ligacao do receptor e que, portanto,
preferivelmente ndo estéo incluidos no sitio de ligacdo (independente).
Portanto, € mais preferido que o fragmento do receptor, que é
compreendido pelo sitio de ligacdo (independente), seja apenas o sitio
de ligacao ao receptor (em particular sem quaisquer outros dominios do
receptor).

[00130] Também ¢€é mais preferido que o sitio de ligacdo
(independente) compreenda ou consista em um ligante ou um
fragmento funcional do mesmo. Ligantes sao tipicamente capazes de se
ligar a um receptor (especifico). Portanto, ligantes também podem ser
referidos como sitios de ligacdo (independentes). Varios ligantes séo
descritos acima e modalidades preferidas e exemplos dos mesmos se
aplicam em conformidade.

[00131] No contexto do sitio de ligacdo, um fragmento funcional de
um ligante é tal fragmento do ligante, que retém a capacidade de ligacéo
do ligante. Como o sitio de ligacdo pode compreender um ligante ou um
fragmento funcional do mesmo, € a funcéo de ligac&o do ligante, a qual
o termo "funcional" se refere no contexto do sitio de ligacdo. Outros

fragmentos / dominios do ligante podem preferivelmente ndo estar
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compreendidos pelo sitio de ligacdo (independente). Portanto, € mais
preferido que o fragmento do ligante, que é constituido pelo sitio de
ligacéo (independente), seja meramente o sitio de ligacéo do ligante (em
particular sem quaisquer outros dominios do ligante).

[00132] Preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo é uma molécula CD (cluster de diferenciacdo) ou um
fragmento funcional da mesma. Uma molécula de CD (cluster de
diferenciacdo) € um marcador da superficie celular. Moléculas de CD
geralmente atuam como receptores ou ligantes ou estdo envolvidas na
adesdo celular. A nomenclatura de CD foi desenvolvida e € mantida
através do workshop HLDA (Antigenos de Diferenciacédo de Leucdcitos
Humanos) iniciado em 1982. Exemplos de moléculas de CD, que podem
servir como sitios de ligacao no contexto da presente invencéo, podem
ser recuperados, por exemplo, de uma variedade de fontes conhecidas
pela pessoa versada na técnica, tal como
http://www.ebioscience.com/resources/human-cd-chart.htm, "BD
Biosciences's "Human and Mouse CD Marker Handbook" (recuperavel
em
https://www.bdbiosciences.com/documents/cd_marker_handbook.pdf)
ou em www.hcdm.org. Portanto, o sitio de ligacdo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo pode ser um marcador de CD ou um fragmento funcional
do mesmo, por exemplo, um marcador de CD (humano) descrito em BD
Bioscience's “Human and Mouse CD Marker Handbook" (recuperavel
em
https://www.bdbiosciences.com/documents/cd_marker_handbook.pdf)
ou em outras fontes de "graficos de marcadores de CD", que
normalmente também indicam os parceiros de ligacdo, de modo que um

sitio de ligacéo apropriado possa ser selecionado.
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[00133] Um fragmento funcional de uma molécula de CD é um tal
fragmento da molécula de CD, que retém a capacidade de ligacdo da
molécula de CD. No contexto da presente invencao, o sitio de ligagéo
pode compreender uma molécula de CD ou um fragmento funcional do
mesmo e, portanto, € a funcdo de ligacdo da molécula de CD a qual o
termo "funcional” se refere. Outros fragmentos / dominios da molécula
de CD podem preferivelmente ndo compreender o sitio de ligacéo
(independente). Portanto, € mais preferido que o fragmento da molécula
de CD, que é compreendido pelo sitio de ligacdo (independente), &
apenas o sitio de ligacdo da molécula de CD (em particular sem
guaisquer outros dominios da molécula de CD). Preferivelmente, o
fragmento funcional da molécula de CD, que € compreendido pelo sitio
de ligacao (independente), € um dominio similar a Ig.

[00134] Preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo € um anticorpo de cadeia Unica (tal como scFv ou VHH) ou
um fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo. Também ¢é preferido
que o sitio de ligacdo (independente) da primeira cadeia de polipeptideo
e / ou da segunda cadeia de polipeptideo seja um antigeno ou um
fragmento funcional do mesmo, tal como um epitopo.

[00135] Preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo € um anticorpo de cadeia Unica ou um fragmento de ligacéao
a antigeno do mesmo. Um anticorpo de cadeia Unica é um anticorpo
recombinante que consiste apenas em uma Unica cadeia de
polipeptideo. Exemplos preferidos de anticorpos de cadeia Unica
incluem anticorpos de cadeia Unica sem dominios constantes, tais como
anticorpos de dominio Unico, anticorpos de cadeia Unica com base em
fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv) e diacorpos de cadeia Unica

(scDb) e anticorpos de cadeia Unica com dominios constantes, tais
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como fragmentos Fab de cadeia unica (scFab; Hust M, Jostock T,
Menzel C, Voedisch B, Mohr A, Brenneis M, Kirsch MI, Meier D, Dubel
S. Fragmento Fab de cadeia Unica (scFab) BMC Biotechnol. Marco de
2007 8;7: 14).

[00136] Exemplos preferidos de anticorpos de cadeia Unica
baseados em fragmentos variaveis de cadeia Unica (scFv's) incluem
scFv (um unico dominio VH e um Unico dominio VL) e scFvs em tandem,
tais como tandem-di-scFv (BITE), tandem-tri-scFv e tandem-tetra-scFv.
[00137] Um anticorpo de dominio Unico (também conhecido como
"nanocorpo”) € um fragmento de anticorpo que compreende / consiste
em um uanico dominio variavel (monomérico). Como um anticorpo
inteiro, um anticorpo de dominio Unico é capaz de se ligar seletivamente
a um antigeno especifico. Os primeiros anticorpos de dominio Unico
foram projetados de anticorpos de cadeia pesada encontrados em
camelideos; estes sdo chamados de "VHH" ou "fragmentos de VHH".
Peixes cartilaginosos também possuem anticorpos de cadeia pesada
(IgNAR, 'novo receptor de antigeno de imunoglobulina’), do qual os
anticorpos de dominio Unico, chamados “Vnar” ou “fragmentos Vnar’,
podem ser obtidos. Uma abordagem alternativa € dividir os dominios
variaveis diméricos de imunoglobulina G comum (IgG) de humanos ou
camundongos em mondémeros. Portanto, anticorpos de dominio Unico
podem ser derivados de dominios variaveis de cadeia pesada ou leve
(VH ou VL). Exemplos preferidos de anticorpos de dominio unico
incluem VHH, VNAR, VH derivado de IgG e VL derivado de IgG.
[00138] Mais preferivelmente, o dominio funcional da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de polipeptideo é um VHH ou
um scFv. Um exemplo mais preferido de um VHH é T3-VHH ou F4-VHH.
Por exemplo, o anticorpo de dominio Unico preferivelmente compreende
ou consiste em uma sequéncia de aminoacidos como estabelecido na

SEQ ID NO: 16 ou 18 ou uma variante de sequéncia da mesma tendo
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pelo menos 70%, preferivelmente pelo menos 75%, mais
preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 85%, ainda mais preferivelmente 90%, particularmente
preferivelmente 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de
identidade de sequéncia. Um exemplo mais preferido de um scFv é
TT39.7-scFv ou MPE8-scFv. Por exemplo, o anticorpo de dominio unico
preferivelmente compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacidos como estabelecido na SEQ ID NO: 17 ou 19 ou uma
variante de sequéncia da mesma tendo pelo menos 70%,
preferivelmente pelo menos 75%, mais preferivelmente pelo menos
80%, ainda mais preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais
preferivelmente 90%, particularmente preferivelmente 95% e mais
preferivelmente pelo menos 98% de identidade de sequéncia.

[00139] Preferivelmente, o sitio de ligacdo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e / ou da segunda cadeia de
polipeptideo € um antigeno ou um fragmento funcional do mesmo, em
particular um epitopo. Um antigeno € uma molécula, ou uma parte de
uma molécula capaz de ser ligada por um anticorpo. Como o antigeno,
ou fragmento funcional do mesmo, é compreendido pela cadeia de
polipeptideo, entende-se que no contexto da presente invencéo, se o
sitio de ligagdo € um antigeno ou um fragmento funcional do mesmo, o
referido antigeno ou fragmento funcional do mesmo € um peptideo ou
polipeptideo. Um antigeno compreende tipicamente um ou mais
epitopos. O epitopo é a parte do antigeno, que € ligada por um anticorpo
("reconhecido” por um anticorpo). Exemplos preferidos de antigenos
incluem, mas néo estdo limitados a, proteinas séricas, por exemplo,
citocinas tais como IL4, IL5, IL9 e IL13, peptideos bioativos, moléculas
da superficie celular, por exemplo, receptores, transportadores, canais
ibnicos, proteinas virais e bacterianas, RAGE (Receptor para Produtos

Finais de Glicosilacdo Avancada), GPVI e colageno.
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[00140] Um fragmento funcional de um antigeno é tal fragmento do
antigeno, que retém a capacidade de ligacdo do antigeno. Por
conseguinte, o fragmento do antigeno é preferivelmente um epitopo ou
compreende um ou mais epitopos. Outros fragmentos/dominios do
antigeno podem ser preferivelmente, ndo compreendidos pelo sitio de
ligacdo (independente). Por conseguinte, € mais preferido que o
fragmento do antigeno, que € constituido pelo sitio de ligacéo
(independente), seja um epitopo ou inclua mais de um epitopo (em
particular sem outros dominios do antigeno).

[00141] Também é preferido que o sitio de ligacéo (independente) da
primeira cadeia de polipeptideo e/ou da segunda cadeia de polipeptideo
seja um marcador compreendendo um sitio de ligacdo. A maioria dos
marcadores € capaz de ligar, por exemplo, marcadores de afinidade.
Por conseguinte, esses marcadores, que tém a capacidade de se ligar
a outra molécula, também podem ser referidos como sitios de ligacdo
(independentes).  Varios marcadores, incluindo  marcadores
compreendendo um sitio de ligacdo, sdo descritos acima e modalidades
e exemplos preferidos se aplicam em conformidade.

[00142] Mais preferivelmente, o dominio funcional (adicional) da
primeira cadeia de polipeptideo e/ou da segunda cadeia de polipeptideo
€ um dominio similar a Ig, um scFv, um VHH ou um marcador de Strep.
Em particular, o dominio funcional (adicional) da primeira cadeia de
polipeptideo e/ou da segunda cadeia de polipeptideo preferivelmente
compreende ou consiste em uma sequéncia de aminoacidos conforme
estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs 13 a 20, ou uma
variante de sequéncia funcional da mesma possuindo pelo menos 80%,
preferivelmente pelo menos 85%, mais preferivelmente pelo menos
90%, ainda mais preferivelmente pelo menos 95% e mais
preferivelmente pelo menos 98% de identidade de sequéncia.

[00143] De preferéncia, a primeira cadeia de polipeptideo
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compreende um unico dominio variavel (i) N-terminal do dominio
funcional (adicional) (ii) e a segunda cadeia de polipeptideo compreende
um unico dominio variavel (iv) N-terminal do dominio funcional
(adicional) opcional (v) ou N-terminal dos um ou mais dominios
constantes (vi), o unico dominio variavel (iv) da segunda cadeia de
polipeptideo formando um sitio de ligacdo ao antigeno com o dominio
variavel (i) da primeira cadeia de polipeptideo. Exemplos preferidos de
tais anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
presente invencdo, sdo mostrados nas Figuras 1B e 1C (todos os
formatos das Figuras 1B e 1C, exceto o anticorpo com base em DVD-Ig
mostrado no painel mais baixo da Fig. 1C).

[00144] Alternativamente, a primeira cadeia de polipeptideo pode
compreender dois ou mais dominios variaveis (i) N-terminal do dominio
funcional (adicional) (i) e a segunda cadeia de polipeptideo podem
compreender dois ou mais dominios variaveis (iv) N-terminal do dominio
funcional (adicional) opcional (v) ou N-terminal dos um ou mais dominios
constantes (vi), os dois ou mais dominios variaveis (iv) da segunda
cadeia de polipeptideo formando sitios de ligagdo ao antigeno com o0s
dois ou mais dominios variaveis (i) da primeira cadeia de polipeptideo.
Por exemplo, o anticorpo de estrutura, em cuja regiao do cotovelo o
dominio funcional (adicional) esta inserido, pode ser um anticorpo
biespecifico do formato DVD-Ig, por exemplo, como mostrado na Figura
1C, painel mais baixo “DVD-Ig”.

[00145] Também é preferido que a primeira cadeia de polipeptideo
compreenda um anticorpo de cadeia Unica, como um scFv ou um
anticorpo de dominio unico, por exemplo, VHH, N-terminal do dominio
variavel mais N-terminal (i) e/ou C-terminal do dominio constante mais
terminal-C (iii). Alternativamente ou adicionalmente, a segunda cadeia
de polipeptideo pode compreender um anticorpo de cadeia Unica, tal

como um scFv ou um anticorpo de dominio unico, por exemplo, VHH,
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N-terminal do dominio variavel mais N-terminal (i) ou C-terminal do
dominio constante mais C-terminal (vi). Exemplos preferidos sao
mostrados na Fig. 1C e incluem anticorpos scFv-(H)IgG, IgG(H) -scFv,
scFv-(L)IgG, 1gG(L)-scFv, V-(H)IgG, IgG(H)-V, V-(L)IgG e IgG(L)-V com
um ou mais dominios funcionais (adicionais) inseridos no cotovelo da(s)
cadeia(s) pesada(s) e/ou leve(s).

[00146] De preferéncia, a primeira cadeia de polipeptideo e a
segunda cadeia de polipeptideo compreendem cada qual um dominio
constante Unico, em particular um dominio CL e um dominio CH1,
respectivamente. Exemplos preferidos sdao mostrados na Fig. 1C e
incluem fragmentos de anticorpo F(ab)2 e Fab com um ou mais dominios
funcionais (adicionais) inseridos no cotovelo da cadeia pesada e/ou
leve.

[00147] Alternativamente, é também preferido que a primeira cadeia
de polipeptideo ou a segunda cadeia de polipeptideo compreenda um
Gnico dominio constante, em particular um dominio CL; e a outra da
primeira cadeia de polipeptideo ou da segunda cadeia de polipeptideo
compreende um dominio CH1 e um ou mais dominios constantes
adicionais, como um dominio CH2 e/ou CH3. Exemplos preferidos de
tais anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno, de acordo com a
presente invencgdo, sdo mostrados nas Figuras 1B e 1C (todos os
formatos da Figura 1B e 1C, exceto os fragmentos de anticorpo
baseados em F(ab). e Fab mostrados nos painéis superiores da Fig.
1C).

[00148] De preferéncia, o anticorpo, ou fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao compreende
uma porcao Fc, em particular uma regiao Fc. Mais preferivelmente, a
porcdo Fc é derivada de origem humana, por exemplo, de IgG1, 1gG2,
lgG3 e/ou IgG4 humana, pelo que a IgG1 humana é particularmente

preferida.
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[00149] Conforme usado neste documento, o termo "porcédo Fc"
refere-se a uma sequéncia derivada da parte de uma cadeia pesada de
imunoglobulina comecgando na regido de articulacédo longa a montante
do sitio de clivagem da papaina (por exemplo, residuo 216 na IgG
nativa, levando o primeiro residuo da regido constante da cadeia pesada
a ser 114) e terminando no C-terminal da cadeia pesada de
imunoglobulina. Por conseguinte, uma porc¢do Fc pode ser uma porgao
Fc completa ou uma parte (por exemplo, um dominio) da mesma. Uma
porcdo Fc completa compreende pelo menos um dominio de
articulacdo, um dominio CH2 e um dominio CH3 (por exemplo, posicées
de aminoacidos da UE 216-446). As vezes, um residuo de lisina
adicional (K) estd presente no C-terminal da porcdo Fc, mas é
frequentemente clivado de um anticorpo maduro. Cada uma das
posicdes de aminoacidos dentro de uma porcédo Fc foi numerada de
acordo com o sistema de numeracdo EU reconhecido pela técnica da
Kabat, ver, por exemplo, por Kabat et al., em "Sequéncias de proteinas
de interesse imunolégico”, Departamento de Saude e Servicos
Humanos dos EUA, 1983 e 1987.

[00150] De preferéncia, no contexto da presente inveng¢do, uma
porcdo Fc compreende pelo menos um de: um dominio de articulagéo
(por exemplo, regido de articulacdo superior, média e/ou inferior), um
dominio CH2, um dominio CH3 ou uma parte variante, ou fragmento do
mesmo. Em modalidades preferidas, uma por¢do Fc compreende pelo
menos um dominio de articulacdo, um dominio CH2 ou um dominio
CHS3. Mais preferivelmente, a porcéo Fc € uma porgcéo Fc completa. A
porcao Fc também pode compreender uma ou mais insercées, delecdes
ou substituicbes de aminoacidos em relacdo a uma porcdo Fc que
ocorre naturalmente. Por exemplo, pelo menos um de um dominio de
articulacdo, dominio CH2 ou dominio CH3 (ou parte do mesmo) pode

ser excluido. Por exemplo, uma porcdo Fc pode compreender ou
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consistir em: (i) dominio de articulagdo (ou parte do mesmo) fundido
com um dominio CH2 (ou parte do mesmo), (i) um dominio de
articulacéo (ou parte do mesmo) fundido com um dominio CH3 (ou parte
do mesmo), (iii) um dominio CH2 (ou parte do mesmo) fundido com um
dominio CH3 (ou parte do mesmo), (iv) um dominio articulado (ou parte
do mesmo), (v) um dominio CH2 (ou parte do mesmo) ou (vi) um
dominio CH3 ou uma por¢édo do mesmo.

[00151] Sera entendido por alguém versado na técnica que a porgao
Fc pode ser modificada de modo que varie na sequéncia de
aminoacidos da por¢cdo Fc completa de uma molécula de
imunoglobulina que ocorre naturalmente, mantendo ao menos uma
funcdo desejavel conferida pela porcdo Fc recorrente. Tais funcdes
incluem ligacdo ao receptor Fc (FcR), modulacdo da meia-vida do
anticorpo, funcdo ADCC, ligacdo a proteina A, ligacdo a proteina G e
ligacdo ao complemento. As partes de porc¢des Fc de ocorréncia natural,
que sao responsaveis elou essenciais para tais funcdes sdo bem
conhecidas por aqueles versados na técnica.

[00152] Por exemplo, para ativar a cascata C1gq do complemento, se
liga a pelo menos duas moléculas de IgG1 ou uma molécula de IgM,
ligadas ao alvo antigénico (Ward, ES e Ghetie, V., Ther. Immunol. 2
(1995) 77-94). Burton, D. R., descreveu (Mol. Immunol. 22 (1985) 161-
206) que a regido da cadeia pesada compreendendo os residuos de
aminoacidos 318 a 337 esta envolvida na fixagdo do complemento.
Duncan, A.R. e Winter, G. (Nature 332 (1988) 738-740), utilizando
mutagénese direcionada ao sitio, relataram que Glu318, Lys320 e
Lys322 formam o sitio de ligacdo a Clg. O papel dos residuos de
Glu318, Lys320 e Lys 322 na ligacao de Clqg foi confirmado pela
capacidade de um peptideo sintético curto contendo esses residuos
para inibir a lise mediada por complemento.

[00153] Por exemplo, a ligacdo ao FcR pode ser mediada pela
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interacéo da porcéo Fc (de um anticorpo) com os receptores Fc (FCcRs),
gue sao receptores especializados da superficie celular em células
hematopoiéticas. Os receptores Fc pertencem a superfamilia da
imunoglobulina e demonstraram mediar tanto a remoc¢ao de patdégenos
revestidos por anticorpos por fagocitose de complexos imunes, quanto
a lise de eritrocitos e varios outros alvos celulares (por exemplo, células
tumorais) revestidos com o anticorpo correspondente, por meio de
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo (ADCC,;
Van de Winkel, JG e Anderson, CL, J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524).
FcRs sdo definidos por sua especificidade para classes de
imunoglobulina; receptores Fc para anticorpos IgG séo referidos como
FcyR, para IgE como FceR, para IgA como FcaR e assim por diante e
0s receptores Fc neonatais sao referidos como FcRn. A ligacdo ao
receptor Fc é descrita, por exemplo, em Ravetch, J. V. e Kinet, J. P.,
Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P.J. et ai.,
Immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M. et ai., J. Lab. Clin. Med.
126 (1995) 330-341; e Gessner, J.E. et al., Ann. Hematol. 76 (1998) 231-
248.

[00154] A reticulacédo de receptores pelo dominio Fc dos anticorpos
IgG nativos (FcyR) desencadeia uma ampla variedade de funcgdes
efetoras, incluindo fagocitose, citotoxicidade celular dependente de
anticorpo e liberacdo de mediadores inflamatorios, além de depuracéo
do complexo imune e regulacéo da producéo de anticorpos. Portanto,
as porgdes Fc que fornecem reticulagdo de receptores (FcyR) sdo
preferidas. Em humanos, foram caracterizadas trés classes de FcyR,
que sdo: (i) FcyRI (CD64), que liga IgG monomérica com alta afinidade
e € expressa em macréfagos, monadcitos, neutrofilos e eosinodfilos; (i)
FcyRIl (CD32), que liga IgG complexa com afinidade média a baixa, é
amplamente expresso, principalmente em leucdcitos, é conhecido por

ser um fator central na imunidade mediada por anticorpos e que pode
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ser dividido em FcyRIIA, FcyRIIB e FcyRIIC, que desempenham
funcdes diferentes no sistema imunolégico, porém se ligam com baixa
afinidade semelhante a IgG-Fc, e os ectodominios desses receptores
sdo altamente homologos; e (iii) FcyRIII (CD16), que liga a IgG com
afinidade média a baixa e existe em dois tipos: FcyRIIIA encontrada em
células NK, macrofagos, eosinoéfilos e alguns monécitos e células T e
mediando ADCC e FcyRIIIB, que é altamente expresso em neutréfilos.
O FcyRIIA é encontrado em muitas células envolvidas na morte celular
(por exemplo, macrofagos, mondcitos, neutrofilos) e parece capaz de
ativar o processo de morte. O FcyRIIB parece desempenhar um papel
nos processos inibitdrios e € encontrado em células B, macréfagos e
mastocitos e eosindfilos.

[00155] Em relacao a ligagao a FcyRI, a modificagdo na IgG nativa
de pelo menos um de E233-G236, P238, D265, N297, A327 e P329
reduz a ligagdo a FcyRI. Os residuos de 1gG2 nas posi¢des 233-236,
substituidos em 1gG1 e IgG4, reduzem a ligagdo a FcyRI em 102 vezes
e eliminam a resposta do mondcito humano aos globulos vermelhos
sensibilizados por anticorpos (Armour, KL, et al. Eur. J. Immunol. 29
(1999) 2613-2624). Em relacéo a ligacdo a FcyRIl, é encontrada uma
ligacao reduzida para FcyRIIA, por exemplo, para mutacéo IgG de pelo
menos um de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295,
A327, R292 e K414. Em relagao a ligagao a FcyRIll, € encontrada uma
ligagao reduzida a FcyRIIIA, por exemplo, para mutagcao de pelo menos
um de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327,
S239, E269, E293, Y296, V303, A327, K338 e D376. O mapeamento
dos sitios de ligacdo na IgG1 humana para receptores Fc, os sitios de
mutagdo e métodos acima mencionados para medir a ligagdo a FcyRl e
FcyRIIA sdo descritos em Shields, R. L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001)
6591-6604.

[00156] No que se refere a ligagdo ao FcyRIl crucial, duas regides de
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IgG Fc nativa parecem ser criticas para interagdes de FcyRlis e IgGs, a
saber (i) o sitio de articulacdo inferior de 1gG Fc, em particular os
residuos de aminoacidos L, L, G, G (234 - 237, numeracao EU) e (i) a
regido adjacente do dominio CH2 de IgG Fc, em particular uma alca e
fitas no dominio CH2 superior adjacente a regido da articulagéo inferior,
por exemplo, em uma regido de P331 (Wines, B.D., et al., J. Immunol.
2000; 164: 5313 - 5318). Além disso, o FcyRI parece se ligar ao mesmo
sitio no 1gG Fc, enquanto o FcRn e a proteina A se ligam a um sitio
diferente no IgG Fc, que parece estar na interface CH2-CH3 (Wines,
BD, et al., J. Immunol 2000; 164: 5313 - 5318).

[00157] Porexemplo, a porcao Fc pode compreender ou consistir em
pelo menos a parte de uma por¢cdo Fc que é conhecida na técnica
como necessaria para a ligacdo a FcRn ou meia-vida prolongada.
Alternativamente ou adicionalmente, a porcdo Fc do anticorpo da
invencdo compreende pelo menos a parte conhecida na técnica a ser
necessaria para a ligacao a proteina A e/ou a por¢ao Fc do anticorpo da
invencdo compreende pelo menos a parte de uma molécula Fc
conhecida na técnica como requerida para a ligacdo a proteina G. Por
conseguinte, uma porcao Fc preferida compreende pelo menos a parte
conhecida na técnica como necessaria para a ligacdo a FcyR. Como
descrito acima, uma porcédo Fc preferida pode, portanto, pelo menos
compreender (i) o sitio de articulacdo inferior da IgG Fc nativa, em
particular os residuos de aminoacidos L, L, G, G (234 - 237, numeracgao
EU) e (i) a regido adjacente do dominio CH2 da IgG Fc nativa, em
particular uma alca e fita no dominio CH2 superior adjacente a regiao
de articulacéo inferior, por exemplo, em uma regidao de P331, por
exemplo, uma regido de pelo menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 aminoacidos
consecutivos no dominio CH2 superior da IgG Fc nativa em torno de
P331, por exemplo, entre os aminoacidos 320 e 340 (numeracéo EU)

do IgG Fc nativo.
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[00158] Preferivelmente, o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdo compreende
uma regido Fc. Como utilizado neste documento, o termo "regido Fc"
refere-se a parte de uma imunoglobulina formada por duas ou mais
porcdes Fc de cadeias pesadas de anticorpos. Por exemplo, a regido
Fc pode ser uma regido Fc monomérica ou de "cadeia unica" (isto €,
uma regido sckc). As regides Fc de cadeia Unica séo constituidas por
porcdes Fc ligadas dentro de uma Unica cadeia de polipeptideo (por
exemplo, codificadas em uma Unica sequéncia de &cido nucleico
contigua). Regibes scFc exemplares sdo divulgadas no documento WO
2008/143954 A2. De preferéncia, a regidao Fc é uma regido Fc dimérica.
Uma "regido Fc dimérica" ou "dcFc" refere-se ao dimero formado pelas
porcdes Fc de duas cadeias pesadas de imunoglobulina separadas. A
regido Fc dimérica pode ser um homodimero de duas por¢cbes Fc
idénticas (por exemplo, uma regido Fc de uma imunoglobulina que
ocorre naturalmente) ou um heterodimero de duas por¢des Fc ndo
idénticas.

[00159] As porcdes Fc da regido Fc podem ser da mesma classe ou
classe e/ou subclasse diferentes. Por exemplo, as por¢cdes Fc podem
ser derivadas de wuma imunoglobulina (por exemplo, uma
imunoglobulina humana) de uma subclasse 1gG1, IgG2, 1gG3 ou IgG4.
De preferéncia, as porcbes Fc da regido Fc sdo da mesma classe e
subclasse. No entanto, a regido Fc (ou uma ou mais porcdes Fc de uma
regido Fc) também pode ser quimérica, pelo que uma regido Fc
quimérica pode compreender por¢cbes Fc derivadas de diferentes
classes e/ou subclasses de imunoglobulinas. Por exemplo, pelo menos
duas das porcdes Fc de uma regido Fc dimérica ou de cadeia Unica
podem ser de diferentes classes de imunoglobulinas e/ou subclasses.
Adicional ou alternativamente, as regides Fc quiméricas podem

compreender uma ou mais por¢cbes Fc quiméricas. Por exemplo, a
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regido ou porcao Fc quimérica pode compreender uma ou mais partes
derivadas de uma imunoglobulina de uma primeira subclasse (por
exemplo, uma subclasse IgG1, IgG2 ou IgG3) enquanto o restante da
regido ou porcdo Fc é de uma subclasse diferente. Por exemplo, uma
regido ou porcdo Fc de um polipeptideo Fc pode compreender um
dominio CH2 e/ou CH3 derivado de uma imunoglobulina de uma
primeira subclasse (por exemplo, uma subclasse IgG1, IgG2 ou IgG4) e
uma regido articulada de uma imunoglobulina de uma segunda
subclasse (por exemplo, uma subclasse 1gG3). Por exemplo, a regiao
ou porcdo Fc pode compreender um dominio articulado e/ou CH2
derivado de uma imunoglobulina de uma primeira subclasse (por
exemplo, uma subclasse 1gG4) e um dominio CH3 de uma
imunoglobulina de uma segunda subclasse (por exemplo, uma IgG1,
IgG2 ou subclasse 1gG3). Por exemplo, a regido Fc quimérica pode
compreender uma porcao Fc (por exemplo, uma por¢ao Fc completa)
de uma imunoglobulina para uma primeira subclasse (por exemplo, uma
subclasse IgG4) e uma porcdao Fc de uma imunoglobulina de uma
segunda subclasse (por exemplo, uma IgG1, subclasse 1gG2 ou IgG3).
Por exemplo, a regido ou porcéo Fc pode compreender um dominio CH2
de uma imunoglobulina IgG4 e um dominio CH3 de uma imunoglobulina
IgG1l. Por exemplo, a regido ou por¢cdo Fc pode compreender um
dominio CH1 e um dominio CH2 de uma molécula de IgG4 e um dominio
CH3 de uma molécula de IgG1. Por exemplo, a regido ou porcao Fc
pode compreender uma parte de um dominio CH2 de uma subclasse
especifica de anticorpo, por exemplo, posicbes EU 292-340 de um
dominio CH2. Por exemplo, uma regido ou porcdo Fc pode
compreender os aminoacidos nas posi¢des 292-340 de CH2 derivadas
de uma porcéo 1gG4 e o restante CH2 derivado de uma porgéo IgG1l
(alternativamente, 292-340 de CH2 pode ser derivado de uma porcéo

IgG1 e o restante de CH2 derivado de uma porcéo de 1gG4).
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[00160] Além disso, uma regido ou porcdo Fc pode (adicional ou
alternativamente), por exemplo, compreender uma articulagao
guimérica. Por exemplo, a articulagdo quimérica pode ser derivada, por
exemplo, em parte, de uma molécula de IgG1, 1gG2 ou IgG4 (por
exemplo, uma sequéncia de articulacdo média superior e inferior) e, em
parte, de uma molécula de 1IgG3 (por exemplo, uma sequéncia de
articulacdo média). Em outro exemplo, uma regido ou por¢édo Fc pode
compreender uma articulagdo quimérica derivada, em parte, de uma
molécula de IgG1 e, em parte, de uma molécula de IgG4. Em outro
exemplo, a articulacdo quimérica pode compreender dominios de
articulacdo superior e inferior de uma molécula de IgG4 e um dominio
de articulacdo médio de uma molécula de IgG1l. Tal articulacéo
guimérica pode ser feita, por exemplo, através da introducdo de uma
substituicdo de prolina (Ser228Pro) na posicdo UE 228 no dominio da
articulacdo média de uma regido de articulacdo IgG4. Em outra
modalidade, a articulagdo quimérica pode compreender aminoacidos
nas posicoes EU 233-236 sdo de um anticorpo IgG2 e/ou da mutacéo
Ser228Pro, em que os aminoacidos restantes da articulacao sdo de um
anticorpo IgG4. Articulagdes quiméricas, que podem ser utilizadas na
porcdo Fc do anticorpo de acordo com a presente invencao, sao
descritas no documento US 2005/0163783 Al.

[00161] Na presente invencédo, é preferido que a porcédo Fc, ou a
regido Fc, compreenda ou consista em uma sequéncia de aminoacidos
derivada de uma sequéncia de imunoglobulina humana (por exemplo,
de uma regido Fc ou porcédo Fc de uma molécula de IgG humana). No
entanto, os polipeptideos podem compreender um ou mais aminoacidos
de outras espécies de mamiferos. Por exemplo, uma porcdo Fc de
primata ou um sitio de ligacdo de primata pode ser incluido nos
polipeptideos em questdo. Alternativamente, um ou mais aminoacidos

murinos podem estar presentes na porcéo Fc ou na regido Fc.
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[00162] Preferivelmente, o anticorpo de acordo com a presente
invencdo compreende, em particular além de uma por¢cdo Fc como
descrito acima, outras partes derivadas de uma regido constante, em
particular de uma regido constante de IgG, preferivelmente de uma
regido constante de IgGl, mais preferivelmente de uma regido
constante de IgG1 humana. Mais preferivelmente, o anticorpo de acordo
com a presente invencdo compreende, em particular, além de uma
porcdo Fc como descrito acima, todas as outras partes das regioes
constantes, em particular todas as outras partes das regides constantes
de 1gG, preferivelmente todas as outras partes das regides constantes
de IgGl, mais preferivelmente todas as outras partes das regides
constantes de IgG1 humana.

[00163] Sequéncias particularmente preferidas de regides
constantes sdo as sequéncias de aminoacidos de acordo com a SEQ
ID NOs: 3, 4 ou 7. De preferéncia, a regido constante da cadeia pesada
compreende ou consiste em IgGl CH1-CH2-CH3, em particular
compreendendo ou consistindo na sequéncia de aminoacidos de acordo
com a SEQ ID NO: 3 ou uma sua variante de sequéncia funcional, como
aqui descrito. De preferéncia, a regido constante da cadeia leve
compreende ou consiste em IgG1 CL, em particular compreendendo ou
consistindo na sequéncia de aminoacidos de acordo com a SEQ ID NO:
4 ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo, como descrito
neste documento.

[00164] Também é preferido que o anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao, nao
compreenda uma regido Fc ou uma por¢cdo Fc. Em particular, os
dominios constantes requeridos para o cotovelo (CH1 e CL) ndo estéo
tipicamente envolvidos na porcdo Fc ou na regido Fc. Portanto, o
anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo

com a presente invencao, preferivelmente ndo compreende uma regiao

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 102/369



98/180

Fc ou uma porcdo Fc. Exemplos de tais anticorpos (ou fragmentos de
anticorpos) incluem aqueles baseados em Fab ou F(ab). (IEI-Fab ou IEI-
F(ab).).

[00165] De preferéncia, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a
segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo ou o fragmento de ligacéo
a antigeno de acordo com a presente invengdo compreende um ou mais
ligantes. Por exemplo, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda
cadeia de polipeptideo do anticorpo ou o fragmento de ligacdo a
antigeno de acordo com a presente invencdo pode compreender 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9o0u 10 ligantes. Mais preferivelmente, a primeira cadeia
de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo ou
o fragmento de ligacédo a antigeno de acordo com a presente invencao
compreende um ligante ou dois ligantes. Também é preferido que a
primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
do anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno de acordo com a
presente invencdo compreenda trés ou quatro ligantes. Em geral, um
ligante pode fornecer mais flexibilidade a cadeia de polipeptideo.
Preferivelmente, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda
cadeia de polipeptideo compreende um ligante entre a regido constante
e o dominio funcional (adicional). Alternativamente, a primeira cadeia de
polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo podem nao
compreender um ligante entre a regido constante e o dominio funcional
(adicional). Se o segundo polipeptideo ndo compreender um dominio
funcional (adicional), a segunda cadeia de polipeptideo pode
compreender um ligante entre a regido constante e a regiao variavel.
Alternativamente, a segunda cadeia de polipeptideo pode néo
compreender um ligante entre a regido constante e a regido variavel.
Preferivelmente, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda
cadeia de polipeptideo compreende um ligante entre o dominio

funcional (adicional) e o dominio variavel, em particular o dominio
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variavel mais C-terminal. Alternativamente, a primeira cadeia de
polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo podem néo
compreender um ligante entre o dominio funcional (adicional) e o
dominio variavel, em particular o dominio varidvel mais C-terminal. Se a
primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
compreende mais de um dominio variavel, também é preferido que a
primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
compreenda um ou mais ligantes entre os dominios variaveis.
Alternativamente, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda
cadeia de polipeptideo podem ndo compreender um ou mais ligantes
entre os dominios variaveis. Mais preferivelmente, a primeira cadeia de
polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo compreende um
ligante entre a regido constante e o dominio funcional (adicional) e um
ligante entre o dominio funcional (adicional) e o dominio variavel, em
particular o dominio variavel mais C-terminal. Alternativamente, a
primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
podem n&o compreender um ligante entre a regido constante e o
dominio funcional (adicional) nem um ligante entre o dominio funcional
(adicional) e o dominio variavel, em particular o dominio variavel mais
C-terminal. Além disso, a primeira cadeia de polipeptideo pode
compreender um ligante entre a regido constante e o dominio funcional
(adicional) e um ligante entre o dominio funcional (adicional) e o dominio
variavel, em particular o dominio variavel mais C-terminal, enquanto a
segunda cadeia de polipeptideo pode ndo compreender um dominio
funcional (adicional) nem um ligante entre a regido constante e a regiao
variavel. Também é preferido - se a primeira cadeia de polipeptideo e/ou
a segunda cadeia de polipeptideo compreender mais de um dominio
variavel - que a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia
de polipeptideo compreenda um ligante entre a regido constante e o

dominio funcional (adicional); um ligante entre o dominio funcional
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(adicional) e o dominio variavel, em particular o dominio variavel mais
C-terminal; e um ou mais ligantes entre os dominios variaveis.

[00166] Se a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia
de polipeptideo compreenderem mais de um ligante, os ligantes podem
ser iguais ou diferentes.

[00167] De preferéncia, um ligante consiste em até 20 aminoacidos,
taiscomo 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19 ou
20 aminoécidos, mais preferivelmente de até 15 aminoacidos, tais como
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14 ou 15 aminoacidos, ainda mais
preferivelmente até 10 aminoacidos, taiscomo 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9 ou
10 aminoacidos e ainda mais preferivelmente até 5 aminoacidos, como
1, 2, 3, 4 ou 5 aminoacidos. O ligante pode ser derivado de sequéncias
de aminoacidos que ocorrem naturalmente, como regides
flanqueadoras ou de sequéncias de aminoacidos nao naturais. De
preferéncia, o dominio funcional (adicional) corresponde a um unico
éxon ou a mais de um éxon e a sequéncia de aminoacidos do ligante é
recuperada das sequéncias intrénicas que flanqueiam esse Unico éxon
ou a mais de um éxon. Por exemplo, (i) o ligante entre uma regiao
variavel e um dominio funcional (adicional) (que é codificado por um
éxon ou por uma variante de sequéncia) pode ser codificado pela
sequéncia intrbnica de flanqueamento imediatamente antes (na direcao
5'-3") 0 éxon ou sua variante de sequéncia a ser usada como "dominio
funcional (adicional)" e/ou (ii) o ligante entre um dominio funcional
(adicional) (que € codificado por um éxon ou uma variante de sequéncia)
e uma regido constante pode ser codificado pela sequéncia intronica de
flanqueamento imediatamente apds (na direcdo 5'-3') 0 éxon ou sua
variante de sequéncia a ser usada como "dominio funcional (adicional)".
Preferivelmente, o ligante ndo contém quaisquer residuos de Cys (C).
De preferéncia, o ligante compreende ou consiste em um ou mais

residuos de Glicina (Gly) e/ou um ou mais residuos de Serina (Ser)
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("ligante GS"). Exemplos preferidos de ligantes GS incluem as
sequéncias de aminoéacidos de acordo com a SEQ ID NOs 43 - 48, mais
preferivelmente o ligante esta de acordo com a SEQ ID NO: 45,
Exemplos preferidos de ligantes de sequéncia intronica incluem as
sequéncias de aminoacidos de acordo com a SEQ ID NOs 49 - 52. Mais
preferivelmente, o ligante compreende ou consiste em uma sequéncia
de aminoacidos conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID
NOs 43 - 52.

[00168] Por exemplo, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a
segunda cadeia de polipeptideo podem compreender (na diregcdo N a
C-terminal) um ligante conforme estabelecido na SEQ ID NO: 49, ou
uma variante de sequéncia funcional do mesmo, diretamente seguida
por um dominio funcional (adicional), conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 14, ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo. Além disso,
a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
podem compreender (na dire¢cdo N a C-terminal) um dominio funcional
(adicional) conforme estabelecido na SEQ ID NO: 14, ou uma variante
de sequéncia funcional do mesmo, diretamente seguido por um ligante
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 50, ou uma variante de
sequéncia funcional do mesmo. Mais preferivelmente, a primeira cadeia
de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo podem
compreender (na direcdo N a C-terminal) (um dominio variavel,
diretamente seguido por) um ligante conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 49, ou um variante de sequéncia funcional do mesmo, seguida
diretamente por um dominio funcional (adicional) conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 14, ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo,
seguida diretamente por um ligante conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 50 ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo (seguida
diretamente por um dominio constante).

[00169] Por exemplo, a primeira cadeia de polipeptideo e/ou a
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segunda cadeia de polipeptideo podem compreender (na direcdo N a
C-terminal) um ligante conforme estabelecido na SEQ ID NO: 51, ou
uma variante de sequéncia funcional do mesmo, diretamente seguida
por um dominio funcional (adicional), como estabelecido na SEQ ID NO:
15, ou uma sua variante de sequéncia funcional. Além disso, a primeira
cadeia de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo podem
compreender (na direcdo N a C-terminal) um dominio funcional
(adicional) conforme estabelecido na SEQ ID NO: 15, ou uma variante
de sequéncia funcional do mesmo, diretamente seguido por um ligante,
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 52, ou uma variante de
sequéncia funcional do mesmo. Mais preferivelmente, a primeira cadeia
de polipeptideo e/ou a segunda cadeia de polipeptideo podem
compreender (na direcdo N a C-terminal) (um dominio variavel,
diretamente seguido por) um ligante conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 51 ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo, seguida
diretamente por um dominio funcional (adicional) conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 15, ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo,
seguida diretamente por um ligante conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 52 ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo (seguida
diretamente por um dominio constante).
[00170] Alternativamente, é também preferido que a primeira cadeia
de polipeptideo e/ou o segundo polipeptideo ndo compreendam
quaisquer ligantes.
[00171] De preferéncia, a primeira cadeia de polipeptideo do
anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencdo, compreende ou consiste em (na direcdo N a
C-terminal): V-D-CH1, em que

V é um dominio variavel (i);

D é um dominio funcional (adicional) (ii); e

CH1 € um dominio constante CHL1 (iii).
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V e D e/ou D e CH1 podem ser ligados através de um ligante
como descrito acima ou podem ser diretamente ligados um ao outro.
[00172] Mais preferivelmente, a primeira cadeia de polipeptideo do
anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencdo, compreende ou consiste em (na direcdo N a
C-terminal): V-D-CH1-CH2-CH3, em que

V-D-CH1 é como descrito acima; e

CH2 e CH3 sdo um dominio constante CH2 e um dominio

constante CHS3, respectivamente.
[00173] Também é preferido que a primeira cadeia de polipeptideo
do anticorpo ou o fragmento de ligacao a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencédo, compreenda ou consista em (na direcao N a
C-terminal): (V) A-D-CH1, em que

V-D-CH1 é como descrito acima;

A é um numero inteiro de 1 a 5, preferivelmente de 1 a 4,

mais preferivelmente de 1 a 3 e ainda mais preferivelmente de 1 a 2; e
os dominios variaveis V podem ser acoplados entre si diretamente ou
através de um ligante.
[00174] Preferivelmente, a segunda cadeia de polipeptideo do
anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencéo, compreende ou consiste em (na direcdo N a
C-terminal): V-CL, em que

V é um dominio variavel (iv); e

CL € um dominio constante (vi).

V e CL podem ser ligados por meio de um ligante como

descrito acima ou podem ser diretamente ligados um ao outro.
[00175] Também é preferido que a segunda cadeia de polipeptideo
do anticorpo ou o fragmento de ligacao a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencado, compreenda ou consista em (na direcdao N a
C-terminal): (V)A-CL, em que
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V-CL é como descrito acima;

[00176] Sendo um numero inteiro de 1 a 5, preferivelmente de 1 a 4,
mais preferivelmente de 1 a 3 e ainda mais preferivelmente de 1 a 2; e
os dominios variaveis V podem ser acoplados entre si diretamente ou
através de um ligante.

[00177] Por exemplo, o dominio variavel (i) da primeira cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou seu fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencao pode compreender ou consistir em
uma sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido em qualquer
uma das SEQ ID NOs 1, 5, 8 ou 10, ou uma variante de sequéncia
funcional da mesma possuindo pelo menos 80%, preferivelmente pelo
menos 85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 95% e mais preferivelmente pelo menos
98% de identidade de sequéncia.

[00178] Por exemplo, o dominio variavel (iv) da segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo ou seu fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencao pode compreender ou consistir em
uma sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido em qualquer
uma das SEQ ID NOs 2, 6, 9 ou 11, ou uma variante de sequéncia
funcional do mesmo tendo pelo menos 80%, preferivelmente pelo
menos 85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 95% e mais preferivelmente pelo menos
98% de identidade de sequéncia.

[00179] Preferivelmente, o anticorpo, ou o fragmento de ligacao a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdo compreende
uma unica ou duas primeiras cadeias de polipeptideos e uma Unica ou
duas segundas cadeias de polipeptideos. Exemplos de tais anticorpos
ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno sdo mostrados nas Fig. 1B
e 1C. Também é preferido que a primeira cadeia de polipeptideo e a

segunda cadeia de polipeptideo estejam ligadas por uma ligacao
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dissulfeto, formando assim um par. Em particular, a cadeia pesada e a
cadeia leve do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invencdo, podem ser ligados por
uma ligagéo dissulfeto, formando assim um par. Além disso, também é
preferido que o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, compreenda duas primeiras cadeias de polipeptideos e duas
segundas cadeias de polipeptideos e que as duas primeiras cadeias de
polipeptideos e/ou as duas segundas cadeias de polipeptideos estejam
ligadas por uma ou mais, tal como duas, ligacdes dissulfeto. Em
particular, as duas cadeias pesadas do anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, podem ser ligadas por uma ou mais, tal
como duas, ligacdes dissulfeto.

[00180] Preferivelmente, o anticorpo, ou o fragmento de ligacéo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao, € bivalente
para cada especificidade/antigeno. Em particular, é preferivel que o(s)
dominio(s) funcional(ais) compreenda(m) ou consista(m) em um(uns)
sitio(s) de ligacéo (independente) e (1) o(s) sitio(s) de ligacao(6es) e (2)
os sitios de ligacdo ao antigeno formado pelos um ou mais dominios
variaveis do primeiro par de primeira e segunda cadeias de
polipeptideos correspondem a (1) sitios (independentes) de ligacéo e
(2) a ligacdo ao antigeno sitio(s) formado(s) pelos um ou mais dominios
variaveis do segundo par de primeira e segunda cadeias de
polipeptideos. Alternativamente, o anticorpo, ou o fragmento de ligagéo
a antigeno do mesmo, pode ser monovalente para cada especificidade
(antigeno).

[00181] Por conseguinte, é preferido que os sitios de ligacdo ao
antigeno formados pelos um ou mais dominios variaveis do primeiro par
de primeira e segunda cadeias de polipeptideos e os sitios de ligagao
ao antigeno formados pelos um ou mais dominios variaveis do segundo

par de primeira e segunda cadeias de polipeptideos sdo iguais ou
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distintas.

[00182] Além disso, € preferido que o anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao
compreenda pelo menos dois dominios funcionais (adicionais), que
podem ser iguais ou distintos. Por exemplo, o anticorpo, ou o fragmento
de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencgao,
pode compreender 2 ou 4 dominios funcionais (adicionais), que podem
ser iguais ou distintos.

[00183] Se o anticorpo ou o fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencdo compreender mais de um dominio
funcional (adicional), por exemplo, na mesma ou em cadeias de
polipeptideos distintas, os dominios funcionais (adicionais) podem ser
iguais ou distintos. Preferivelmente, eles podem pertencer ao mesmo
grupo ou distinto de dominios funcionais. Por exemplo, pelo menos dois
ou todos os dominios funcionais (adicionais) podem compreender ou
consistir em sitios de ligacao (independentes). Por exemplo, pelo menos
dois ou todos os dominios funcionais (adicionais) podem compreender
ou consistir em dominios de veiculos. Por exemplo, pelo menos dois ou
todos os dominios funcionais (adicionais) podem compreender ou
consistir em dominios-repérteres. Por exemplo, pelo menos dois ou
todos os dominios funcionais (adicionais) podem compreender ou
consistir em marcadores. Por exemplo, pelo menos dois ou todos os
dominios funcionais (adicionais) podem compreender ou consistir em
dominios de localizacdo. Mesmo que o0s dominios funcionais
(adicionais) pertencam ao mesmo grupo de dominios funcionais, 0
subgrupo e, em particular, sua sequéncia de aminoacidos, ainda pode
ser o mesmo ou distinto. Por exemplo, pelo menos dois ou todos os
dominios funcionais (adicionais) podem compreender ou consistir nas
mesmas sequéncias de aminoacidos. Alternativamente, também é

preferido que os dominios funcionais (adicionais) pertencam a um grupo
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distinto de dominios funcionais. Por exemplo, um dominio funcional
(adicional) pode compreender ou consistir em um sitio de ligacéo
(independente), enquanto outro dominio funcional (adicional) do
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno pode compreender ou
consistir em um dominio veiculo. Por exemplo, um dominio funcional
(adicional) pode compreender ou consistir em um sitio de ligacéo
(independente), enquanto outro dominio funcional (adicional) do
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno pode compreender ou
consistir em um dominio-repérter. Por exemplo, um dominio funcional
(adicional) pode compreender ou consistir em um sitio de ligacao
(independente), enquanto outro dominio funcional (adicional) do
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno pode compreender ou
consistir em um marcador. Por exemplo, um dominio funcional
(adicional) pode compreender ou consistir em um sitio de ligacao
(independente), enquanto outro dominio funcional (adicional) do
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno pode compreender ou
consistir em um dominio de localizacdo. Por exemplo, um dominio
funcional (adicional) pode compreender ou consistir em um dominio
veiculo, enquanto outro dominio funcional (adicional) do anticorpo ou
fragmento de ligacéo a antigeno pode compreender ou consistir em um
dominio-repérter. Por exemplo, um dominio funcional (adicional) pode
compreender ou consistir em um dominio veiculo, enquanto outro
dominio funcional (adicional) do anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigeno pode compreender ou consistir em um marcador. Por exemplo,
um dominio funcional (adicional) pode compreender ou consistir em um
dominio veiculo, enquanto outro dominio funcional (adicional) do
anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno pode compreender ou
consistir em um dominio de localizacdo. Por exemplo, um dominio
funcional (adicional) pode compreender ou consistir em um dominio-

repoérter, enquanto outro dominio funcional (adicional) do anticorpo ou
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fragmento de ligacéo a antigeno pode compreender ou consistir em um
marcador. Por exemplo, um dominio funcional (adicional) pode
compreender ou consistir em um dominio-reporter, enquanto outro
dominio funcional (adicional) do anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigeno pode compreender ou consistir em um dominio de localizagéo.
Por exemplo, um dominio funcional (adicional) pode compreender ou
consistir em um dominio de localizacdo, enquanto outro dominio
funcional (adicional) do anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno
pode compreender ou consistir em um marcador.

[00184] Além disso, € preferido que o anticorpo, ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao
compreenda duas primeiras cadeias de polipeptideos e duas segundas
cadeias de polipeptideos, formando um primeiro e um segundo par de
primeira e segunda cadeias de polipeptideos e em que o primeiro par
das primeira e segunda cadeias de polipeptideos compreende pelo
menos um dominio funcional e/ou o segundo par de primeira e segunda
cadeias de polipeptideos compreende pelo menos um dominio
funcional. Por exemplo, o primeiro par de primeira e segunda cadeias
de polipeptideos pode compreender pelo menos um dominio funcional,
enguanto o segundo par de primeira e segunda cadeias de polipeptideo
pode ndo compreender um dominio funcional (adicional). Por exemplo,
o primeiro par de primeira e segunda cadeias de polipeptideo pode ndo
compreender um dominio funcional (adicional), enquanto o segundo par
de primeira e segunda cadeias de polipeptideo pode compreender pelo
menos um(uns) dominio(s) funcional(ais). Mais preferivelmente, ambos,
o primeiro par de primeira e segunda cadeias de polipeptideos
compreendem pelo menos um dominio(s) funcional(ais) e o segundo par
de primeira e segunda cadeias de polipeptideo compreende pelo menos
um dominio funcional (adicional).

[00185] Preferivelmente, o anticorpo ou o fragmento de ligacdo a
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antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdao, é derivado de
um anticorpo semelhante a IgG, um Fab ou um F(ab).. Por outras
palavras, o anticorpo, ou o seu fragmento de ligacdo a antigeno,
compreende todas as regides variaveis e constantes de um anticorpo
semelhante a 1gG, um Fab ou um F(ab).. Em particular, um anticorpo
semelhante a IgG, um Fab ou um F(ab), pode ser usado como
anticorpos de “estrutura”, em cuja regidao do cotovelo um dominio
funcional (adicional) é inserido.

[00186] De preferéncia, os dois ou mais dominios variaveis (i) e (iv)
do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de
acordo com a presente invencdo, sao derivados de um anticorpo
monoclonal. Em particular, os dois ou mais dominios variaveis (i) e (iv)
do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de
acordo com a presente invencéo, sao (correspondem a) os dois ou mais
dominios variaveis de um anticorpo monoclonal.

[00187] Também é preferido que os dominios variaveis e/ou 0s
dominios constantes do anticorpo, ou o fragmento de ligacéo a antigeno
do mesmo, de acordo com a presente invengcdo, sejam humanos ou
humanizados. Em particular, os dominios variaveis e/ou os dominios
constantes do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invengao, correspondem aos
dominios variaveis e/ou os dominios constantes do anticorpo humano
ou humanizado, ou fragmento de ligacédo a antigeno do mesmo.
[00188] De preferéncia, o(s) dominio(s) funcional(is) do anticorpo, ou
o fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo, compreende(m) ou consiste(m) de uma sequéncia de
aminoacidos, que é humana ou humanizada.

[00189] Preferivelmente, a primeira cadeia de polipeptideo do
anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo

com a presente invencdo compreende ou consiste em uma sequéncia
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de aminoacidos conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID
NOs 53, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 64, 65, 66, 68, 69 ou 70, ou uma
variante de sequéncia funcional com pelo menos 80%, preferivelmente
pelo menos 85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 95% e mais preferivelmente pelo menos
98% de identidade de sequéncia, e/ou a segunda cadeia de polipeptideo
do anticorpo, ou o fragmento de ligagdo a antigeno do mesmo, de
acordo com a presente invencao, compreende ou consiste em uma
sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido em qualquer uma das
SEQ ID NOs 54, 57, 63 ou 67, ou uma variante de sequéncia funcional
da mesma tendo pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%,
mais preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de sequéncia
identidade.

[00190] De preferéncia, a primeira e/ou a segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invencao, ndo pode compreender ou
consistir em uma sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido em
qualquer uma das SEQ ID NOs 75 a 92. Também é preferido que a
primeira e/ou a segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou o
fragmento de ligacédo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo, ndo compreenda ou consista em uma sequéncia de
aminoacidos conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
96 a 112. Mais preferivelmente, a primeira e/ou a segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligagcdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invencéo, ndo podem compreender
ou consistir em uma sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido
em qualquer uma das SEQ ID NOs 75 - 95. Ainda mais preferivelmente,
o dominio funcional (adicional) compreendido pela primeira e/ou a

segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo ou o fragmento de ligacéo
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a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencéo, ndo pode
compreender ou consistir em uma sequéncia de aminoacidos conforme
estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs 113 a 130. Ainda mais
preferivelmente, o dominio funcional (adicional) compreendido pela
primeira e/ou a segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo ou do
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo, ndo pode compreender ou consistir em uma sequéncia de
aminoacidos conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
113 a 133. Mais preferivelmente, a primeira e/ou a segunda cadeia de
polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invengdo, ndo pode compreender ou
consistir em uma sequéncia de aminoacidos conforme estabelecido em
qualquer uma das SEQ ID NOs 75 - 133. Opcionalmente, o dominio
funcional (adicional) compreendido pela primeira e/ou pela segunda
cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdo, pode nao
compreender ou consistir em um fragmento LAIR1 (mutado).

Molécula de &cido nucleico

[00191] Em outro aspecto, a presente invencado também fornece uma
molécula de &cido nucleico compreendendo um primeiro polinucleotideo
que codifica a primeira cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou o
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencdo e/ou um segundo polipeptideo codificando a segunda cadeia
de polipeptideo do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invencgao.

[00192] Uma molécula de acido nucleico € uma molécula que
compreende, preferivelmente, consistir em componentes de &cido
nucleico. O termo molécula de acido nucleico refere-se preferivelmente
a uma molécula de DNA ou RNA. Em particular, € usado sinbnimo do

termo "polinucleotideo”. De preferéncia, uma molécula de acido nucleico
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€ um polimero que compreende ou consiste em mondmeros de
nucleotideos que séo covalentemente ligados entre si por ligacdes de
fosfodiéster de uma cadeia principal de acucar/fosfato. O termo
"molécula de acido nucleico" também abrange moléculas de &cido
nucleico modificadas, como moléculas de DNA ou RNA modificadas
com base, modificadas com acucar ou com estrutura principal, etc.
[00193] De preferéncia, a molécula de acido nucleico € uma molécula
de DNA ou uma molécula de RNA. Exemplos de moléculas de acido
nucleico elou polinucleotideos incluem, por exemplo, um
polinucleotideo recombinante, um vetor, um oligonucleotideo, uma
molécula de RNA como um rRNA, um mRNA, um miRNA, um siRNA ou
um tRNA ou uma molécula de DNA tal como um cDNA. As sequéncias
de &cido nucleico que codificam parte ou todas da primeira e/ou
segunda cadeias de polipeptideos séo preferidas. Preferivelmente, sédo
fornecidas neste documento sequéncias de &cidos nucleicos que
codificam parte ou todas as cadeias leves e pesadas, em particular
sequéncias VH e VL e/ou dominios funcionais (adicionais) dos exemplos
de anticorpos ou fragmentos de ligacéo a antigeno da invencao.
[00194] Prefere-se também que a molécula de acido nucleico de
acordo com a invencdo inclua uma sequéncia de acido nucleico
possuindo pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 88%, pelo menos 90%, pelo menos 92%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98% ou
pelo menos 99% de identidade com o acido nucleico que codifica um
dominio funcional (adicional), uma sequéncia VH e/ou uma sequéncia
VL usada em um anticorpo (exemplar) ou seu fragmento de ligacdo a
antigeno de acordo com a presente invencao.

[00195] Em geral, a molécula de acido nucleico pode ser manipulada
para inserir, excluir ou alterar certas sequéncias de acidos nucleicos. As

alteracdes dessa manipulacédo incluem, entre outras, alteracdes para
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introduzir sitios de restricdo, alterar o uso de cédons, adicionar ou
otimizar sequéncias reguladoras de transcricdo e/ou traducéo, etc. E
também possivel alterar o acido nucleico para alterar os aminoacidos
codificados. Por exemplo, pode ser (til introduzir uma ou mais (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) substituicdes, delecbes e/ou
insercdes de aminoacidos na sequéncia de aminoacidos dos anticorpos.
Tais mutagOes pontuais podem modificar funcdes efetoras, afinidade de
ligacdo ao antigeno, modificacdes pos-translacionais, imunogenicidade,
etc., podem introduzir amino4cidos para a ligacdo de grupos covalentes
(por exemplo, marcadores (labels)) ou podem introduzir marcadores
(tags) (por exemplo, para fins de purificagdo). As mutacdes podem ser
introduzidas em sitios especificos ou podem ser introduzidas
aleatoriamente, seguidas de selecdao (por exemplo, evolucéao
molecular). Por exemplo, um ou mais acidos nucleicos que codificam
qgualquer um dos dominios funcionais (adicionais), uma sequéncia VH
e/ou uma sequéncia VL de um anticorpo (exemplar) da inveng&o podem
ser mutados aleatoriamente ou diretamente para introduzir diferentes
propriedades nos aminoacidos codificados. Tais alterac6es podem ser
o resultado de um processo iterativo em que as alteracdes iniciais sao
retidas e novas alteracbes em outras posi¢cdes de nucleotideos séo
introduzidas. Além disso, as alteracbes alcancadas em etapas
independentes podem ser combinadas. Diferentes propriedades
introduzidas nos aminoacidos codificados podem incluir, mas nao estao
limitadas a, afinidade aprimorada.

Vetor

[00196] Ainda incluidos no escopo da invengdo sdo vetores, por
exemplo, vetores de expressdo, compreendendo uma molécula de
acido nucleico de acordo com a presente invencéo. Preferivelmente, um
vetor compreende uma molécula de &cido nucleico como descrito

acima.

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 118/369



114/180

[00197] O termo "vetor" refere-se a uma molécula de acido nucleico,
de preferéncia a uma molécula de acido nucleico recombinante, isto €&,
uma molécula de acido nucleico que ndo ocorre na natureza. Um vetor
no contexto da presente invencdo é adequado para incorporar ou
abrigar uma sequéncia de acido nucleico desejada. Tais vetores podem
ser vetores de armazenamento, vetores de expressdo, vetores de
clonagem, vetores de transferéncia etc. Um vetor de armazenamento €
um vetor que permite o armazenamento conveniente de uma molécula
de &cido nucleico. Assim, o vetor pode compreender uma sequéncia
correspondente, por exemplo, a um anticorpo ou fragmento de anticorpo
desejado de acordo com a presente invengao. Um vetor de expressao
pode ser usado para a producéo de produtos de expressao, como RNA,
por exemplo, mMRNA, ou peptideos, polipeptideos ou proteinas. Por
exemplo, um vetor de expressdo pode compreender sequéncias
necessarias para a transcricdo de um trecho de sequéncia do vetor,
como uma sequéncia promotora. Um vetor de clonagem é tipicamente
um vetor gue contém um sitio de clonagem, que pode ser usado para
incorporar sequéncias de &acidos nucleicos no vetor. Um vetor de
clonagem pode ser, por exemplo, um vetor plasmideo ou um vetor
bacteriéfago. Um vetor de transferéncia pode ser um vetor que é
adequado para transferir moléculas de acido nucleico para células ou
organismos, por exemplo, vetores virais. Um vetor no contexto da
presente invencao pode ser, por exemplo, um vetor de RNA ou um vetor
de DNA. Preferivelmente, um vetor € uma molécula de DNA. Por
exemplo, um vetor no sentido do presente pedido compreende um sitio
de clonagem, uma marca de selecao, tal como um fator de resisténcia
a antibidticos e uma sequéncia adequada para multiplicacdo do vetor,
como uma origem de replicacdo. De preferéncia, um vetor no contexto
do presente pedido € um vetor plasmidico.

Células
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[00198] Em um aspecto adicional, a presente invencdo também
fornece células que expressam o anticorpo, ou o fragmento de ligacao
a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invengdo e/ou
compreendendo a molécula de acido nucleico ou o vetor de acordo com
a presente invencao.

[00199] Exemplos de tais células incluem, mas n&o estdo limitados
a, células eucaridticas, por exemplo, células de levedura, células
animais ou células vegetais. Preferivelmente, as células sdo células de
mamifero, mais preferivelmente uma linhagem celular de mamifero.
Exemplos preferidos incluem células humanas, células CHO, células
HEK293T, células PER.C6, células NSO, células hepaticas humanas,
células de mieloma ou células de hibridoma.

[00200] Em particular, a célula pode ser transfectada com um vetor
de acordo com a presente invencgéo, preferivelmente com um vetor de
expressdo. O termo "transfeccao"” refere-se a introdu¢do de moléculas
de &cido nucleico, como moléculas de DNA ou RNA (por exemplo,
MRNA), nas células, preferivelmente nas células eucaridticas. No
contexto da presente invencgao, o termo "transfec¢éo” abrange qualquer
meétodo conhecido por alguém versado na introducdo de moléculas de
acido nucleico nas células, preferivelmente nas células eucaridticas,
como nas células de mamiferos. Tais métodos abrangem, por exemplo,
eletroporacao, lipofeccédo, por exemplo, com base em lipidios catibnicos
e/ou lipossomos, precipitagdo com fosfato de calcio, transfeccgéo
baseada em nanoparticulas, transfeccdo baseada em virus ou
transfeccao baseada em polimeros catidnicos, como DEAE-dextrano ou
polietilenimina e etc. Preferivelmente, a introducéo néo é viral.

[00201] Além disso, as células da presente invencdo podem ser
transfectadas de forma estavel ou transitoria com o vetor de acordo com
a presente invencao, por exemplo, para expressar o anticorpo, ou o

fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
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invencdo. De preferéncia, as células séo transfectadas de forma estavel
com o vetor de acordo com a presente invencdo que codifica o
anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo
com a presente invencado. Alternativamente, é também preferido que as
células sejam transfectadas transitoriamente com o vetor de acordo com
a presente invencao que codifica o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo
a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencao.

Composicao

[00202] A presente invencdo também fornece uma composicao
compreendendo um ou mais de:

() o anticorpo, ou o fragmento de anticorpo do mesmo, de
acordo com a presente invencao;

(i) a molécula de acido nucleico de acordo com a presente
invencao;

(iii) o vetor compreendendo o acido nucleico de acordo com
a presente invencao; e/ou

(iv) a célula que expressa o anticorpo de acordo com a
presente invencdo e/ou compreende o vetor ou a molécula de acido
nucleico de acordo com a presente invencao.
[00203] Em outras palavras, a presente invencdo também fornece
uma composicdo compreendendo o anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencéao, o
acido nucleico de acordo com a presente invencgao, o vetor de acordo
com a presente invencgdo e/ou a célula de acordo com para a presente
invencao.
[00204] Preferivelmente, a composicdo €é uma composi¢ao
farmacéutica. A composicdo farmacéutica pode preferivelmente
também conter um veiculo, diluente e/ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Embora o veiculo ou excipiente possa facilitar a

administracdo, ele proprio ndo deve induzir a producédo de anticorpos
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prejudiciais ao individuo que recebe a composicdo. Nem deve ser
toéxico. Os veiculos adequados podem ser macromoléculas grandes,
metabolizadas lentamente, como proteinas, polipeptideos, lipossomas,
polissacarideos, acidos polilaticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacidos e particulas de virus inativas.
Em geral, veiculos farmaceuticamente aceitaveis em uma composi¢cao
farmacéutica de acordo com a presente invencdo podem ser
componentes ativos ou componentes inativos.

[00205] Podem ser utilizados sais farmaceuticamente aceitaveis, por
exemplo, sais de acidos minerais, tais como cloridratos, bromidratos,
fosfatos e sulfatos, ou sais de acidos organicos, tais como acetatos,
propionatos, malonatos e benzoatos.

[00206] Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis em uma
composicdo farmacéutica podem conter adicionalmente liquidos como
agua, solucdo salina, glicerol e etanol. Além disso, substancias
auxiliares, tais como agentes umectantes ou emulsificantes ou
substancias tampdo de pH, podem estar presentes nessas
composi¢cbes. Tais veiculos permitem que as composicoes
farmacéuticas sejam formuladas como comprimidos, pilulas, drageas,
capsulas, liquidos, géis, xaropes, pastas e suspensdes para ingestao
pelo sujeito.

[00207] As composicBes farmacéuticas da invencdo podem ser
preparadas de varias formas. Por exemplo, as composi¢cdes podem ser
preparadas como injetaveis, como solucfes liquidas ou suspensodes.
Também podem ser preparadas formas solidas adequadas para
solucdo ou suspensdo em veiculos liquidos antes da injecao (por
exemplo, uma composigéo liofilizada, similar ao Synagis™ e Herceptin
™ para reconstituicdo com agua estéril contendo um conservante). A
composicdo pode ser preparada, por exemplo, como uma pomada,

creme ou p6. A composicdo pode ser preparada para, por exemplo,
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como um comprimido ou capsula, como um spray ou cComo um xarope
(opcionalmente aromatizado). A composi¢cdo pode ser preparada, por
exemplo, como um inalador, usando um po6 fino ou um spray. A
composicdo pode ser preparada, por exemplo, como gotas. A
composicdo pode estar na forma de kit, projetada de modo que uma
composicdo combinada possa ser reconstituida, por exemplo,
imediatamente antes da administragdo. Por exemplo, um anticorpo
liofilizado pode ser fornecido na forma de kit com agua estéril ou um
tampao estéril.

[00208] E preferido que o ingrediente ativo na composi¢&o seja uma
molécula de anticorpo, um fragmento de anticorpo ou variantes e
derivados do mesmo, em particular o ingrediente ativo na composicao
seja um anticorpo, um fragmento de anticorpo ou variantes e derivados
do mesmo, de acordo com a presente invengdo. A composi¢cdo pode
conter agentes que protegem o0 anticorpo da degradacdao no trato
gastrointestinal, mas que liberam o anticorpo uma vez absorvido pelo
trato gastrointestinal.

[00209] Uma descricdo minuciosa dos veiculos farmaceuticamente
aceitaveis esta disponivel em Gennaro (2000) Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, 20?2 edicao, ISBN: 0683306472.

[00210] As composi¢des farmacéuticas da invencao geralmente tém
um pH entre 5,5 e 8,5, em algumas modalidades isso pode estar entre
6 e 8 e em outras modalidades cerca de 7. O pH pode ser mantido pelo
uso de um tampdo. A composicdo pode ser estéril e/ou livre de
pirogénio. A composicdo pode ser isotonica em relacdo aos seres
humanos. Em uma modalidade, as composicOes farmacéuticas da
invencao sao fornecidas em recipientes hermeticamente fechados.
[00211] A composicdo pode assumir a forma de uma suspensao,
solucdo ou emulsdo em um veiculo oleoso ou aquoso e, em particular,

pode conter agentes de formulagéo, tais como agentes de suspenséo,
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conservantes, estabilizadores e/ou dispersantes. Alternativamente, a
molécula de anticorpo pode estar na forma seca, para reconstituicao
antes do uso com um liquido estéril apropriado.

[00212] A composicdo pode compreender um veiculo, como agua ou
solucéo salina. Um veiculo é tipicamente entendido como um material
que é adequado para armazenar, transportar e/ou administrar um
composto, tal como um composto farmaceuticamente ativo, em
particular os anticorpos de acordo com a presente invencao. Por
exemplo, o veiculo pode ser um liquido fisiologicamente aceitével,
adequado para armazenar, transportar e/ou administrar um composto
farmaceuticamente ativo, em particular os anticorpos de acordo com a
presente invencao.

[00213] A composicdo pode ser uma solugdo aquosa que € livre de
pirogénio e tem pH, isotonicidade e estabilidade adequados. Aqueles
versados na matéria sdo bem capazes de preparar solu¢des adequadas
usando, por exemplo, veiculos isotbnicos, como injecdo de cloreto de
sédio, injecdo de Ringer, injecdo de Ringer lactada. Conservantes,
estabilizadores, tampdes, antioxidantes e/ou outros aditivos podem ser
incluidos, conforme necessario. A composicdo de acordo com a
presente invencdo pode ser fornecida, por exemplo, em uma seringa
pré-carregada.

[00214] A composicdo como definida acima também pode estar em
uma forma de dosagem incluindo, mas né&o se limitando a, capsulas,
comprimidos, suspensdes ou solucbes aquosas. No caso de
comprimidos, os veiculos comumente usados incluem lactose e amido
de milho. Agentes lubrificantes, como estearato de magnésio, também
sdo normalmente adicionados. Para a forma de cépsula, diluentes Uteis
incluem lactose e amido de milho seco. Quando sdo necessarias
suspensdes aquosas, 0 ingrediente ativo pode ser combinado com

agentes emulsificantes e de suspensédo. Se desejado, certos agentes

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 124/369



120/180

adocantes, aromatizantes ou corantes também podem ser adicionados.
[00215] Outros exemplos de veiculos compreendidos pela
composicédo incluem, mas nao estéo limitados a, 6leo mineral, petrolato
liquido, petrolato branco, propileno glicol, polioxietileno, composto de
polioxipropileno, cera emulsificante e agua. Alternativamente, a
composicao pode ser formulada em uma locédo ou creme adequado. No
contexto da presente invencao, veiculos adequados incluem, mas nao
estdo limitados a, Oleo mineral, monoestearato de sorbitano,
polissorbato 60, cera de ésteres cetilicos, alcool cetearilico, 2-
octildodecanol, alcool benzilico e agua.

[00216] Em uma modalidade, uma composi¢ao da invencao pode
incluir anticorpos da invencéo, em que 0s anticorpos podem representar
pelo menos 50% em peso (por exemplo, 60%, 70%, 75%, 80%, 80%,
85%, 90%, 95 %, 96%, 97%, 98%, 99% ou mais) da proteina total na
composicdo. Em tal composicédo, os anticorpos estao preferivelmente
na forma purificada.

[00217] As composicbes farmacéuticas podem incluir um
antimicrobiano, particularmente se embalado em um formato de doses
multiplas. Eles podem compreender detergente, por exemplo, um
Tween (polissorbato), como o Tween 80. Os detergentes estéo
geralmente presentes em niveis baixos, por exemplo, inferiores a
0,01%. As composicdes também podem incluir sais de soédio (por
exemplo, cloreto de sédio) para dar tonicidade. Por exemplo, uma
concentracdo de 10 £ 2 mg/ml de NaCl é tipica.

[00218] Além disso, as composi¢cdes farmacéuticas podem
compreender um alcool de acUcar (por exemplo, manitol) ou um
dissacarideo (por exemplo, sacarose ou trealose), por exemplo, em
torno de 15 a 30 mg/ml (por exemplo, 25 mg/ml), particularmente se
forem para liofilizar ou se incluirem material que foi reconstituido de

material liofilizado. O pH de uma composicao para liofilizacdo pode ser
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ajustado entre 5 e 8, ou entre 55 e 7 ou cerca de 6,1 antes da
liofilizac&o.

[00219] As composicdes da invencdo também podem compreender
um ou mais agentes imunorreguladores. Em uma modalidade, um ou
mais dos agentes imunorreguladores incluem um adjuvante.

Producdo de Anticorpos

[00220] Os anticorpos de acordo com a invencado podem ser
produzidos por qualguer método conhecido na técnica. Por exemplo, um
anticorpo de estrutura pode ser fornecido e modificado geneticamente
na(s) regiao(des) do cotovelo. Para obter um anticorpo de estrutura, por
exemplo, a metodologia geral para produzir anticorpos monoclonais
usando a tecnologia de hibridoma € bem conhecida (Kohler, G. e
Milstein, C, 1975; Kozbar et al. 1983). Em particular, o método
alternativo de imortalizacdo por EBV descrito em WO 2004/076677 pode
ser usado.

[00221] Um método preferido é descrito em WO 2004/076677. Neste
método, as células B que produzem o anticorpo da invencdo Sao
transformadas com EBV e um ativador de células B policlonais.
Estimulantes adicionais de crescimento e diferenciacdo celular podem
opcionalmente ser adicionados durante a etapa de transformacao para
aumentar ainda mais a eficiéncia. Esses estimulantes podem ser
citocinas como IL-2 e IL-15. Em um aspecto, a IL-2 é adicionada durante
a etapa de imortalizagcdo para melhorar ainda mais a eficiéncia da
imortalizacdo, mas seu uso ndo é essencial. As células B imortalizadas
produzidas utilizando estes métodos podem entdo ser cultivadas
utilizando métodos conhecidos na técnica e anticorpos isolados das
mesmas.

[00222] Outro meétodo preferido é descrito em WO 2010/046775.
Neste método, as células plasmaticas sdo cultivadas em numero

limitado ou como células plasmaticas uUnicas em placas de cultura de
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microcavidades. Os anticorpos podem ser isolados a partir das culturas
de células plasmaticas. Além disso, a partir das culturas de células
plasmaticas, o0 RNA pode ser extraido e a PCR pode ser realizada
usando métodos conhecidos na técnica. As regibes VH e VL dos
anticorpos podem ser amplificadas por RT-PCR (PCR de transcriptase
reversa), sequenciadas e clonadas em um vetor de expressédo que é
entdo transfectado para células HEK293T ou outras células
hospedeiras. A clonagem de acido nucleico em vetores de expressao, a
transfeccdo de células hospedeiras, a cultura das células hospedeiras
transfectadas e o isolamento do anticorpo produzido podem ser feitos
usando quaisquer métodos conhecidos por alguém versado na técnica.
[00223] Fragmentos dos anticorpos da invencédo podem ser obtidos
de anticorpos por métodos que incluem digestdo com enzimas, tal como
pepsina ou papaina, e/ou por clivagem de ligacbes dissulfeto por
reducdo quimica. Alternativamente, os fragmentos dos anticorpos
podem ser obtidos por clonagem e expressao de parte das sequéncias
das cadeias pesada ou leve. Os "fragmentos" de anticorpo incluem
fragmentos Fab, Fab' e F(ab")a.

[00224] Por exemplo, a presente invencdo também fornece um
processo para a producdo de um anticorpo, ou um fragmento de ligacéo
a antigeno, de acordo com a presente invencao, caracterizado pelo fato
de que compreende:

— Transformar uma célula hospedeira eucaridtica por (por
exemplo, como descrito acima) incorporagcdo de uma ou mais moléculas
de acido nucleico, como descrito acima, codificando uma primeira
cadeia de polipeptideo e uma segunda cadeia de polipeptideo, por
exemplo, um vetor de acordo com a presente invencdo como descrito
acima;

— cultivar a célula hospedeira sob condi¢cdes adequadas

para que as referidas moléculas de acido nucleico sejam expressas;
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— causar ou permitir que as referidas primeira e segunda
cadeias de polipeptideos se combinem para formar o anticorpo, ou 0
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo; e

— opcionalmente, purificar o anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, do meio de cultura.
[00225] Técnicas padrdao de biologia molecular podem ser usadas
para preparar sequéncias de DNA que codificam os anticorpos ou
fragmentos de anticorpo da presente invencédo. As sequéncias de DNA
desejadas podem ser sintetizadas completamente ou em parte usando
técnicas de sintese de oligonucleotideos. As técnicas de mutagénese
direcionada ao sitio e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) podem
ser usadas conforme apropriado.
[00226] Qualquer célula hospedeira/sistema vetorial adequado
podem ser utilizados para expressao das sequéncias de DNA que
codificam as moléculas de anticorpo da presente invengdo ou
fragmentos das mesmas. Bactérias, por exemplo, E. coli, e outros
sistemas microbianos podem ser utilizados, em parte, para a expressao
de fragmentos de anticorpos, tais como fragmentos Fab e F(ab’)., e
especialmente fragmentos Fv e fragmentos de anticorpos de cadeia
Gnica, por exemplo, cadeia Fvs. Os sistemas de expressao de células
hospedeiras de mamiferos eucarioticos podem ser utilizados para a
producdo de moléculas de anticorpo maiores, incluindo moléculas de
anticorpo completas. Células hospedeiras de mamifero adequadas
incluem, mas nao estao limitadas a, células CHO, HEK293T, PER.CB6,
NSO, mieloma ou hibridoma.
[00227] Por exemplo, a linhagem celular pode ser transfectada com
dois vetores, um primeiro vetor que codifica a primeira cadeia de
polipeptideo, por exemplo, um polipeptideo de cadeia pesada e um
segundo vetor que codifica a segunda cadeia de polipeptideo, por

exemplo, um polipeptideo de cadeia leve. Alternativamente, um Unico
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vetor pode ser usado, o vetor incluindo sequéncias que codificam a
primeira e a segunda cadeia de polipeptideo, por exemplo,
polipeptideos de cadeia leve e cadeia pesada.

[00228] Os anticorpos podem ser ainda purificados, se desejado,
utilizando filtracdo, centrifugacéo e varios metodos cromatograficos, tal
como HPLC ou cromatografia por afinidade. Técnicas para purificacao
de anticorpos, por exemplo, anticorpos monoclonais, incluindo técnicas
para a producdo de anticorpos de grau farmacéutico, sdo bem
conhecidos na técnica.

Métodos e Usos

[00229] Em um aspecto adicional, a presente invencédo fornece a
utilizacdo do anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com a presente invencao, o acido nucleico de acordo com a
presente invenc¢ao, o vetor de acordo com a presente invencéo, a célula
de acordo com a presente invencéo ou a composicao (farmacéutica) de
acordo com a presente invencéo para uso em medicina.

[00230] Por conseguinte, a presente invencdo também fornece um
método de prevencdo ou tratamento de uma doenca ou distirbio em um
individuo compreendendo a etapa de administracdo do anticorpo, ou o
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente
invencao, o acido nucleico de acordo com a presente invencgéo, o vetor
de acordo com a presente invenc¢ao, a célula de acordo com a presente
invencdo ou a composicdo (farmacéutica) de acordo com a presente
invencdo ao individuo.

[00231] Entende-se que a uma ou mais especificidades do anticorpo,
ou o fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a
presente invencao, podem ser selecionadas de acordo com a doenga
ou distarbio a ser prevenido e / ou tratado. Por exemplo, para prevencgao
e / ou tratamento da malaria, o anticorpo ou fragmento de ligacdo a

antigeno do mesmo pode compreender uma especificidade contra um
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antigeno da malaria, por exemplo, um sitio de ligagdo ao antigeno
(formado por dominios variaveis) e / ou um (adicional) dominio funcional
na regido do cotovelo, que se liga especificamente a um antigeno da
malaria. Um exemplo do mesmo é um fragmento LAIR1 mutado como
aqui descrito, em particular um fragmento LAIR1 mutado como descrito
no documento WO 2016/207402 A1, por exemplo, compreendendo uma
sequéncia de aminoéacido de acordo com a SEQ ID NO: 13 ou uma sua
variante de sequéncia tendo pelo menos 70%, preferivelmente pelo
menos 75%, mais preferivelmente pelo menos 80%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente 90%,
particularmente preferivel 95% e mais preferivelmente pelo menos 98%
de identidade de sequéncia. Um anticorpo compreendendo essa
especificidade (tal sitio de ligacdo (antigeno)) pode ser particularmente
atil para fornecer imunidade a parasitas da malaria no estagio
sanguineo (em particular o Plasmodium falciparum).

[00232] Doencas a serem tratadas e / ou prevenidas pelo uso do
anticorpo / fragmento de ligacdo a antigeno de acordo com a presente
invencdo; a molécula de acido nucleico de acordo com a presente
invencdo; o vetor de acordo com a presente invencado; a célula de
acordo com a presente invencdo; ou a composicao de acordo com a
presente invenc¢ao inclui cancer, doencas infecciosas e disturbios de
auto-imunidade. Desse modo, o tratamento e / ou prevencao de cancer
e / ou doengas infecciosas é preferido.

[00233] De preferéncia, o anticorpo / fragmento de ligacéo a antigeno
de acordo com a presente invencéo; a molécula de acido nucleico de
acordo com a presente invencéo; o vetor de acordo com a presente
invencdo; a célula de acordo com a presente invencéo; ou a composi¢cao
de acordo com a presente invencdo pode ser utilizada para (a
preparacdo de um medicamento) a profilaxia, tratamento e / ou melhoria

de doencgas cancerigenas ou tumorais. Em geral, o termo "cancer" inclui

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 130/369



126/180

tumores solidos, em particular tumores solidos malignos, como
sarcomas, carcinomas e linfomas e cancer de sangue, como leucemias.
Os canceres incluem carcinomas, sarcomas, linfomas, leucemias,
tumores de células germinativas e blastomas.

[00234] De preferéncia, o anticorpo / fragmento de ligacdo a antigeno
de acordo com a presente invencdo; a molécula de acido nucleico de
acordo com a presente invencdo; o vetor de acordo com a presente
invencdo; a célula de acordo com a presente invencéo; ou a cComposi¢cao
de acordo com a presente invencdo pode ser utilizada para (a
preparacao de um medicamento) para a profilaxia, tratamento e / ou
melhoria de uma doenga infecciosa. As doengas infecciosas incluem
doencas infecciosas virais, retrovirais, bacterianas e protozooldgicas.
[00235] Além disso, o anticorpo / fragmento de ligacdo a antigeno de
acordo com a presente invencdo; a molécula de &cido nucleico de
acordo com a presente invencéo; o vetor de acordo com a presente
invencao; a célula de acordo com a presente invencao; ou a composicao
de acordo com a presente invencao pode ser utilizada para (a
preparacdo de um medicamento) para a profilaxia, tratamento e / ou
melhoria de disturbios autoimunes. Tipicamente, doencas autoimunes
surgem de uma resposta imune anormal do corpo contra substancias e
tecidos normalmente presentes no corpo (autoimunidade). Isso pode
ser restrito a certos 6rgdos ou pode envolver um tecido especifico em
sitios diferentes. As doencas autoimunes podem ser classificadas pelo
tipo correspondente de hipersensibilidade: tipo | (isto é, urticaria
induzida por soro autélogo), tipo I, tipo Il ou tipo IV.

[00236] Além disso, o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo, de acordo com a presente invencdo, o acido
nucleico de acordo com a presente invencéo, o vetor de acordo com a
presente invencédo, a célula de acordo com a presente invencdo ou a

composicao (farmacéutica) de acordo com a presente invencao para a
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presente invencao também pode ser util para diagnéstico (in vitro). Os
métodos de diagnostico podem incluir o contato de um anticorpo ou um
fragmento de anticorpo com uma amostra. Tais amostras podem ser
isoladas de um individuo, por exemplo, uma amostra de tecido isolada
coletada de, por exemplo, passagens nasais, cavidades sinusais,
glandulas salivares, pulméo, figado, pancreas, rim, ouvido, olho,
placenta, trato alimentar, coracdo, ovarios, pituitaria, adrenais, tireoide,
cérebro, pele ou sangue, preferivelmente plasma ou soro. Os métodos
de diagnéstico podem também incluir a deteccdo de um complexo de
antigeno / anticorpo, em particular apds o contato de um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo com uma amostra. Tal etapa de deteccéo é
tipicamente realizada na bancada, isto €, sem qualquer contato com o
corpo humano ou animal. Exemplos de métodos de deteccdo sdo bem
conhecidos do especialista na técnica e incluem, por exemplo, ELISA
(ensaio imunoabsorvente ligado a enzima).

[00237] Também para diagnostico, entende-se que a uma ou mais
especificidades do anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a presente invencdo, podem ser escolhidas de
acordo com a doencga ou distarbio a ser prevenido e / ou tratado,
essencialmente como descrito acima para prevencao e / ou tratamento
de doencas.

[00238] Além disso, a presente invencao também fornece um ensaio
para detectar um antigeno ou para quantificar a ligacdo ao antigeno,
compreendendo:

— incubar um antigeno com o anticorpo, ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, de acordo com a presente invengao sob
condi¢cBes que permitem a ligacdo do antigeno ao anticorpo polivalente;
e

— detectar a ligacdo antigeno-anticorpo.

[00239] Por exemplo, esse ensaio pode ser util no contexto do
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diagnostico como acima descrito.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[00240] A seguir, sera apresentada uma breve descricdo das figuras

em anexo. As figuras destinam-se a ilustrar a presente invengdo em
maiores detalhes. No entanto, ndo se destinam a limitar o objetivo da
invencao de forma alguma.

[00241] FEigural (A) anticorpo monoespecifico classico
compreendendo duas cadeias pesadas (cinza), cada uma com um Unico
dominio variavel VH e trés dominios constantes CH1, CH2 e CH3 e duas
cadeias leves (brancas), cada uma com um unico dominio variavel VL e
um dominio constante Unico CL. A regido do cotovelo é indicada por
setas.

(B) Exemplos preferidos de anticorpos de acordo com a
presente invencao (moléculas de Ig de insercao no cotovelo; IEI Ig)
derivados do anticorpo monoespecifico classico mostrado em (A):
anticorpo compreendendo um unico dominio funcional (adicional) na
regido do cotovelo de cadeia pesada, porém nenhuma insercdo de
cotovelo na cadeia leve; anticorpo compreendendo um Unico dominio
funcional (adicional) na regido do cotovelo de cada cadeia leve, porém
nenhum inserto de cotovelo na cadeia pesada; anticorpo
compreendendo um unico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada e de cada cadeia leve; anticorpo
compreendendo dois dominios funcionais (adicionais) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhum insercdo de cotovelo
na cadeia leve; e anticorpo compreendendo dois dominios funcionais
(adicionais) na regidao do cotovelo de cada cadeia leve, porém nenhuma
insercao de cotovelo na cadeia pesada.

(C) Exemplos preferidos de fragmentos de ligacdo a
antigeno e anticorpos de acordo com a presente invencado (moléculas

de Ig de insercdo no cotovelo; IEI Ig) derivados de fragmentos de
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anticorpo ou de anticorpos biespecificos: fragmento F (ab) 2
compreendendo um unico (adicional) funcional dominio na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhuma insercéo de cotovelo
na cadeia leve; Fragmento F(ab). compreendendo um dominio funcional
(adicional) unico na regido do cotovelo de cada cadeia leve, porém
nenhum inserto de cotovelo na cadeia pesada; Fragmento Fab
compreendendo um Unico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhum inserto de cotovelo na
cadeia leve; Fragmento Fab compreendendo um dnico dominio
funcional (adicional) na regido do cotovelo de cada cadeia leve, porém
nenhum inserto de cotovelo na cadeia pesada; Anticorpos de troca de
braco de CrossMab/Puxadores em orificios/Fab ortogonal/Fab,
compreendendo um unico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de uma Unica cadeia pesada, porém nenhuma insercdo de
cotovelo nas cadeias leves e na outra cadeia pesada; scFv-(H)IgG
compreendendo um unico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhuma insercéo de cotovelo
na cadeia leve; IgG (H) -scFv compreendendo um Unico dominio
funcional (adicional) na regiao do cotovelo de cada cadeia pesada,
porém nenhuma insercdo de cotovelo na cadeia leve; scFv-(L)IgG
compreendendo um unico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhuma insercéo de cotovelo
na cadeia leve; IgG(L)-scFv compreendendo um Uunico dominio
funcional (adicional) na regidao do cotovelo de cada cadeia pesada,
porém nenhuma insercdo de cotovelo na cadeia leve; e DVD-Ig
compreendendo um uUnico dominio funcional (adicional) na regido do
cotovelo de cada cadeia pesada, porém nenhuma insercéo de cotovelo
na cadeia leve.

[00242] Figura2 mostra para o0 Exemplo 1 um esquema das sete

construcdes de anticorpos de acordo com a presente invencao (C2 a
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C8) em comparacédo com 0s anticorpos estrutura (GCE536, C1).
[00243] FEigura 3 mostra para o Exemplo 2 os valores de EC50
determinados por analise de regressao nao linear dos valores de ligagao
(DO) e concentracdes relativas de anticorpos nos testes ELISA feitos
usando um conjunto de antigenos ou anticorpos anti-dominio. As
construcfes também foram testadas quanto a ligacdo a IEs (isolado
9215) e valores de ligacéo (%) em uma concentragdo de 1 ug / ml sdo
mostrados.

[00244] Eigura 4 mostra para o Exemplo 3 as curvas de ligacao de
SPR de C4 e diferentes controles para GM-CSF e colageno. C4 e C5
gue usam GCE536 como estrutura ligam-se ao GM-CSF, porém
somente C4 é entdo ligado por colageno. Os anticorpos FI174 néo
especificos e MGDYCA especificos de colageno ndo mostram qualquer
sinal de ligacéo especifico.

[00245] FEigura5 mostra para o Exemplo 3 as curvas de ligagcao a
SPR de C4 e diferentes controles para GM-CSF e colageno. C4 e
GCE536 se ligam ao GM-CSF, porém somente C4 é entdo reconhecido
por coladgeno. O anticorpo MGDYA especifico de colageno liga-se
apenas ao colageno. O anticorpo de controle TT107 é um anticorpo
monoclonal especifico do TT, que ndo mostra qualquer sinal de ligacéo
especifico no experimento SPR.

[00246] FEigura 6 mostra para 0 Exemplo 4 as curvas de ligagcao a
ELISA das construgcdes C5, C5b, C6 e C6b ao GM-CSF ou por
anticorpos anti-PD1 ou anti-SLAM, em comparagcdo com o anticorpo
estrutura (GCE536). As construcdes C5 e C5b contendo PD1 e as
construcdes C6 e C6b contendo SLAM séo reconhecidas por anticorpos
anti-PD1 ou anti-SLAM, respectivamente. Todas as construcdes se
ligam ao GM-CSF como GCES36. A presenca de ligantes em C5b e C6
nao afeta a ligacao.

[00247] Eigura 7 mostra para o Exemplo 6 a curva de ligacéo a
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ELISA de um anticorpo Strep-tactina para a construcdo C9 em
comparacgdo com a estrutura C1b. O marcador Twin Strep inserido no
cotovelo da construcdo C9 é especificamente reconhecida pelo
anticorpo Strep-tactina.

[00248] FEigura 8 mostra para o Exemplo 7 um esquema das quatro
construcdes de anticorpos adicionais (C9 a C12) em comparacdo com
0 anticorpo estrutura (FI174).

[00249] Eigura 9 mostra para o Exemplo 8 as curvas de ligagao
SPR de C9 e C10 e diferentes controles para H1 e TT. C9 e C10
mostram ligacdo dupla a H1L e TT. TT107 é um anticorpo monoclonal
especifico de TT.

[00250] Figura 10 mostra para o Exemplo 8 as curvas de
ligacdo de SPR de C11 e C12 e diferentes controles a proteina H1 e
RSV. C11 e C12 mostram ligacdo dual a H1 e aa proteina RSV F. MPES8
€ um anticorpo monoclonal especifico da proteina RSV F.

EXEMPLOS

[00251] A seguir, sdo apresentados exemplos particulares que

ilustram varias modalidades e aspectos da invencdo. No entanto, a
presente invencao néo deve ser limitada em escopo pelas modalidades
especificas aqui descritas. As preparacdes e exemplos a seguir sao
dados para permitir aos versados na técnica entender e praticar mais
claramente a presente invencao. A presente invengao, no entanto, nao
e limitada em escopo pelas modalidades exemplificadas, que sao
pretendidas como ilustracbes de aspectos Unicos da invencdo, e
meétodos que sao funcionalmente equivalentes estdo dentro do escopo
da invencéo. De facto, varias modificacdes da invencdo para além das
aqui descritas tornar-se-ao facilmente evidentes para aqueles versados
na técnica a partir da descricdo anterior, figuras acompanhantes e
exemplos abaixo. Todas essas modificacbes se enquadram no escopo

das reivindicagdes anexas.
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Exemplo 1: Projeto e construcdo de variantes de anticorpo que
inserem diferentes dominios funcionais similares a lg naregido do
cotovelo dos anticorpos estrutura.
[00252] Para investigar o efeito de dominios funcionais distintos
(adicionais) inseridos na regido do cotovelo de um anticorpo na
especificidade do anticorpo, foram projetadas sete construcdes
diferentes (denominadas “C2 - C8”), nas quais o LAIR1 ndo mutado
(SEQ ID NO: 12) LAIR 1 mutado (SEQ ID NO: 13) ou outros dominios
similares a Ig foram inseridos na regiao do cotovelo de um anticorpo que
foi usado como andaime. As construcdes C2 - C3 tém a mesma regido
constante completa de cadeia pesada que a construgéo C1 (VH: SEQ
ID NO: 5, VL: SEQ ID NO: 6, regiao constante de cadeia pesada: SEQ
ID NO: 3, regidao constante da cadeia leve: SEQ ID NO: 7). As
construcdes C4 - C6 tém a mesma regido constante completa de cadeia
pesada que o anticorpo GCE536 (VH: SEQ ID NO: 1, VL: SEQ ID NO:
2, regiao constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, constante da
cadeia kappa leve regido: SEQ ID NO: 4; Piccoli, L., et al. Neutralizacao
e depuracdo de GM-CSF por autoanticorpos em proteinose alveolar
pulmonar. Nature Communications 6, 7375 (2015)). As constructes C7
- C8 tém a mesma regido constante completa de cadeia pesada que a
construcédo C1b (VH: SEQ ID NO: 8, VL: SEQ ID NO: 9, regido constante
de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido constante de cadeia leve: SEQ
ID NO: 4). A cadeia leve das construgbes ndo foi modificada em
comparacado com o0s anticorpos estrutura. Todas as construc¢des foram
finalmente expressas como anticorpos monoclonais (cadeias pesadas e
leves).
[00253] As seguintes construcdes foram produzidas e sao mostradas
esquematicamente na Figura 2:

1. "C1" (VH: SEQ ID NO: 5, VL: SEQ ID NO: 6, regiao

constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido constante da cadeia
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leve lambda: SEQ ID NO: 7) €& um anticorpo monoespecifico
recombinante para fins de controle. C1 é formado por (nesta ordem do
terminal N ao C): o produto da expressdo de um segmento de gene V
(variavel) de um dominio variavel de cadeia pesada ("VH3-30"); o
produto de expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um
dominio variavel de cadeia pesada ("D"); o produto de expressao de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada ("JH6"); o produto de expressao de um segmento de
gene C (constante) de uma regido constante de cadeia pesada (isétipo
IgG1); e em uma cadeia separada: o produto de expressdo de um
segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia leve e
o produto de expresséo de um elemento de segmento de gene J (Unido)
de um dominio variavel de cadeia leve; o produto de expressdo de um
segmento de gene C (constante) de uma regido constante lambda de
cadeia leve.

2. "C1b" (VH: SEQ ID NO: 8, VL: SEQ ID NO: 9, regiao
constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido constante kappa da
cadeia leve: SEQ ID NO: 4) é um anticorpo monoespecifico
recombinante para fins de controle. C1 é formado por (nesta ordem do
terminal N ao C): o produto da expressao de um segmento de gene V
(varidvel) de um dominio varidvel de cadeia pesada ("VH3-20"); o
produto de expressado de um segmento de gene D (diversidade) de um
dominio variavel de cadeia pesada ("D"); o produto de expressao de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada ("JH3"); o produto de expressdo de um segmento de
gene C (constante) de uma regido constante de cadeia pesada (isétipo
IgG1); e em uma cadeia separada: o produto de expressdo de um
segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia leve e
o produto de expresséo de um elemento de segmento de gene J (Unido)

de um dominio variavel de cadeia leve; o produto de expressdo de um
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segmento de gene C (constante) de uma regido constante kappa de
cadeia leve.

3. Na construgdo "C2", um fragmento LAIR-1 mutado
("LAIR1™"; SEQ ID NO: 13) foi inserido na regido do cotovelo do
anticorpo monoespecifico recombinante "C1" (ver acima). No fragmento
LAIR1 mutado, a ligacdo de LAIR1 ao colageno é abolida, porém o
fragmento LAIR1 mutado liga-se fortemente aos eritrocitos infectados
por P. falciparum (Tan, J., Pieper, K., Piccoli, L., et al., Uma insercdo de
LAIR1 gera anticorpos amplamente reativos contra antigenos variantes
da malaria. Nature 529, 105-109 (2016); WO 2016/207402 Al). A
construcéo "C2" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 53, cadeia leve
completa: SEQ ID NO: 54) é formada por (nesta ordem do terminal N ao
C): o produto de expresséo de um segmento de gene V (variavel) de um
dominio variavel de cadeia pesada de C1 ("VH3-30"); o produto de
expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um dominio
varidvel de cadeia pesada de C1 ("D"); o produto de expressdo de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada de C1 ("JH6"); o produto de expressdo do fragmento
LAIR-1 mutado de MGD21 ("LAIR1P?"); o produto de expresséo de um
segmento de gene C (constante) de uma regiao constante de cadeia
pesada (is6tipo 1gGl); e em uma cadeia separada: o produto de
expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel
de cadeia leve de C1 e o produto de expressdao de um elemento de
segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia leve de
C1,; o produto de expressédo de um segmento de gene C (constante) de
uma regiao constante da cadeia leve.

4. Na construcao "C3", um fragmento LAIR-1 ndo mutado
("LAIR1%™; SEQ ID NO: 12) foi inserido na regidao do cotovelo do
anticorpo monoespecifico recombinante "C1" (ver acima). A construcao

"C3" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 55, cadeia leve completa:
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SEQ ID NO: 54) é formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o
produto de expressao de um segmento de gene V (varidvel) de um
dominio variavel de cadeia pesada de C1l ("VH3-30"); o produto de
expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um dominio
variavel de cadeia pesada de C1 ("D"); o produto de expressao de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada de C1 ("JH6"); o produto de expressdo do fragmento
LAIR-1 ndao mutado ("LAIR1%"™); o produto de expressdo de um
segmento de gene C (constante) de uma regiao constante de cadeia
pesada (isotipo IgGl); e em uma cadeia separada: o produto de
expressao de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel
de cadeia leve de C1 e o produto de expressdao de um elemento de
segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia leve de
C1; o produto de expressao de um segmento de gene C (constante) de
uma regiao constante da cadeia leve.

5. Na construgéo "C4", um fragmento LAIR-1 ndo mutado
("LAIR1%™; SEQ ID NO: 13) foi inserido na regido do cotovelo do
anticorpo GCE536. A construcdo "C4" (cadeia pesada completa: SEQ
ID NO: 56, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 57) é formada por (nesta
ordem do terminal N ao C): o produto de expressao de um segmento de
gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536
("VH1-46"); o produto de expressao de um segmento de gene D
(diversidade) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536
("D"); o produto de expressao de um elemento do segmento de gene J
(Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536 ("JH6");
o produto de expressao do fragmento LAIR-1 ndo mutado ("LAIR1gen");
o produto de expressdo de um segmento de gene C (constante) de uma
regido constante de cadeia pesada (isétipo IgG1l); e em uma cadeia
separada: o produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel)

de um dominio variavel de cadeia leve de GCE536 e o produto de
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expressdo de um elemento de segmento de gene J (Unido) de um
dominio variavel de cadeia leve de GCE536; o produto de expressao de
um segmento de gene C (constante) de uma regido constante da cadeia
leve.

6. Na construcdo "C5", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula PD1 ("PD1"; SEQ ID NO: 14) foi inserido na regido do
cotovelo do anticorpo GCE536. A construgdo "C5" (cadeia pesada
completa: SEQ ID NO: 58, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 57) é
formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o produto de expressao
de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("VH1-46"); o produto de expressdo de um
segmento de gene D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("D"); o produto de expressao de um elemento do
segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada
de GCE536 ("JH6"); o produto de expressdo de um dominio extracelular
similar a Ig da molécula PD1 ("PD1"); o produto de expressdo de um
segmento de gene C (constante) de uma regiao constante de cadeia
pesada (is6tipo 1gGl); e em uma cadeia separada: o produto de
expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel
de cadeia leve de GCE536 e o0 produto de expressao de um elemento
de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia leve
de GCE536; o produto de expressdao de um segmento de gene C
(constante) de uma regido constante da cadeia leve.

7. Na construcao "C5b", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula PD1 ("PD1"; SEQ ID NO: 14) com sequéncias intrbnicas de
flanqueamento ("JH-PD1 de 15-mer"; SEQ ID NO: 49 e ligantes "PD1-
CH1 de 15-mer"; SEQ ID NO: 50) foi inserido na regiao do cotovelo do
anticorpo GCE536. A construcdo "C5" (cadeia pesada completa: SEQ
ID NO: 59, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 57) é formada por (nesta

ordem do terminal N ao C): o produto de expressao de um segmento de
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gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536
("VH1-46"); o produto de expressao de um segmento de gene D
(diversidade) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536
("D"); o produto de expressdo de um elemento do segmento de gene J
(Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada de GCE536 ("JH6");
o produto de expresséao de um ligante ("JH-PD1 de 15-mer"); o produto
de expressao de um dominio similar a Ig extracelular da molécula PD1
("PD1"); o produto de expressédo de um ligante ("PD1-CH de 15-mer");
o produto de expressao de um segmento de gene C (constante) de uma
regido constante de cadeia pesada (isétipo IgG1l); e em uma cadeia
separada: o produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel)
de um dominio variavel de cadeia leve de GCE536 e o produto de
expressdo de um elemento de segmento de gene J (Unido) de um
dominio variavel de cadeia leve de GCE536; o produto de expressao de
um segmento de gene C (constante) de uma regido constante kappa de
cadeia leve.

8. Na construcdo "C6", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula SLAM ("SLAM"; SEQ ID NO: 15) foi inserido na regido do
cotovelo do anticorpo GCE536. A construcdo "C6" (cadeia pesada
completa: SEQ ID NO: 60, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 57) é
formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o produto de expresséo
de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("VH1-46"); o produto de expressdao de um
segmento de gene D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("D"); o produto de expressao de um elemento do
segmento de gene J (Unido) de um dominio varidvel de cadeia pesada
de GCE536 ("JH6"); o produto de expressdo de um dominio extracelular
similar a Ig da molécula SLAM ("SLAM"); o produto de expressao de um
segmento de gene C (constante) de uma regiao constante de cadeia

pesada (isotipo IgGl); e em uma cadeia separada: o produto de
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expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel
de cadeia leve de GCE536 e o produto de expressao de um elemento
de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia leve
de GCE536; o produto de expressao de um segmento de gene C
(constante) de uma regido constante da cadeia leve.

9. Na construcao "C6b", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula SLAM ("SLAM"; SEQ ID NO: 15) com sequéncias intrdnicas
de flanqueamento ("JH-SLAM de 15-mer"; SEQ ID NO: 51 e "15-
"SLAM-CH1" ligantes”; SEQ ID NO: 52) foi inserido na regido do
cotovelo do anticorpo GCE536. Construcdo “C6” (cadeia pesada
completa: SEQ ID NO: 61, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 57) é
formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o produto de expressao
de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("VH1-46"); o produto de expressdo de um
segmento de gene D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia
pesada de GCE536 ("D"); o produto de expressdo de um elemento do
segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada
de GCES536 ("JH6"); o produto de expresséo de um ligante ("JH-SLAM
de 15-mer"); o produto de expressdo de um dominio extracelular similar
a Ilg da molécula SLAM ("SLAM"); o produto de expressao de um ligante
("15-mer SLAM-CH"); o produto de expressao de um segmento de gene
C (constante) de uma regido constante de cadeia pesada (isétipo 1gG1);
e em uma cadeia separada: o produto de expressao de um segmento
de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia leve de GCE536
e o0 produto de expressdo de um elemento de segmento de gene J
(Unido) de um dominio variavel de cadeia leve de GCE536; o produto
de expressao de um segmento de gene C (constante) de uma regiao
constante kappa de cadeia leve.

10. Na construcao "C7", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula PD1 ("PD1"; SEQ ID NO: 14) foi inserido na regido do
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cotovelo do anticorpo monoespecifico recombinante "C1b" (ver acima).
A construgao "C7" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 62, cadeia
leve completa: SEQ ID NO: 63) é formada por (nesta ordem do terminal
N ao C): o produto de expressao de um segmento de gene V (variavel)
de um dominio variavel de cadeia pesada ("VH3-20"); o produto de
expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um dominio
variavel de cadeia pesada ('D"); o produto de expressdao de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada ("JH3"); o produto de expressdo de um dominio
extracelular similar a Ig da molécula PD1 ("PD1"); o produto de
expressdo de um segmento de gene C (constante) de uma regiao
constante de cadeia pesada (isotipo IgG1); e em uma cadeia separada:
o0 produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um
dominio variavel de cadeia leve e o produto de expressdo de um
elemento de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia leve; o produto de expressdao de um segmento de gene C
(constante) de uma regido constante da cadeia leve.

11. Na construcdo "C8", um dominio extracelular similar a Ig
da molécula SLAM ("SLAM"; SEQ ID NO: 15) foi inserido na regido do
cotovelo do anticorpo monoespecifico recombinante "C1b" (ver acima).
A construcao "C8" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 64, cadeia
leve completa: SEQ ID NO: 63) é formada por (nesta ordem do terminal
N ao C): o produto de expressao de um segmento de gene V (variavel)
de um dominio variavel de cadeia pesada ("VH3-20"); o produto de
expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um dominio
variavel de cadeia pesada ('D"); o produto de expressdo de um
elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada ("JH3"); o produto de expressdo de um dominio
extracelular similar a Ig da molécula SLAM ("SLAM"); o produto de

expressdo de um segmento de gene C (constante) de uma regido
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constante de cadeia pesada (isotipo IgG1); e em uma cadeia separada:
o produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um
dominio variavel de cadeia leve e o produto de expressdo de um
elemento de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia leve; o produto de expressdo de um segmento de gene C
(constante) de uma regido constante da cadeia leve.

Exemplo 2: Dominios similares a Ilg podem ser inseridos na regiao
do cotovelo de anticorpos, resultando em anticorpos funcionais
[00254] As oito construcdes de anticorpos descritas no Exemplo 1
foram produzidas de forma recombinante por transfeccao transitoria.
Para este fim, as cadeias pesada e leve do anticorpo foram clonadas
nos vetores de expressao de IgG1, Igk e IgA humana e expressas por
transfeccao transitoria de células Expi293F (ThermoFisher Scientific)
usando polietilenimina (PEIl). As linhagens celulares foram
rotineiramente testadas quanto a contaminacao por micoplasma.
[00255] Em seguida, as construcdes de anticorpo C1 - C8 e o
anticorpo de controle GCE536 (ver Exemplo 1) foram testadas para a
coloracdo de 9215 IEs (eritrécitos infectados) e os valores de ligacdo
(%) na concentragédo de 1 ug / ml de anticorpos foram calculados por
interpolacéo de curvas de ligacdo ajustadas a um modelo de curva
sigmoidal (Graphpad Prism 6). Além disso, a ligacdo ao colageno
humano recombinante, anticorpo LAIR1 anti-humano, GM-CSF humano
recombinante, um anticorpo anti-PD1 e anti-SLAM foi testada por
ELISA. Em sintese, as IgGs totais foram quantificadas usando placas
MaxiSorp de 96 cavidades (Nunc) revestidas com IgG anti-humana de
cabra (SouthernBiotech, 2040-01) usando o Material de Referéncia
Certificado 470 (ERMs-DA470, Sigma-Aldrich) como padrdo. Para
testar a ligacdo especifica das constru¢cdes de anticorpos, as placas
ELISA foram revestidas com 2 pg ml! de coldgeno humano

recombinante tipo | (Millipore, CC050), 2 ug ml* de um anticorpo anti-
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LAIR1 anti-humano (clone DX26, BD Biosciences 550810), 1 ug mlt de
GM-CSF humano recombinante (Gentaur), 2 ug mlt de um anticorpo
anti-PD1 ou anti-SLAM (R&D Systems, AF1086 e AF164). As placas
foram bloqueadas com albumina de soro bovina a 1% (BSA) e
incubadas com anticorpos titulados, seguidos por IgG anti-humana de
cabra conjugada com AP, Fragmento Fcy especifico (Jackson Immuno
Research, 109-056-098). As placas foram entéo lavadas, o substrato (p-
NPP, Sigma) foi adicionado e as placas foram lidas a 405 nm.

[00256] Os resultados dos diferentes estudos de ligacdo sao
mostrados na Figura 3. Construcdes de anticorpos que transportam IEs
manchados com LAIR1 foram reconhecidas por um anticorpo anti-
LAIR1. A insercdo de dominios similares a Ig LAIR1, PD1 ou SLAM Ig
na regidao do cotovelo de um anticorpo anti-GM-CSF néo afetou a
ligacdo a GM-CSF (construgcbes C4 - C6), indicando que este sitio €
permissivo para insercdes de diferentes dominios sem afetar a
especificidade do anticorpo original. Ao contrario, a insercdo de LAIR1
no CDR3 aboliu a ligacdo a GM-CSF (dados ndo mostrados). Por
conseguinte, a regido de cotovelo € permissiva para inser¢cdes de
diferentes dominios, sem afetar a especificidade do anticorpo original.
Exemplo 3: Construgfes que contém um dominio similar a Ig no
cotovelo podem se ligar simultaneamente a dois antigenos
diferentes

[00257] Para testar se as construcdes biespecificas portadoras de
um sitio de ligacdo na regido do cotovelo sdo capazes de se ligar
simultaneamente com as especificidades, a ligacdo simultanea foi
investigada por ressonancia de plasmoénio de superficie (SPR). Para
esse fim, a construcdo biespecifica C4, que possui uma regidao V(D)J
especifica para GM-CSF e transporta LAIR1 n&o-mutado (sitio de
ligacdo ao colageno) no cotovelo, foi testada quanto a ligacéo

simultanea ao GM-CSF e ao colageno por ressonancia de plasmonio de
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superficie (SPR).

[00258] Em um experimento, 0 GM-CSF foi imobilizado na superficie
de um chip sensor e as constru¢cdes foram injetadas, seguidas pela
injecao de coldgeno. Os anticorpos C5 e GCE536 (cf. acima), anticorpo
MGDYCA (contém LAIR1 ndo-mutado e sdo, portanto, capazes de se
ligar ao colageno; Tan, J., Pieper, K., Piccoli, L., et al. Uma insercéo de
LAIR1 gera anticorpos amplamente reativos contra antigenos variantes
da malaria. Nature 529, 105-109 (2016); VH: SEQ ID NO: 71, VL: SEQ
ID NO: 72, regido constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido
constante da cadeia leve: SEQ ID NO: 4) e anticorpo FI174 (especifico
para a hemaglutinina influenza H1; Pappas, L., et al. Desenvolvimento
rapido de anticorpos neutralizantes da influenza amplamente por meio
de mutacOes redundantes. Nature 516, 418-422 (2014); (VH: SEQ ID
NO: 10, VL: SEQ ID NO: 11, regiao constante de cadeia pesada: SEQ
ID NO: 3, regido constante da cadeia leve: SEQ ID NO: 4) foram
utiizadas como controles. Em sintese, GM-CSF (200 nM) foi
estabilizado em tampé&o acetato a 10 mM, pH 4,5 e imobilizado em um
chip ProteOnsensor (Bio-Rad) de etil (dimetilaminopropil)carbodiimida /
N-hidroxissuccinimida (EDC / NHS) pré-ativado através de acoplamento
de amina; grupos nao reagidos foram bloqueados por injecao de HCl de
etanolamina a 1M. salina tamponada HEPES (HBS) (HEPES a 10 mM,
pH 7,4, NaCl a 150 mM, EDTA a 3 mM, tensoativo Tween-20 a 0,005%)
foi utilizado como tampé&o de execucéo. Todas as injecdes foram feitas
com uma taxa vazao de 100 pl / min. Os anticorpos monoclonais foram
diluidos em HBS a 10 nM e injetados por 240 s no chip revestido com
GM-CSF, seguido por injecdo de colageno (50 nM) por 120 s. Um canal
do chip foi injetado com HBS e usado como referéncia para a analise.
Cada interacéo de ligacao dos anticorpos monoclonais a GM-CSF e ao
colageno foi avaliada usando um instrumento ProteONXPR36 (Bio-Rad)

e os dados foram processados com o software ProteOn Manager.
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[00259] Os resultados sdo mostrados na Figura 4. Ambas as
construgbes C4 e C5, que usam GCE536 como estrutura (veja o
Exemplo 1), ligam-se a GM-CSF. De C4 e C5, apenas C4 (que
transporta LAIR1 na regido do cotovelo - enquanto C5 transporta um
dominio similar a Ig de PD1 na regido do cotovelo) é entdo ligado por
colageno. O anticorpo monoespecifico anti-GM-CSF GCES536 liga-se
apenas a GM-CSF, porém nao ao colageno. O anticorpo anti-H1 FI174
e o anticorpo MGDVY*A especifico de colageno ndo mostram qualquer
sinal de ligacdo especifico. Em resumo, esses dados mostram que a
construcéo biespecifica C4 liga-se a GM-CSF e em seguida o colageno
liga-se ao dominio LAIR1 de C4.

[00260] Em um segundo experimento, a proteina A foi utilizada para
capturar a construcao seguida de coinjecao dos analitos (GM-CSF
seguido de colageno). Neste experimento, 0os anticorpos GCE536 e
MGDYCA (todos descritos nos Exemplos 1 e 2) e o anticorpo TT107
(especifico para o toxoide tetanico (TT); VH: SEQ ID NO: 73, VL: SEQ
ID NO: 74, regido constante de cadeia pesada: SEQ ID NO: 3, regido
constante da cadeia leve: SEQ ID NO: 4) foram utilizados como
controles. Em sintese, a proteina A (25 ug / ml) foi estabilizada em
tampéo acetato a 10 mM, pH 4,5 e imobilizada em um chip
ProteOnsensor (Bio-Rad) pré-ativado, de etil (dimetilaminopropil)
carbodiimida / N-hidroxissuccinimida (EDC / NHS) através de
acoplamento de amina; os grupos nao reagidos foram bloqueados por
injecdo de HCI de etanolamina a 1M. Salina tamponada por HEPES
(HBS) (HEPES a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150 mM, EDTA a 3 mM,
tensoativo Tween-20 a 0,005%) como tampéao de execucdo. Todas as
injecbes foram feitas com uma taxa de vaz&do de 100 pl / min. Os
anticorpos monoclonais foram diluidos em HBS a 10 nM e injetados por
240 s no chip revestido com Proteina A para captura, seguido por

coinjecdo de colageno GM-CSF (50 nM) imediatamente seguido por
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colageno (50 nM) por um total de 110 s. Um canal do chip foi injetado
com HBS e usado como referéncia para a analise. Cada interacéo de
ligacdo dos anticorpos monoclonais a GM-CSF e colageno foi avaliada
usando um instrumento ProteONXPR36 (Bio-Rad) e os dados foram
processados com o software ProteOn Manager.

[00261] Os resultados sdo mostrados na Figura 5. A construcdo C4
e GCE536 ligam-se a GM-CSF. No entanto, apenas C4 é entdo
reconhecido pelo colageno. O anticorpo MGDY®A especifico de
colageno liga-se apenas ao colageno. O anticorpo de controle TT107 é
um anticorpo monoclonal especifico para TT (toxoide tetanico), que nao
mostra qualquer sinal de ligacdo especifico neste experimento de SPR.
Em resumo, esses resultados mostram que constru¢gdes contendo um
dominio funcional (adicional), tal como um dominio similar a Ig, na
regido do cotovelo podem simultaneamente se ligar a (i) parceiro de
ligacdo do sitio de ligacdo do cotovelo e (ii) o antigeno reconhecido
pelos dominios variaveis do anticorpo estrutura.

Exemplo 4: Dominios similares a Ig podem ser inseridos

juntamente com ligantes de flanqueamento na regido do cotovelo
de anticorpos, resultando em anticorpos funcionais.

[00262] As construcBes de anticorpo C5b e C6b contém o mesmo
dominio (PD1 ou SLAM) inserido no cotovelo nas construcdes C5 e C6,
respectivamente, com dois ligantes de aminoacidos adicionais de 15-
mers inseridos entre JH e o dominio e entre o0 dominio e CH1. As
construcbes foram testadas quanto a ligacdo a GM-CSF humano
recombinante, um anticorpo anti-PD1 e anti-SLAM por ELISA. Em
sintese, as IgGs totais foram quantificadas usando placas MaxiSorp de
96 cavidades (Nunc) revestidas com IgG anti-humana de cabra
(SouthernBiotech, 2040-01) usando o Material de Referéncia Certificado
470 (ERMs-DA470, Sigma-Aldrich) como um padrdo. Para testar a

ligacdo especifica das construcbes de anticorpos, as placas ELISA

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 149/369



145/180

foram revestidas com 1 pg mlt de GM-CSF humano recombinante
(Gentaur), 2 ug mlt de um anticorpo anti-PD1 ou anti-SLAM (R&D
Systems, AF1086 e AF164). As placas foram blogueadas com albumina
de soro bovino a 1% (BSA) e incubadas com anticorpos titulados,
seguidos por IgG anti-humana de cabra conjugada com AP, especifica
do fragmento Fcy (Jackson Immuno Research, 109-056-098). As placas
foram entdo lavadas, o substrato (p-NPP, Sigma) foi adicionado e as
placas foram lidas a 405 nm.

[00263] Os resultados dos diferentes estudos de ligacdo sao
mostrados na Figura 6. A insercdo de dominios similares a Ig PD1 ou
SLAM com ligantes de flanqueamento na regido do cotovelo de um
anticorpo anti-GM-CSF nao afetou a ligacdo a GM-CSF, indicando que
este sitio é permissivo para inser¢cdes também de dominios diferentes
com ligantes de flanqueamento sem afetar a especificidade do anticorpo
original. Além disso, a presenca dos ligantes ndo alterou o dominio do
similar a Ig, uma vez que C5 e C5b foram igualmente reconhecidos por
um anticorpo anti-PD1. Resultados similares foram obtidos para C6 e
C6b reconhecidos por um anticorpo anti-SLAM. Tomadas em conjunto,
estas descobertas sugerem que os dominios podem ser inseridos no
cotovelo com ligantes adicionais que distanciam tais dominios da
principal estrutura de anticorpos. Sem estar vinculado a qualquer teoria,
supdbe-se que os ligantes possam fornecer flexibilidade realcada da
insercao.

Exemplo 5: Projeto de um anticorpo contendo um marcador
molecular inserido naregido do cotovelo

[00264] Parainvestigar a possibilidade de usar um marcador inserido
na regiao do cotovelo de um anticorpo para deteccao de anticorpos, foi
projetada uma construcdo (denominada "C9"), na qual um marcador
Strep duplo foi inserida na regido do cotovelo de cadeia pesada do

andaime anticorpo C1b (cf. Exemplo 1). A cadeia leve da construgéo
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nao foi modificada em comparacdo com o0 anticorpo estrutura. A
construcéo foi finalmente expressa como anticorpo monoclonal (cadeias
pesadas e leves).

[00265] A construcdo "C9" € mostrada esquematicamente na Figura
2. Na construcdo "C9", um marcador Strep duplo ("2XST"; SEQ ID NO:
20) foi inserido na regido do cotovelo de um anticorpo monoespecifico
recombinante "C1b" (veja acima). A construcdo "C9" (cadeia pesada
completa: SEQ ID NO: 65, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 63) é
formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o produto de expressao
de um segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia
pesada ("VH3-20"); o produto de expressao de um segmento de gene
D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia pesada ('D"); o
produto de expressao de um elemento do segmento de gene J (Unido)
de um dominio variavel de cadeia pesada ("JH3"); o produto de
expressdo de um marcador Strep duplo ("2XST"); o produto de
expressdo de um segmento de gene C (constante) de uma regiao
constante de cadeia pesada (isotipo IgG1); e em uma cadeia separada:
0 produto de expressdo de um segmento de gene V (varidvel) de um
dominio variavel de cadeia leve e o produto de expressdo de um
elemento de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia leve; o produto de expressdao de um segmento de gene C
(constante) de uma regido constante kappa de cadeia leve.

Exemplo 6: Marcadores moleculares podem ser inseridos naregiao
do cotovelo de anticorpos, resultando em anticorpos funcionais.
[00266] A construcédo de anticorpo "C9" descrita no Exemplo 5 foi
produzida de forma recombinante por transfeccao transitéria. Para este
fim, as cadeias pesada e leve de anticorpos foram clonadas nos vetores
de expressdo de IgG1 e Igk humanas e expressas por transfecgao
transitoria de células Expi293F (ThermoFisher Scientific) usando

polietilenimina (PEI). As linhagens celulares foram rotineiramente
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testadas quanto a contaminacéo por micoplasma.

[00267] Em seguida, a construcdo de anticorpo C9 e o anticorpo de
controle C1b (ver Exemplo 1) foram testados quanto ao reconhecimento
pela molécula de Strep-tactina especifica de marcador de Strep por
ELISA. Em sintese, as IgGs totais foram quantificadas usando placas
MaxiSorp de 96 cavidades (Nunc) revestidas com IgG anti-humana de
cabra (SouthernBiotech, 2040-01) usando o Material de Referéncia
Certificado 470 (ERMs-DA470, Sigma-Aldrich) como padrdo. Para
testar o reconhecimento especifico da constru¢cdo do anticorpo, as
placas ELISA foram revestidas com 10 ug ml** de um anticorpo IgG anti-
humano (SouthernBiotech), as placas foram bloqueadas com albumina
de soro bovina (BSA) a 1% e incubadas com anticorpos titulados,
seguidos por Strep-Tactina conjugada com AP (Iba Lifesciences). As
placas foram entdo lavadas, substrato (p-NPP, Sigma) foi adicionado e
as placas foram lidas a 405 nm.

[00268] Os resultados sdo mostrados na Figura 7. A construcéao de
anticorpo “C9” transportando um marcador de Strep foi eficiente e
especificamente reconhecida por Strep-tactina especifica de marcador
de Strep, enquanto o anticorpo “C1b” de controle que néo transporta o
marcador de Strep nao foi reconhecido. Estes resultados sugerem que
o cotovelo é permissivo para insercdo de marcadores moleculares que
permitem o reconhecimento e o rastreamento de um anticorpo.
Exemplo 7: Projeto de anticorpos contendo um dominio variavel de
anticorpo de cadeia unica (VHH) ou um fragmento variavel de
cadeia Unica (ScFv) inserido naregidao do cotovelo

[00269] Para investigar se a insercdo de dominios funcionais
(adicionais) que ndo sejam dominios similares a lg na regido do cotovelo
resulta em anticorpos multiespecificos funcionais, quatro novas
construcbes foram projetadas (C9 a C12). Nas quatro novas

construcbes C9 a C12, um dominio variavel de anticorpo de cadeia
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tnica (VHH) ou um fragmento variavel de cadeia uUnica (ScFv),
especifico para o toxoide tetanico (TT) ou para a proteina de fuséo (F)
do virus sincicial respiratorios (RSV), respectivamente, foi inserido na
regido do cotovelo de um anticorpo especifico para a hemaglutinina
influenza H1 (FI174; Pappas, L., et al. Desenvolvimento rapido de
anticorpos neutralizantes da influenza amplamente por meio de
mutacgOes redundantes. Nature 516, 418-422 (2014); VH: SEQ ID NO:
10, VL: SEQ ID NO: 11, regiao constante de cadeia pesada: SEQ ID
NO: 3, regido constante da cadeia kappa leve: SEQ ID NO: 12/ SEQ ID
NO: 4). A cadeia leve das construcdes ndo foi modificada em
comparagdo com o anticorpo estrutura FI174. Todas as construgbes
foram finalmente expressas como anticorpos monoclonais (cadeias
pesadas e leves).
[00270] As seguintes variantes foram produzidas e sdo mostradas
esquematicamente na Figura 8:

1. Na construgcdo "C10", um VHH anti-TT ("T3-VHH";
Rossotti, MA, et al. Aumentando a poténcia de neutralizar anticorpos de
dominio unico por funcionalizagdo com um dominio de ligagdo a CD11b
/ CD18. mAbs 7, 820-828 (2015); SEQ ID NO: 16) foi inserida na regido
do cotovelo de FI174. A construcao "C10" (cadeia pesada completa:
SEQ ID NO: 66, cadeia leve completa: SEQ ID NO: 67) é formada por
(nesta ordem do terminal N ao C): o produto de expressédo de um
segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia
pesada de FI174 ("VH"); o produto de expressao de um segmento de
gene D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia pesada de FI174
("D"); o produto de expressao de um elemento do segmento de gene J
(Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada de FI174 ("JH"); o
produto de expressdo de um VHH anti-TT ("T3-VHH"; Rossotti, MA, et
al. Aumentando a poténcia de neutralizar anticorpos de dominio Unico

por funcionalizacdo com um dominio de ligacdo a CD11b/ CD18. mAbs

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 153/369



149/180

7, 820-828 (2015 )); o produto de expressédo de um segmento de gene
C (constante) de uma regiao constante de cadeia pesada (isé6tipo 1gG1);
e em uma cadeia separada: o produto de expressdao de um segmento
de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia leve de FI174 e
0 produto de expressao de um elemento de segmento de gene J (Uni&o)
de um dominio variavel de cadeia leve de FI174; o produto de expressao
de um segmento de gene C (constante) de uma regiao constante da
cadeia leve.

2. Na construgdo "C11", um ScFv anti-TT ("TT39.7-ScFv";
SEQ ID NO: 17) foi inserido na regidao do cotovelo de FI174. A
construcéo "C11" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 68, cadeia leve
completa: SEQ ID NO: 67) é formada por (nesta ordem do terminal N ao
C): o produto de expresséo de um segmento de gene V (variavel) de um
dominio variavel de cadeia pesada de FI174 ("VH"); o produto de
expressdo de um segmento de gene D (diversidade) de um dominio
varidvel de cadeia pesada de FI174 ("D"); o produto de expresséo de
um elemento do segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia pesada de FI174 ("JH"); o produto de expressao de um ScFv
anti-TT ("TT39.7-ScFv"); o produto de expressdo de um segmento de
gene C (constante) de uma regido constante de cadeia pesada (isétipo
IgG1); e em uma cadeia separada: o produto de expressado de um
segmento de gene V (variavel) de um dominio variavel de cadeia leve
de FI174 e o produto de expressédo de um elemento de segmento de
gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia leve de FI174; o
produto de expressao de um segmento de gene C (constante) de uma
regido constante da cadeia leve.

3. Na construcéo "C12", uma proteina F anti-RSV VHH ("F4-
VHH”; Rossey, |. et al. Anticorpos potentes de dominio Unico que
prendem a proteina de fusdo do virus sincicial respiratério em seu
estado de pré-fusdo. Nature Communications 8, 14158 (2017); SEQ ID
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NO: 18) foi inserida na regido do cotovelo de FI174. A construgcao "C12"
(cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 69, cadeia leve completa: SEQ
ID NO: 67) € formada por (nesta ordem do terminal N ao C): o produto
de expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um dominio
variavel de cadeia pesada de FI174 ("VH"); o produto de expressao de
um segmento de gene D (diversidade) de um dominio variavel de cadeia
pesada de FI174 ("D"); o produto de expressao de um elemento do
segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de cadeia pesada
de FI174 ("JH"); o produto de expressao de um VHH de proteina F anti-
RSV ("F4-VHH"; Rossey, |., et al. Anticorpos potentes de dominio Unico
gue prendem a proteina de fuséo do virus sincicial respiratério em seu
estado de pré-fusdo. Nature Communications 8, 14158 (2017)); o
produto de expressédo de um segmento de gene C (constante) de uma
regido constante de cadeia pesada (isétipo IgG1l); e em uma cadeia
separada: o produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel)
de um dominio varidvel de cadeia leve de FI174 e o produto de
expressdo de um elemento de segmento de gene J (Unido) de um
dominio varidvel de cadeia leve de FI174; o produto de expressao de
um segmento de gene C (constante) de uma regiao constante da cadeia
leve.

4. Na construcdo "C13", uma ScFv de proteina F anti-RSV
("MPES8-ScFv"; Corti, D., et al. Neutralizacdo cruzada de quatro
paramixoviroses por um anticorpo monoclonal humano. Nature 501,
439-443 (2013); SEQ ID NO: 19) foi inserida na regiao do cotovelo do
FI174. A construcédo "C13" (cadeia pesada completa: SEQ ID NO: 70,
cadeia leve completa: SEQ ID NO: 67) € formada por (nesta ordem do
terminal N ao C): o produto de expressao de um segmento de gene V
(variavel) de um dominio variavel de cadeia pesada de FI174 ("VH"); o
produto de expressao de um segmento de gene D (diversidade) de um

dominio variavel de cadeia pesada de FI174 ('D"); o produto de
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expressdo de um elemento do segmento de gene J (Unido) de um
dominio variavel de cadeia pesada de FI174 ("JH"); o produto de
expressdo de uma ScFv de proteina F anti-RSV ("MPE8-ScFv"; Corti,
D., et al. Neutralizagcdo cruzada de quatro paramixoviroses por um
anticorpo monoclonal humano. Nature 501, 439-443 (2013)); o produto
de expressao de um segmento de gene C (constante) de uma regido
constante de cadeia pesada (isotipo IgG1); e em uma cadeia separada:
o produto de expressdo de um segmento de gene V (variavel) de um
dominio variavel de cadeia leve de FI174 e o produto de expressédo de
um elemento de segmento de gene J (Unido) de um dominio variavel de
cadeia leve de FI174; o produto de expressdo de um segmento de gene
C (constante) de uma regiao constante da cadeia leve.

Exemplo 8: VHH e ScFv podem ser inseridos naregiao do cotovelo,
resultando em anticorpos biespecificos funcionais

[00271] As quatro novas construcdes de anticorpos descritas no
Exemplo 4 foram produzidas de forma recombinante por transfeccao
transitoria. Para este fim, as cadeias pesada e leve do anticorpo foram
clonadas nos vetores de expressao de IgG1, Igk e Igh humana e
expressas por transfeccdo transitoria de células Expi293F
(ThermoFisher Scientific) usando polietilenimina (PEI). As construgcoes
foram testadas quanto a ligacdo dupla a (i) H1 e (ii) ou proteina TT ou
RSV F por ressonancia plasmonica de superficie (SPR).

[00272] Em um primeiro experimento, as constru¢cdes C10 e C11
(com VHH ou scFv especifico para TT na regido do cotovelo de FI174)
foram analisadas. Para este fim, a proteina A foi utilizada para capturar
as construcdes seguidas por coinjecao dos analitos (H1 como primeiro
analito imediatamente seguido por TT). Como controle, o anticorpo
TT107 especifico para TT e o anticorpo FI174 especifico para H1. Em
sintese, a proteina A (25 ug / ml) foi estabilizada em tampao de acetato

a 10 mM, pH 4,5 e imobilizada em um chip ProteOnsensor (Bio-Rad) de
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etil (dimetilaminopropil)carbodiimida / N-hidroxissucinimida (EDC/NHS)
pré-ativado através de acoplamento de amina; os grupos nao reagidos
foram bloqueados por injecdo de HCI de etanolamina a 1M. Salina
tamponada por HEPES (HBS) (HEPES a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150
mM, EDTA a 3 mM, tensoativo Tween-20 a 0,005%) como tampéao de
execucao. Todas as injecdes foram feitas com uma taxa de vazéo de
100 pl / min. Os anticorpos monoclonais foram diluidos em HBS a 10
nM e injetados por 240 s no chip revestido com Proteina A para captura,
seguido pela coinjecdo de hemaglutinina H1 California (50 nM)
imediatamente seguida pelo toxoide tetanico (50 nM) por um total de
110 s. Um canal do chip foi injetado com HBS e usado como referéncia
para a analise. Cada interacdo de ligacdo dos anticorpos monoclonais
a H1 e TT foi avaliada usando um instrumento ProteONXPR36 (Bio-
Rad) e os dados foram processados com o software ProteOn Manager.
Os resultados sdo mostrados na Figura 9. As construgdes C10 e C11
(portando um dominio especifico de TT (VHH ou ScFv)) ligam Hl e TT,
enquanto os anticorpos de controle FI174 e TT107 reconhecem apenas
H1 ou apenas TT, respectivamente.

[00273] Em um segundo experimento, foram analisadas as
construcfes C12 e C13 (com VHH ou scFv especifico para proteina F
de RSV na regido do cotovelo de FI174). Para tanto, foi utilizada a
proteina A para capturar as constru¢des seguidas por coinjecdo dos
analitos (H1 como primeiro analito imediatamente seguido pela proteina
F do RSV). Como controles, anticorpo MPES8 especifico da proteina F
de RSV e o anticorpo FI174 especifico de H1. Em sintese, a proteina A
(25 pg / ml) foi estabilizada em tampao de acetato a 10 mM, pH 4,5 e
imobilizada em um chip ProteOnsensor (Bio-Rad) de etil
(dimetilaminopropil)carbodiimida / N-hidroxissucinimida (EDC / NHS)
pré-ativado através de acoplamento de amina; os grupos nao reagidos

foram bloqueados por injecdo de HCI de etanolamina a 1M. Salina
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tamponada por HEPES (HBS) (HEPES a 10 mM, pH 7,4, NaCl a 150
mM, EDTA a 3 mM, tensoativo Tween-20 a 0,005%) como tampéo de
execucao. Todas as injecdes foram feitas com uma taxa de vazéo de
100 pl / min. Os anticorpos monoclonais foram diluidos em HBS a 10
nM e injetados por 240 s no chip revestido com Proteina A para captura,
seguido pela coinjecdo de hemaglutinina H1 California (50 nM)
imediatamente seguida pela proteina F do RSV (50 nM) para um total
de 110 s. Um canal do chip foi injetado com HBS e usado como
referéncia para a andlise. Cada interacdo de ligacdo dos anticorpos
monoclonais a H1 e proteina F de RSV foi avaliada usando um
instrumento ProteONXPR36 (Bio-Rad) e os dados foram processados
com o software ProteOn Manager. Os resultados sdo mostrados na
Figura 10. As construcbes C12 e C13 (portadoras de um dominio
especifico da proteina F de RSV (VHH ou ScFv)) ligam H1 e proteina F
de RSV, enquanto os anticorpos de controle FI174 e MPE8 reconhecem
apenas H1 ou apenas a proteina F de RSV, respectivamente.

[00274] Em resumo, os dados mostram que a inser¢cdo de dominios
VHH ou ScFv na regido do cotovelo do FI174 ndo afetou a ligacdo a
hemaglutina H1, indicando que este sitio € permissivo para insercées
de dominios diferentes sem afetar a especificidade original do anticorpo,
como ja mostrado acima para os dominios similares a Ig. O
reconhecimento simultdneo duplo dos dois antigenos especificos
diferentes pela regido VDJ da estrutura de anticorpo e os dominios VHH
ou ScFv inseridos no cotovelo indica que € possivel gerar anticorpos
funcionais e biespecificos que transportam diferentes tipos de insercdes
no cotovelo.

TABELA DE SEQUENCIAS E NUMEROS DE SEQ ID (LISTAGEM DE
SEQUENCIAS):
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SEQ ID NO

Sequéncia

Comentarios

SEQ ID NO: 1

LVWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQ
GRVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCAR
GPRSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSS

QLOQLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYY

GCE536 VH aa

SEQ ID NO: 2

EIVLTQSPGTLSLSPGETAILSCRASQSVSSSLLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGIRGRFSGSGS
GTDFTLTISRLEPEDFVLYYCQHYGSRVTFGQGT
KLEIK

GCE536 VL aa

SEQ ID NO: 3

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP

EPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSV
VTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKS

CDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK

CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR
EEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Regido aa|
de

HC

constante
IgG1

humana

SEQ ID NO: 4

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL
SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Regido aa|
constante
kappa LC

humana

SEQ ID NO: 5

QVQLAQYGGGAVQPGGSLRLSCVVSGFRFSLYG
IHWVRQAPGKGLEWLSLIENHGRKIYYAESVKGRI
TVSRDNFKNVAYLEMYRLSTEDTAIYYCARNDGL

GRYTDAGGTHRTAYLDYWGRGTLVTVSS

Cl1VH aa

SEQ ID NO: 6

SYEVTQPPSVSVSPGQAARITCSGDELPRTDISW
YQQTSGQAPVLVIYEGTKRPSGIPERFSGSVSGA
MATLMISEAQLEDEGDYYCFSIDTSGNHGGAFGT
GTKLTVL

ClVL aa

SEQ ID NO: 7

GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYP
GAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAA
SSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVA
PTECS

Regido aa|
constante
lambda LC

humana
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SEQ ID NO:

DVQLVESGGGVVRPGVSLRLSCVASGFSFKNYD
MAWVRQVPGKGLEWVCGINWNGSLRGYADSVK
GRFLISRDHAKDSLYLQMSRLRAEDTALYYCARD
PGYNTGRDHPYDLWGQGTMVTVSS

Clb VH aa

SEQ ID NO:

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLA
WYQQKPGKAPKLLIYKASSLGSGVPSRFSGSGS
GTQFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNNYPYTFGQG
TKLEIK

Clb VL aa

SEQ ID NO:

10

QVOQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKTSGGIIRKYAL
SWVRQAPGQGLEWMGGIIAIFGTTNYAQKFQGR
VTINADESTSTVYLELSSLTSEDTAIYYCAGSATYY
ESRFDYWGQGTLVTVSS

FI174 VH aa

SEQ ID NO:

11

EIVLTQSPGTLSLSPGARATLSCRASQSVSSSSLA
WYQQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRFSGSGS
GTDFTLTISRLEPEDFAVYYCHQYGDSRKTFGQG
TKVEIK

FI174 VL aa

SEQ ID NO:

12

EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF
RLERESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

Fragmento aa|
de LAIR1 néo
mutado

SEQ ID NO:

13

EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF
RLERERNYLYSDTEDVSQTSPSESEARFRIDSVN
AGNAGLFRCIYYKSRKWSEQSDYLELVVK

Fragmento aa
de LAIR]
mutado

SEQ ID NO:

14

DSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNT
SESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQD
CRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGA
ISLAPKAQIKESLRAELRVT

Fragmento aa|l
de PD-1

SEQ ID NO:

15

EQVSTPEIKVLNKTQENGTCTLILGCTVEKGDHVA
YSWSEKAGTHPLNPANSSHLLSLTLGPQHADNIYI
CTVSNPISNNSQTFSPWPGCRTDPS

Fragmento aal
de SLAM

SEQ ID NO:

16

MAQVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCAASGSTSRS
YALGWFRQAPGKEREFVAHVGQTAEFAQGRFTI

SRDFAKNTVSLQMNDLKSDDTAIYYCVASNRGW

SPSRVSYWGQGTQVTVSS

T3-VHH aa

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 160/369



156/180

SEQ ID NO: 17

QITLKESGPTLVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTSRVG
VGWIRQPPGKALEWLSLIYWDDEKHYSPSLKNRYV
TISKDSSKNQVVLTLTDMDPVDTGTYYCAHRGVD
TSGWGFDYWGQGALVTVSSGGGGSGGGGSGG
GGSQSALTQPASVSGSPGQSITISCSGAGSDVG
GHNFVSWYQQYPGKAPKLMIYDVKNRPSGVSYR
FSGSKSGYTASLTISGLQAEDEATYFCSSYSSSST
LIIFGGGTRLTVL

TT39.7-scFv

aa

SEQ ID NO: 18

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLDYYY!
GWFRQAPGKEREAVSCISGSSGSTYYPDSVKGR
FTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCATIRSS
SWGGCVHYGMDYWGKGTQVTVSS

F4-VHH aa

SEQ ID NO: 19

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYS
MNWVRQAPGKGLEWVSSISASSSYSDYADSAKG
RFTISRDNAKTSLFLQMNSLRAEDTAIYFCARARA
TGYSSITPYFDIWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGS
GGGGSQSVVTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSN
IGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYDNNNRPSGVPD
RFSASKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDRN
LSGVFGTGTKVTVL

MPES8-scFv aa

SEQ ID NO: 20|SAWSHPQFEKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEK  |Marcador  aal
de Strep Duplo

SEQ ID NO: 21{GLNDIFEAQKIEWHE AviTag

SEQ ID NO: 22[KRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGAL Marcador  de|
Calmodulina

SEQ ID NO: 23|EEEEEE Marcador de
poliglutamato
tag

SEQ ID NO: 24|GAPVPYPDPLEPR Marcador E

SEQ ID NO: 25|DYKDDDDK Marcador
FLAG

SEQ ID NO: 26|YPYDVPDYA Marcador HA

SEQ ID NO: 27|HHHHHH Marcador His

SEQ ID NO: 28|EQKLISEEDL Marcador Myc

SEQ ID NO: 29| TKENPRSNQEESYDDNES Marcador NE
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SEQ ID NO: 30|KETAAAKFERQHMDS Marcador S
SEQ ID NO: 31|MDEKTTGWRGGHVVEGLAGELEQLRARLEHHP [Marcador SBP
QGQREP

SEQ ID NO: 32|SLAELLNAGLGGS Marcador Soft
1

SEQ ID NO: 33[TQDPSRVG Marcador Soft
3

SEQ ID NO: 34|WSHPQFEK Marcador
Strep

SEQ ID NO: 35|CCPGCC Marcador TC

SEQ ID NO: 36|GKPIPNPLLGLDST Marcador V5

SEQ ID NO: 37|YTDIEMNRLGK Marcador VSV

SEQ ID NO: 38|DLYDDDDK Marcador
Xpress

SEQ ID NO: 39| TDKDMTITFTNKKDAE Marcador
Isopep

SEQ ID NO: 40|AHIVMVDAYKPTK Marcador Spy

SEQ ID NO: 41|KLGDIEFIKVNK Marcador
Snoop

SEQ ID NO: 42|EVHTNQDPLD Marcador Tyl

SEQ ID NO: 43|GGGGS Ligante

SEQ ID NO: 44|GGGGSGGGGS Ligante

SEQ ID NO: 45|GGGGSGGGGSGGGGS Ligante

SEQ ID NO: 46|GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS Ligante

SEQ ID NO: 47|GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS Ligante

SEQ ID NO: 48|GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGES [Ligante

SEQ ID NO: 49|FVGPPSPFLTSLHLS Ligante

SEQ ID NO: 50[GAASEAPGQGLAEPV Ligante

SEQ ID NO: 51|QGFTSVMAPFLPLLT Ligante

SEQ ID NO: 52|GEYTGGSLCATLMSM Ligante
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SEQ ID NO: 53]QVQLAQYGGGAVQPGGSLRLSCVVSGFRFSLYG [Cadeia Pesada
IHWVRQAPGKGLEWLSLIENHGRKIYYAESVKGRI |aa de C2
TVSRDNFKNVAYLEMYRLSTEDTAIYYCARNDGL
GRYTDAGGTHRTAYLDYWGRGTLVTVSSEDLPR
PSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERE
RNYLYSDTEDVSQTSPSESEARFRIDSVNAGNAG
LFRCIYYKSRKWSEQSDYLELVVKASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP
IEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS
DGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 54|SYEVTQPPSVSVSPGQAARITCSGDELPRTDISW [Cadeia Leve aa
YQQTSGQAPVLVIYEGTKRPSGIPERFSGSVSGA [de C2/C3
MATLMISEAQLEDEGDYYCFSIDTSGNHGGAFGT
GTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLV
CLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQ
SNNKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGS
TVEKTVAPTECS
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SEQ ID NO: 55

QVOQLAQYGGGAVQPGGSLRLSCVVSGFRFSLY
GIHWVRQAPGKGLEWLSLIENHGRKIYYAESVKG
RITVSRDNFKNVAYLEMYRLSTEDTAIYYCARND
GLGRYTDAGGTHRTAYLDYWGRGTLVTVSSEDL
PRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRL
ERESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSE
GNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVKASTKG
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK
PREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN
YKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C3

SEQ ID NO: 56

QLOLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYY
LVWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQ
GRVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCAR
GPRSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSSEDLPRPSI
SAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESR
STYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAGP
YRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVKASTKGPSVFPL
APSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSG
ALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGT
QTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesada
aa de C4
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SEQ ID NO: 57

EIVLTQSPGTLSLSPGETAILSCRASQSVSSSLLA
WYQQKPGQAPRLLIYGASNRATGIRGRFSGSGS
GTDFTLTISRLEPEDFVLYYCQHYGSRVTFGQGT
KLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLN
NFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC

Cadeia Leve aa
de C4/C5/C6

SEQ ID NO: 58

QLOLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYY
LVWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQ
GRVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCAR
GPRSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSSDSPDRP
WNPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVL
NWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRV
TQLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAP
KAQIKESLRAELRVTASTKGPSVFPLAPSSKSTS
GGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C5
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SEQ ID NO: 59

QLQLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYYL
VWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQG
RVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCARGP
RSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSSFVGPPSPFLT
SLHLSDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTC
SFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRS
QPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSG
TYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTGAASEAPGQ
GLAEPVASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C5b
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SEQ ID NO: 60

QLQLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYYL
VWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQG
RVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCARGP
RSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSSFVGPPSPFLT
SLHLSDSPDRPWNPPTFSPALLVVTEGDNATFTC
SFSNTSESFVLNWYRMSPSNQTDKLAAFPEDRS
QPGQDCRFRVTQLPNGRDFHMSVVRARRNDSG
TYLCGAISLAPKAQIKESLRAELRVTGAASEAPGQ
GLAEPVASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
RVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWL
NGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C6
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SEQ ID NO: 61

QLQLVQSGTEVKKPGASVKVSCKSSGYVFTSYY
LVWVRQAPGQGLEWMATISPGDVNTSYEQRFQ
GRVTVTTDASTNTVDMELRSLRSEDTAVYYCAR
GPRSKPPYLYFALDVWGQGTAVTVSSQGFTSVM
APFLPLLTEQVSTPEIKVLNKTQENGTCTLILGCT
VEKGDHVAYSWSEKAGTHPLNPANSSHLLSLTL
GPQHADNIYICTVSNPISNNSQTFSPWPGCRTDP
SGEYTGGSLCATLMSMASTKGPSVFPLAPSSKS
TSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGV
HTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C6b
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SEQ ID NO: 62

DVQLVESGGGVVRPGVSLRLSCVASGFSFKNYD
MAWVRQVPGKGLEWVCGINWNGSLRGYADSVK
GRFLISRDHAKDSLYLQMSRLRAEDTALYYCARD
PGYNTGRDHPYDLWGQGTMVTVSSDSPDRPW
NPPTFSPALLVVTEGDNATFTCSFSNTSESFVLN
WYRMSPSNQTDKLAAFPEDRSQPGQDCRFRVT
QLPNGRDFHMSVVRARRNDSGTYLCGAISLAPK
AQIKESLRAELRVTASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNH
KPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDP
EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISK
AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C7

SEQ ID NO: 63

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLA
WYQQKPGKAPKLLIYKASSLGSGVPSRFSGSGS
GTQFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNNYPYTFGQ
GTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVQWKYVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC

Cadeia Leve aal
de C7/C8/C9
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SEQ ID NO: 64

DVQLVESGGGVVRPGVSLRLSCVASGFSFKNYD
MAWVRQVPGKGLEWVCGINWNGSLRGYADSVK
GRFLISRDHAKDSLYLQMSRLRAEDTALYYCARD
PGYNTGRDHPYDLWGQGTMVTVSSEQVSTPEIK
VLNKTQENGTCTLILGCTVEKGDHVAYSWSEKAG
THPLNPANSSHLLSLTLGPQHADNIYICTVSNPISN
NSQTFSPWPGCRTDPSASTKGPSVFPLAPSSKST
SGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYP
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYS
KLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C8

SEQ ID NO: 65

DVQLVESGGGVVRPGVSLRLSCVASGFSFKNYD
MAWVRQVPGKGLEWVCGINWNGSLRGYADSVK
GRFLISRDHAKDSLYLQMSRLRAEDTALYYCARD
PGYNTGRDHPYDLWGQGTMVTVSSSAWSHPQF
EKGGGSGGGSGGSAWSHPQFEKASTKGPSVFP
LAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT
PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesada
aa de C9
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SEQ ID NO: 66

QVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKTSGGIIRKYAL
SWVRQAPGQGLEWMGGIIAIFGTTNYAQKFQGR
VTINADESTSTVYLELSSLTSEDTAIYYCAGSATY
YESRFDYWGQGTLVTVSSMAQVQLVESGGGLV
QAGGSLTLSCAASGSTSRSYALGWFRQAPGKE
REFVAHVGQTAEFAQGRFTISRDFAKNTVSLQM
NDLKSDDTAIYYCVASNRGWSPSRVSYWGQGT
QVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL
VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPK
PKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK

Cadeia Pesadal
aa de C10

SEQ ID NO: 67

EIVLTQSPGTLSLSPGARATLSCRASQSVSSSSL
AWYQQKPGQAPRLLIYDASSRATGIPDRFSGSG
SGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCHQYGDSRKTFGQ
GTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCL
LNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGL
SSPVTKSFNRGEC

Cadeia Leve ag|
de
C10/C11/C12/
C13
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SEQ ID NO: 68

QVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKTSGGIIRKYAL
SWVRQAPGQGLEWMGGIIAIFGTTNYAQKFQGR
VTINADESTSTVYLELSSLTSEDTAIYYCAGSATY
YESRFDYWGQGTLVTVSSQITLKESGPTLVKPTQ
TLTLTCTFSGFSLSTSRVGVGWIRQPPGKALEWL
SLIYWDDEKHYSPSLKNRVTISKDSSKNQVVLTLT
DMDPVDTGTYYCAHRGVDTSGWGFDYWGQGA
LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSALTQPASVS
GSPGQSITISCSGAGSDVGGHNFVSWYQQYPGK
APKLMIYDVKNRPSGVSYRFSGSKSGYTASLTIS
GLQAEDEATYFCSSYSSSSTLIFGGGTRLTVLAS
TKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVV
TVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC
DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK
CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C11

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 172/369



168/180

SEQ ID NO: 69

QVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKTSGGIIRKYAL
SWVRQAPGQGLEWMGGIIAIFGTTNYAQKFQGR
VTINADESTSTVYLELSSLTSEDTAIYYCAGSATYY
ESRFDYWGQGTLVTVSSQVQLQESGGGLVQPG
GSLRLSCAASGFTLDYYYIGWFRQAPGKEREAVS
CISGSSGSTYYPDSVKGRFTISRDNAKNTVYLQM
NSLKPEDTAVYYCATIRSSSWGGCVHYGMDYWG
KGTQVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQS
SGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV
DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDK
SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C12
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SEQ ID NO: 70

QVQLVQSGAEVRKPGSSVKVSCKTSGGIIRKYAL
SWVRQAPGQGLEWMGGIIAIFGTTNYAQKFQGR
VTINADESTSTVYLELSSLTSEDTAIYYCAGSATY
YESRFDYWGQGTLVTVSSEVQLVESGGGLVKP
GGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLE
WVSSISASSSYSDYADSAKGRFTISRDNAKTSLF
LQMNSLRAEDTAIYFCARARATGYSSITPYFDIW
GQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSVVTQ
PPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQ
QLPGTAPKLLIYDNNNRPSGVPDRFSASKSGTSA
SLAITGLQAEDEADYYCQSYDRNLSGVFGTGTKV
TVLASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRV
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKD
TLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLN
GKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVY
TLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR
WQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadeia Pesadal
aa de C13

SEQ ID NO: 71

QVQLQESGPGLVKPSGTLSLTCAVSGGSISSSN
WWSWVRQPPGKGLEWIGEIYHSGSTNYNPSLK
SRVTISVDKSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARA
SPLKSQRDTEDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVC
RGPVGVQTFRLERESRSTYNDTEDVSQASPSES
EARFRIDSVSEGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYL
ELLVKGEDVTWALPQSQLDPRACPQGELPISTDI
YYMDVWGKGTTVTVSS

MGDY®A VH aa

SEQ ID NO: 72

AIRMTQSPSSFSASTGDRVTITCRASQGISSYLA
WYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSGSGS
GTDFTLTISCLQSEDFATYYCQQYYSYPPDFGQG
TRLEIK

MGDVCA VL aa
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SEQ ID NO: 73

QVOLIQSGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTESDYY
MSWIRQVPGKGLEWISVISATTGYTDYADSVKGR
FTISRDNAKNSVFLQMNSLRVDDMAVYYCAREV
LGTAWFDYWGQGTLVTISS

TT107 VH aa

SEQ ID NO: 74

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVTSNYL

AWYQQKPGQAPRLLIYGVSRRATGIPDRFSGSG
SGTDFALTISRLEPEDFAVYYCQQYRSSPRTFGP
GTKVEFK

TT107 VL aa

SEQ ID NO: 75

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCAASGFIFNDFGM
NWVRQPPGRGLEWVAGIKWRGGGVALVPSVTG
RFTISGDNDKNSLYLQMTSLRDEDTAVYYCARDS
GFRGGRGHAFDLWGQGTMVTISAEDLPRPSISAE
PGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVHTFRLERESRSTY
NETEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCI
YYKPPKWSEQSDYLELLVK

MGJ1 VH

SEQ ID NO: 76

EVQVVESGGRVARPGGSLRLSCAASGFHLDDYD

MSWVRQPPGKGLEWVAGINWNGGRTGYADSVK
GRLTISRDNAKKFLYLEMKSLRAEDTALYYCARDP
GYSSGRRNALDIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISAE
PGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRFTY

NDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCI

YYKPPKWSEQSDYLELLVK

MGJ2 VH

SEQ ID NO: 77

EVQLVQSGGGVVRPGGFLRLSCAASGFTFENYA
VAWVRQVAGKGLEWLCVINWDAGTTNYADSVKG
RFTISRDIVKNSLVLEMSSLRAEDTALYYCARDPV
YGSDRGDVFDMWGQGTVVTVSSDLPRPSISAEP
GTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRSTYN
ETEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCIY
YKPPKWSEQSDYLELLVK

MGJ3 VH
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SEQ ID NO: 78

DVQLVESGGGVVRPGVSLRLSCVASGFSFKNYD
MAWVRQVPGKGLEWVCGINWNGSLRGYADSVK
GRFLISRDHAKDSLYLQMSRLRAEDTALYYCARD
PGYNTGRDHPYDLWGQGTMVTVSSEDLPRPSIS
AEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRS
TYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYR
CIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MGJS VH

SEQ ID NO: 79

EVQLVESGGRVVRPGESLRLSCEVSGVSINDYDM
SWVRQPLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVKGR
FTISRDHAKNSLYLQMNSLTGDDTAFYYCVRDPG
ESSGRGHIFNIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISAEP
GTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRSTYN
ETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCIY
YKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ1 VH

SEQ ID NO: 80

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQFLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDTSGRGHIFNVWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ2 VH

SEQ ID NO: 81

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQPLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDNGKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDRSGRGHIFNIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ5 VH
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SEQ ID NO: 82

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVSINDYD
MSWVRQPLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDSSGRGQIFNIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
I'YYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ6 VH

SEQ ID NO: 83

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVSINDYD
MSWVRQRLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGESSGRGHIFNIWGQGTMVTISLEDLPRPSISAE
PGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRSTY
NETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCI
YYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ7 VH

SEQ ID NO: 84

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQFLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDTSGRGHIFNVWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ8 VH

SEQ ID NO: 85

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQFLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDTSGRGHIFNVWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ10 VH
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SEQ ID NO: 86

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQFLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDTSGRGHIFNVWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
I'YYKPPKWSEQSDYLELLGK

MMJ16 VH

SEQ ID NO: 87

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVNINDYD
MSWVRQPLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDNGKNSLYLQMNSLRGEDTALYYCVRD
PGDRSGRGHIFNIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ23 VH

SEQ ID NO: 88

EVQLVESGGGVVRPGESLRLSCEVSGVSINDYD
MSWVRQPLGKGLEWVSGIDRKGVGTGYADSVK
GRFTISRDHAKNSLYLQMNSLRGADTALYYCVRD
PGDSSGRGHIFNIWGQGTMVTVSLEDLPRPSISA
EPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRST
YNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRC
IYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MMJ25 VH

SEQ ID NO: 89

QVQLAQYGGGAVQPGGSLRLSCVVSGFRFSLYG
IHWVRQAPGKGLEWLSLIENHGRKIYYAESVKGRI
TVSRDNFKNVAYLEMYRLSTEDTAIYYCARNDGL

GRYTDAGGTHRTAYLDYWGRGTLVTVSSEDLPR

PSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERE
SRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAG
PYRCVYYKPPKWSEQSDYLDLLVK

MGM1 VH
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SEQ ID NO: 90

QVQLVESGGDVVQPGGSLRLSCAVSGFKFENIYDI
HWVRQAPGKGLEWVSFIRHDGNNQEYADSVKG
RFTISRDNFKNIIDLQMHSLRTEDTALYYCATNQG
SGGSDDTWETNRSAFFPHWGQGTLVTVSSDLPR
PSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERE
SRSIYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAG
PYRCVYYKPPKWSEESDYLELLVK

MGM3 VH

SEQ ID NO: 91

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCEVSGFRFSTYGI
HWARQAPGKGLEWVAFIRYDGNNKSYADSVKGR
FTISRDNSKNTLYLQMNSLRIEDTAVYYCAKNQAS
GGYDDTWGTYRSAYLDYWGQGTLVTVSSEDLPR
PSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERE
SRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAG
PYRCVYYKPPKWSEESDSLELLVK

MGM4 VH

SEQ ID NO: 92

QVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCKMSGFKFSAFG
IHWVRQAPGKGLEWVAFVRYDGGDKYYADSVKG
RFTISRDNSKNTVHLQLNSLKPADTAVYYCAKNQ
PSGQSDDTWGTSLSAYLDYWGQGTQVSVSPEDL
PRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRLE
RESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGN
AGPYRCVYYKPPKWSEQSDYLELLVK

MGMS VH

SEQ ID NO: 93

EAQVVDHGNRGRARDLEDIKKRRARDLEYEDLPR
PSISAEPGTVIPLGSRVTFVCRGPVGVQTFRLERE
SRSKYNETEDVSQASPSESEARFRIDSVSEGNAG
PYRCIYYKPPKWSEHSDFLELLVK

MGB2 VH

SEQ ID NO: 94

VAEVEEHINKRRARDLEYEDLPRPSISAEPGTVIPL
GSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRSRYNETEDV
SQTSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCLYYKTPK
WSEQSDFLELLVK

MGB43 VH
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SEQ ID NO: 95

EAEVVEHVNKRRARALEYEDLPRPSISAEPGTVIP

LGSHVTFVCRGPVGVQTFRLERESRSRYTETEDV
SQTSPSESEARFRIDSVSEGNAGPYRCLYYKPPK

WSEQSDFLELLVK

MGB47 VH

SEQ ID NO: 96

DFQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQNVNTWLA
WYQQAAGKAPKLLIYEASTLQSGVPSRFRGGGS
GTEFTLTITSLOQPEDFATYYCHQYKSHPFTFGPGT
KVDVR

MGJ1 VL

SEQ ID NO: 97

DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQTISSWLA
WYQQKPGKAPKFLIYKASFLENGVPSRFSGSESG
TEFTLTINSLOQPDDFATYYCQQYKSYPFTFGPGTK
VEIK

MGJ2 VL

SEQ ID NO: 98

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTFTCGASQSITDCLA
WYQQKPGKDPKLLIYKASRLEAGVPARFSASGSG
TEFTFTIRSMQPEDFATYYCQQCYSYPFTFGPGT
KVDLK

MGJ3 VL

SEQ ID NO: 99

DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISSWLA
WYQQKPGKAPKLLIYKASSLGSGVPSRFSGSGS
GTQFTLTISSLQPDDFATYYCQQYNNYPYTFGQG
TKLEIK

MGJ5 VL

SEQ ID NO:
100

DIQMTQSPSTVSASIGDRVTITCRASQIIERSLAWY
QQKPGKSPKALIYKTSNLEDGVPSRFSGSGSGTD
FTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTTV
TLR

MMJ1 VL
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SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQVIDRSLAW [MMJ5 VL
101 FQQKPGKSPRPLIYKASTLEGGVPSRFSGSGSGT
DFTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTT
VTLR
SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQIIHRSLAWY [MMJ6 VL
102 QQKPGKSPRALIYKASNLEGGVPSRFSGSGSGTD
FTLTVSSLQPDDFAMYYCQQYDTYPFTFGPGTTV
TLR
SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQSIDRSLAW MMJ7 VL
103 YQQKPGKSPKALIYKASNLEGGVPSRFSGSGSGT
DFTLTVSSLQPDDFADYYCQQYDTYPFTFGPGTT
VTLR
SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQIIDRSLAWY MMJ8 VL
104 QQKPGKSPKALIYKASNLEGGVPSRFSGSGSGTD
FTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTTV
TLR
SEQ ID NO:;DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQIIDRSLAWY [MMJ10 VL
105 QQKPGKSPKALIYKASNLEGGVPSRFSGSGSGTD
FTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTTV
TLR
SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQIIDRSLAWY [MMJ16 VL
106 QQKPGKSPKALIYKASNLEGGVPSRFSGSGSGTD
FTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTTV
TLR
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SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQVIDRSLAW [MMJ23 VL
107 FQQKPGKSPRPLIYKASTLEGGVPSRFSGSGSGT
DFTLTVSSLQPDDFANYYCQQYDTYPFTFGPGTT
VTLR
SEQ ID NO:DIQMTQSPSTLSASIGDRVTITCRASQNIDRSLAW [MMJ25 VL
108 YQQKPGKSPKALIYKASNLEDGVPSRFSGSGSGT
DFTLTVSSLQPDDFALYYCQQYDTYPFTFGPGTT
VTLR
SEQ ID NOISYEVTQPPSVSVSPGQAARITCSGDELPRTDISW [MGM1 VL
109 YQQTSGQAPVLVIYEGTKRPSGIPERFSGSVSGA
MATLMISEAQLEDEGDYYCFSIDTSGNHGGAFGT
GTKLTVL
SEQ ID NOISYELIQPPSXSVSPGQTARITCSGEPLPRTSTSWY[MGM3 VL
110 RQKSGQAPVLIIYEVSKRPSGIPERXSGSNTGTKA
TLFIVGAQVEDEGDYYCYSTNTSGGSRGAFGTGT
SLTVL
SEQ ID NOISYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDAVPNTYTYW [MGM4 VL
111 YQQKSGQAPVLVIYEDSKRPSGIPERFSGSSSGT
MATFIISGAQVEDEADYYCYSTDTSDDHRGAFGT
GTKVTVL
SEQ ID NOISYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDALPRTFIYWYMGMS VL
112 QQKSRQAPVVVIYEDVKRPSGIPERFSGSISGTQA
TLITGAQVEDEADYYCYSTDTNNTHRGAFGTGTK
VTVL
SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVHTF [MGJ1 LAIR1
113 RLERESRSTYNETEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK
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SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF[MGJ2 LAIR1

114 RLERESRFTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:DLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFR[MGJ3 LAIR1

115 LERESRSTYNETEDVSQASPSESEARFRIDSVSE
GNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF [MGJ5 LAIR1

116 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:IEDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ1 LAIR1

117 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ2 LAIR1

118 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF[MMJ5 LAIR1

119 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:IEDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ6 LAIR1

120 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF[MMJ7 LAIR1

121 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK
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SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF[MMJ8 LAIR1

122 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ10 LAIR1

123 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF|MMJ16 LAIR1

124 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLGK

SEQ ID NO:IEDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ23 LAIR1

125 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMMJ25 LAIR1

126 RLERESRSTYNETEDVSQVSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMGM1 LAIR1

127 RLERESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCVYYKPPKWSEQSDYLDLLVK

SEQ ID NO:DLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFRMGMS3 LAIR1

128 LERESRSIYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVSEG
NAGPYRCVYYKPPKWSEESDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMGM4 LAIR1

129 RLERESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCVYYKPPKWSEESDSLELLVK
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SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTFMGMS LAIR1

130 RLERESRSTYNDTEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCVYYKPPKWSEQSDYLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSRVTFVCRGPVGVQTF[MGB2 LAIR1

131 RLERESRSKYNETEDVSQASPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCIYYKPPKWSEHSDFLELLVK

SEQ ID NO:EDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF[MGB43 LAIR1

132 RLERESRSRYNETEDVSQTSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCLYYKTPKWSEQSDFLELLVK

SEQ ID NO:IEDLPRPSISAEPGTVIPLGSHVTFVCRGPVGVQTF|MGB47 LAIR1

133 RLERESRSRYTETEDVSQTSPSESEARFRIDSVS
EGNAGPYRCLYYKPPKWSEQSDFLELLVK
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno,
caracterizado pelo fato de que compreende uma primeira cadeia de
polipeptideo e uma segunda cadeia de polipeptideo,

em que a referida primeira cadeia de polipeptideo
compreende na direcéo terminal N a C

(i) um ou mais dominios variaveis;

(i) um dominio funcional; e

(iii) um ou mais dominios constantes; e

em que a referida segunda cadeia de polipeptideo
compreende na diregéo terminal N a C

(iv) um ou mais dominios variaveis formando sitios de
ligacdo ao antigeno com o um ou mais dominios variaveis da primeira
cadeia de polipeptideo;

(v) opcionalmente, um dominio funcional; e

(vi) um ou mais dominios constantes,

e que o referido dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo ndo compreende um fragmento da segunda cadeia de
polipeptideo e o referido dominio funcional opcional (v) da segunda
cadeia de polipeptideo ndo compreende um fragmento da primeira
cadeia de polipeptideo.

2. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a
segunda cadeia de polipeptideo ndo compreende dominio funcional (V)
e em que o C-terminal do dominio variavel mais C-terminal da segunda
cadeia de polipeptideo é diretamente acoplado a N-terminal do dominio
constante mais N-terminal da segunda cadeia de polipeptideo.

3. Anticorpo, ou fragmento de ligagdo a antigeno,
caracterizado pelo fato de que compreende uma primeira cadeia de

polipeptideo e uma segunda cadeia de polipeptideo,
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em que a referida primeira cadeia de polipeptideo
compreende na dire¢ao terminal N a C

(i) um ou mais dominios variaveis;

(i) um dominio funcional e

(iif) um ou mais dominios constantes; e

em que a referida segunda cadeia de polipeptideo
compreende na dire¢ao terminal N a C

(iv) um ou mais dominios variaveis formando sitios de
ligacdo ao antigeno com o um ou mais dominios varidveis da primeira
cadeia de polipeptideo; e

(v) um ou mais dominios constantes,

em que o C-terminal do dominio variavel mais C-terminal da
segunda cadeia de polipeptideo é diretamente acoplado a N-terminal do
dominio constante mais N-terminal da segunda cadeia de polipeptideo.

4. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmao,
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizado
pelo fato de que

(a) o um ou mais dominios constantes da primeira cadeia de
polipeptideo € / s&@o dominios constantes de cadeia pesada
compreendendo pelo menos um dominio constante CH1, o um ou mais
dominios variaveis da primeira cadeia de polipeptideo é / sdo dominios
variaveis de cadeia pesada VH, o dominio constante da segunda cadeia
de polipeptideo é um dominio constante da cadeia leve CL e 0 um ou
mais dominios variaveis da segunda cadeia de polipeptideo é / séo
dominios variaveis da cadeia leve VL; ou

(b) os dominios constantes da primeira cadeia de
polipeptideo sdo um dominio constante da cadeia leve CL, 0 um ou mais
dominios variaveis da primeira cadeia de polipeptideo € / sdo dominios
variaveis da cadeia leve VL, o um ou mais dominios constantes da

segunda cadeia de polipeptideo € / sdo dominios constantes de cadeia
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pesada compreendendo pelo menos um dominio constante CH1 e o um
ou mais dominios variaveis da segunda cadeia de polipeptideo é / sdo
dominios variaveis de cadeia pesada VH.

5. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de que o
dominio CH1 e, opcionalmente, qualquer outro dominio constante de
cadeia pesada, € selecionado das seguintes classes: vy, a, M, € € O; de
preferéncia, como IgG1, 1gG2, IgG3 ou IgG4.

6. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com a reivindicagao 4 ou 5, caracterizado pelo fato de que o
dominio CL é selecionado dentre as seguintes classes: k e A.

7. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, € um anticorpo recombinante ou fragmento de ligacdo a
antigeno.

8. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7, caracterizado
pelo fato de que o dominio funcional (i) da primeira cadeia de
polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo ndo sdo um ligante, em particular um ligante ndo GS.

9. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8, caracterizado
pelo fato de que o dominio funcional (i) da primeira cadeia de
polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo compreendem ou consistem em um dominio similar a Ig.

10. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagcao 9, caracterizado pelo fato de que
o dominio similar a Ig é selecionado do(s) dominio(s) similares a Ig de
PD1, SLAM, CD2, CD3, CD4, CD8, CD19, CD22 , CD33, CD80 ou
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CD86, preferivelmente CDA4.

11. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 10,
caracterizado pelo fato de gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia
de polipeptideo e / ou o dominio funcional (v) da segunda cadeia de
polipeptideo compreendem ou consistem em um dominio veiculo, um
dominio-repérter, um marcador, um dominio de localizagdo, um sitio de
ligacdo (independente), uma enzima ou um dominio enzimatico, um
receptor ou um fragmento funcional do mesmo, ou um ligante ou um
fragmento funcional do mesmo.

12. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um dominio veiculo.

13. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de
que o dominio veiculo fornece conjugacao do anticorpo, ou fragmento
de ligacéo a antigeno do mesmo a um medicamento ou a um agente de
imageamento.

14. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um dominio-reporter.

15. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de
gue o dominio-repérter compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacido que codifica GFP, YFP, RFP, CFP, luciferase, beta-

galactosidase ou peroxidase.

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 189/369



5/17

16. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um dominio de localizacé&o.

17. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
OuU consistem em uma enzima ou dominio enzimatico, tal como um
dominio catalitico.

18. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um marcador.

19. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagéo 18, caracterizado pelo fato de
gue o marcador é um marcador de afinidade, um marcador de
solubilizacdo, um marcador de cromatografia, um marcador de epitopo
ou um marcador de fluorescéncia.

20. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de
que o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou 0
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um receptor ou um fragmento funcional do mesmo,
por exemplo, um dominio similar a Ig de um receptor.

21. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacado 20, caracterizado pelo fato de

gue o dominio funcional compreende ou consiste em (i) um receptor
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selecionado do grupo que consiste em PD1, SLAM, LAIR1, CTLAA4,
BTLA, TIM-3, TIGIT, CD200R1, 2B4 (CD244), TLT2, LILRB4, KIR2DL2,
ICOS ou CD28, ou (ii) um fragmento funcional de um receptor, como um
dominio similar a lg, de qualquer um dos seguintes receptores: PD1,
SLAM, LAIR1, CTLA4, BTLA, TIM-3, TIGIT, CD200R1, 2B4 (CD244),
TLT2, LILRB4, KIR2DL2, ICOS ou CD28.

22. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um ligante ou um fragmento funcional do mesmo.

23. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacédo 22, caracterizado pelo fato de
gue o ligante é uma citocina e / ou um ligante de PD1, SLAM, LAIR1,
CTLA4, BTLA, TIM-3, TIGIT, CD200R1, 2B4 (CD244), TLT2, LILRB4,
KIR2DL2, ICOS ou CD28.

24. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizado pelo fato de
gue o ligante é selecionado do grupo que consiste em PD-L1, PD-L2,
B7-1, B7-2, B7-H4 (homodlogo B7), galectina-9, receptor de poliovirus
(PVR), glicoproteina de membrana OX-2, CD48, B7-H3 (homologo de
B7), MHCI, ICOS-L.

25. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacado 22, caracterizado pelo fato de
que o ligante é selecionado do grupo que consiste na familia de
citocinas SIS, na familia de citocinas SIG, na familia de citocinas SCY,
a superfamilia de fator 4 de plaquetas e intercrinas, ligantes de
quimiocina CC (CCL)-1 a -28, CXCL1 - CXCL17, XCL1 (linfotactina-a) e
XCL2 (linfotactina-B), fractalquina (ou CX3CL1); interferons, tais como
IFN tipo I, IFN tipo Il e IFN tipo Ill, em particular IFN-a, IFN-B, IFN-y, IFN-
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€, IFN-k, IFN-w, IL10R2 (também chamado de CRF2-4) e IFNLR1
(também chamado de CRF2-12); interleucinas, como IL-1, IL-2, IL-3, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL- 12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-
16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-
27,1L-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IL-34, IL-35 e IL-36; linfocinas,
tais como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF e Interferon-gama, fatores
de necrose tumoral, tais como CD40LG (TNFSF5); CD70 (TNFSF7);
EDA; FASLG (TNFSF6); LTA (TNFSF1); LTB (TNFSF3); TNF, TNFa,
TNFSF4 (OX40L); TNFSF8 (CD153); TNFSF9; TNFSF10 (TRILHA);
TNFSF11 (RANKL); TNFSF12 (TWEAK); TNFSF13; TNFSF13B;
TNFSF14; TNFSF15; e TNFSF18; e fatores estimuladores de coldnias,
tais como CSF1 (fator estimulador de colénias de macréfagos), CSF2
(GM-CSF), CSF3 (G-CSF), bem como CSFs sintéticos, como
Promegapoietina.

26. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagéo 11, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional (ii) da primeira cadeia de polipeptideo e / ou o
dominio funcional (v) da segunda cadeia de polipeptideo compreendem
ou consistem em um sitio de ligacao (independente).

27. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicagéo 26, caracterizado pelo fato de
gue o sitio de ligacéo (independente) compreende ou consiste em um
receptor ou um fragmento funcional do mesmo compreendendo um sitio
de ligacdo, um ligante ou um fragmento funcional do mesmo
compreendendo uma ligacdo local, uma molécula de CD ou um
fragmento funcional do mesmo, um anticorpo de cadeia Unica ou um
fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, um antigeno ou um
fragmento funcional do mesmo ou um marcador compreendendo um
sitio de ligacéo.

28. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
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mesmo, de acordo com a reivindicacéo 27, caracterizado pelo fato de
que o sitio de ligacdo (independente) compreende ou consiste em um
anticorpo de cadeia unica (como scFv ou VHH) ou um fragmento de
ligacdo a antigeno, ou um antigeno ou um fragmento funcional do
mesmo.

29. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 28,
caracterizado pelo fato de que o dominio funcional compreende ou
consiste em um dominio similar a Ig, um scFv, um VHH ou um marcador
de Strep.

30. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacédo 29, caracterizado pelo fato de
gue o dominio funcional compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
13 a 20, ou uma variante de sequéncia funcional do mesmo tendo pelo
menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%, mais preferivelmente
pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente pelo menos 95% e mais
preferivelmente pelo menos 98% de identidade de sequéncia.

31. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 30,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende um unico dominio variavel (i) terminal N do dominio
funcional (ii) e a segunda cadeia de polipeptideo compreende um Unico
dominio variavel (iv) terminal N do dominio funcional opcional (v) ou
terminal N do um ou mais dominios constantes (vi), 0 Unico dominio
variavel (iv) da segunda cadeia de polipeptideo formando um antigeno
sitio de ligacdo com o dominio variavel (i) da primeira cadeia de
polipeptideo.

32. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do

mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 30,
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caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende dois ou mais dominios variaveis (i) terminal N do dominio
funcional (ii) e a segunda cadeia de polipeptideo compreende dois ou
mais dominios variaveis (iv) terminal N do dominio funcional opcional (V)
ou terminal N do um ou mais dominios constantes (vi), os dois ou mais
dominios variaveis (iv) da segunda cadeia de polipeptideo formando
sitios de ligacdo ao antigeno com os dois ou mais dominios variaveis (i)
da primeira cadeia de polipeptideo.

33. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 32,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende um anticorpo de cadeia Unica, como um ScFv ou um
anticorpo de dominio Unico, por exemplo, um VHH, N-terminal do
dominio varidvel mais N-terminal (i) e / ou terminal C do dominio
constante mais C-terminal (iii).

34. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 33,
caracterizado pelo fato de que a segunda cadeia de polipeptideo
compreende um anticorpo de cadeia Unica, como um ScFv ou um
anticorpo de dominio Unico, por exemplo, um VHH, N-terminal do
dominio varidvel mais N-terminal (i) e / ou terminal C do dominio
constante mais C-terminal (vi).

35. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 34,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo e a
segunda cadeia de polipeptideo compreendem um Gnico dominio
constante, em particular um dominio CL e um dominio CH1,
respectivamente.

36. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do

mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 35,
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caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo ou a
segunda cadeia de polipeptideo compreende um Unico dominio
constante, em particular um dominio CL; e a outra da primeira cadeia
de polipeptideo ou a segunda cadeia de polipeptideo compreende um
dominio CH1 e um ou mais dominios constantes adicionais, como um
dominio CH2 e / ou CH3.

37. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 36,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligagao a
antigeno do mesmo compreende uma fracdo Fc ou uma regido Fc.

38. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 37,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo e / ou
a segunda cadeia de polipeptideo compreendem um ou mais ligantes.

39. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 38,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo e / ou
a segunda cadeia de polipeptideo ndo compreendem qualquer ligante.

40. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 39,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende ou consiste em V-D-CH1, em que

V é um dominio variavel (i);
D é um dominio funcional (ii); e
CH21 é um dominio constante CHL1 (iii).

41. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacado 40, caracterizado pelo fato de
gue a primeira cadeia de polipeptideo compreende ou consiste em V-D-
CH1-CH2-CH3, em que CH2 e CH3 s&o um dominio constante CH2 e

um dominio constante CH3, respectivamente.
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42. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 39 a 41,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende ou consiste em (V)A-D-CH1 com A sendo um ndmero
inteiro de 1 a 5, preferivelmente de 1 a 4, mais preferivelmente de 1 a 3
e ainda mais preferivelmente 1 ou 2 e em gque os dominios variaveis V
podem ser acoplados um ao outro diretamente ou através de um ligante.

43. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 41,
caracterizado pelo fato de que a segunda cadeia de polipeptideo
compreende ou consiste em V-CL, em que

V é um dominio variavel (iv); e
CL € um dominio constante (vi).

44. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacédo 43, caracterizado pelo fato de
que a segunda cadeia de polipeptideo compreende ou consiste em
(V)A-CL com A sendo um numero inteiro de 1 a 5, preferivelmente de 1
a 4, mais preferivelmente de 1 a 3 e ainda mais preferivelmente 1 ou 2
e em que os dominios variaveis V podem ser acoplados um ao outro
diretamente ou através de um ligante.

45. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 44,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel (i) da primeira cadeia
de polipeptideo compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
1, 5, 8 ou 10, ou uma sua variante de sequéncia funcional do mesmo
com pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%, mais
preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de sequéncia

identidade.
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46. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 45,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel (iv) da segunda cadeia
de polipeptideo compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
2, 6,9 ou 11, ou uma variante de sequéncia funcional da mesma com
pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%, mais
preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de sequéncia
identidade.

47. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 46,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligacéo a
antigeno do mesmo, compreende uma Unica ou duas primeiras cadeias
de polipeptideos e uma unica ou duas segundas cadeias de
polipeptideos.

48. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 47,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo e a
segunda cadeia de polipeptideo estdo ligadas por uma ligacdo
dissulfeto, formando, assim, um par.

49. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacao 47 ou 48, caracterizado pelo fato
de que o anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo
compreende duas primeiras cadeias de polipeptideos e duas segundas
cadeias de polipeptideos e em que as duas primeiras cadeias de
polipeptideos e / ou as duas segundas cadeias de polipeptideos estédo
ligadas por uma ou mais, tal como duas, ligagdes dissulfeto.

50. Anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do

mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 49,
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caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo € bivalente para cada especificidade / antigeno.

51. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 49,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligacao a
antigeno do mesmo € monovalente para cada especificidade (antigeno).

52. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com a reivindicacdo 50 ou 51, caracterizado pelo fato
de que os sitios de ligacdo a antigeno formados por um ou mais
dominios variaveis do primeiro par de primeira e segunda cadeias de
polipeptideos e o sitio de ligacdo ao antigeno(s) formado pelos um ou
mais dominios variaveis do segundo par de primeira e segunda cadeias
de polipeptideos séo iguais ou distintos.

53. Anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 52,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligacao a
antigeno do mesmo compreende pelo menos dois dominios funcionais,
gque podem ser iguais ou distintos.

54. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 53,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou o fragmento de ligacao a
antigeno do mesmo compreende duas primeiras cadeias de
polipeptideos e duas segundas cadeias de polipeptideos formando um
primeiro e um segundo par da primeira e segunda cadeias de
polipeptideos, e em que o primeiro par de primeira e segunda cadeias
de polipeptideos compreende pelo menos um dominio funcional e / ou
o segundo par de primeira e segunda cadeias de polipeptideos
compreende pelo menos um dominio funcional.

55. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do

mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 54,
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caracterizado pelo fato de que o anticorpo, ou fragmento de ligacdo a
antigeno do mesmo é derivado de um anticorpo similar a IgG, um Fab
ou um F(ab)a.

56. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 55,
caracterizado pelo fato de que os dois ou mais dominios variaveis (i) e
(iv) do anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo séo
derivados de um anticorpo monoclonal.

57. Anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 56,
caracterizado pelo fato de que os dominios variaveis e / ou 0s dominios
constantes do anticorpo, ou o fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo s&o humanos ou humanizados.

58. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 57,
caracterizado pelo fato de que o(s) dominio(s) funcional(ais) do
anticorpo ou fragmento de ligagdo a antigeno dos mesmos
compreende(m) ou consiste(m) de uma sequéncia de aminoacido, que
€ humana ou humanizada.

59. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 58,
caracterizado pelo fato de que a primeira cadeia de polipeptideo
compreende ou consiste em uma sequéncia de aminoacido conforme
estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs 53, 55, 56, 58, 59, 60,
61, 62, 64, 65, 66, 68, 69 ou 70, ou uma variante de sequéncia funcional
com pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%, mais
preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente pelo
menos 95% e mais preferivelmente pelo menos 98% de identidade de
sequéncia e / ou a segunda cadeia de polipeptideo compreende ou

consiste em uma sequéncia de aminoacido conforme estabelecido em
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qualquer uma das SEQ ID NOs 54, 57, 63 ou 67, ou uma sua variante
de sequéncia funcional possuindo pelo menos 80%, preferivelmente
pelo menos 85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, ainda mais
preferivelmente pelo menos 95% e mais preferivelmente pelo menos
98% de identidade de sequéncia.

60. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 59,
caracterizado pelo fato de que a primeira e / ou a segunda cadeia de
polipeptideo ndo compreendem ou consistem em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ Os ID
NOs 75 a 92 ou 96 a 112, de preferéncia, a primeira e / ou a segunda
cadeia de polipeptideo ndo compreende(m) ou consiste(m) em uma
sequéncia de aminoacido, conforme estabelecido em qualquer uma das
SEQ ID NOs 75 a 95, mais preferivelmente, o dominio funcional da
primeira e / ou da segunda cadeia de polipeptideo ndo compreende ou
consiste em uma sequéncia de aminoécido conforme estabelecido em
gualquer uma das SEQ ID NOs 113 a 130, ainda mais preferivelmente,
o dominio funcional da primeira e / ou da segunda a cadeia de
polipeptideo ndo compreende ou consiste em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
113 a 133 e, mais preferivelmente, a primeira e / ou a segunda cadeia
de polipeptideo ndo compreendem ou consistem em uma sequéncia de
aminoacido conforme estabelecido em qualquer uma das SEQ ID NOs
75 a 133.

61. Molécula de &cido nucleico, caracterizada pelo fato de
gue compreende um primeiro polinucleotideo que codifica uma primeira
cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno
do mesmo, como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 60 e
/ ou um segundo polipeptideo que codifica a segunda cadeia de

polipeptideo do anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do

Peticéo 870190141042, de 30/12/2019, pag. 200/369



16/17

mesmo, como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 60.

62. Molécula de acido nucleico caracterizada pelo fato de
que compreende um polinucleotideo que codifica a primeira cadeia de
polipeptideo e a segunda cadeia de polipeptideo do anticorpo, ou
fragmento de ligacéo a antigeno do mesmo, como definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 60.

63. Molécula de acido nucleico, de acordo com a
reivindicacdo 61 ou 62, caracterizada pelo fato de que a molécula de
acido nucleico € uma molécula de DNA ou uma molécula de RNA.

64. Vetor caracterizado pelo fato de que compreende a
molécula de acido nucleico como definida em qualquer uma das
reivindicacOes 61 a 63.

65. Célula hospedeira caracterizada pelo fato de que
compreende a molécula de acido nucleico como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 61 a 63 ou o vetor como definido na
reivindicacao 64.

66. Composicéo caracterizada pelo fato de que compreende
o anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo, como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 60, a molécula de
acido nucleico como definida em qualquer uma das reivindicacdes 61 a
63, o vetor como definido na reivindicacdo 64 ou a célula hospedeira
como definida na reivindicacéo 65.

67. Processo para a producao do anticorpo, ou fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 60, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) transformar uma célula hospedeira eucaridtica através da
incorporacdo de uma ou mais molécula(s) de acido nucleico, como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 61 a 63, codificando uma
primeira cadeia de polipeptideo e uma segunda cadeia de polipeptideo;

b) cultivar a célula hospedeira sob condicbes adequadas
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para que as referidas moléculas de acido nucleico sejam expressas;

C) causar ou permitir que as referidas primeira e segunda
cadeias de polipeptideos se combinem para formar o anticorpo, ou
fragmento do mesmo de ligacdo ao antigeno; e

d) opcionalmente, purificar o anticorpo, ou fragmento de
ligac&o a antigeno do mesmo, do meio de cultura.

68. Anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 60,
molécula de acido nucleico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 61 a 63, vetor de acordo com a reivindicacdo 64, célula
hospedeira de acordo com a reivindicagdo 65, ou composicao de
acordo com a reivindicacéo 66, caracterizados pelo fato de serem para
uso em medicina.

69. Método para prevenir ou tratar uma doenca ou disturbio
em um sujeito caracterizado pelo fato de que compreende a etapa de
administracdo do anticorpo, ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 60, a
molécula de &cido nucleico como definida em qualquer uma das
reivindicacbes 61 a 63, o vetor como definido na reivindicacdo 64, a
célula hospedeira como definida na reivindicacdo 65 ou a composicao
como definida na reivindicacdo 66 ao individuo.

70. Ensaio para detectar um antigeno ou para quantificagéo
da ligacdo ao antigeno, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) incubar um antigeno com o anticorpo, ou o fragmento de
ligacdo a antigeno do mesmo, como definido em qualquer uma das
reivindicagcfes 1 a 60, em condi¢des que permitem a ligacdo do antigeno
ao anticorpo polivalente; e

b) deteccao da ligacé&o antigeno-anticorpo.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ANTICORPOS COM DOMINIOS FUNCIONAIS
NA REGIAO DO COTOVELO ENTRE OS DOMINIOS VARIAVEL E
CONSTANTE".

A presente invencado refere-se a anticorpos modificados e
fragmentos de ligacdo ao antigeno, nos quais um dominio funcional
adicional é inserido na regido do cotovelo do anticorpo ou fragmento de
ligacdo a antigeno. A presente invencao também fornece moléculas de
acido nucleico, tais como vetores, que codificam tais anticorpos e
fragmentos de ligacdo ao antigeno, células hospedeiras e composicdes
compreendendo tais anticorpos, fragmentos de ligagdo ao antigeno ou
moléculas de &acido nucleico e suas utilizacbes. Por exemplo, é
fornecido um formato de anticorpo multiespecifico, no qual um sitio de
ligacdo adicional (especificidade) é inserido na regido do cotovelo de um

anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.
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