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ANTICORPO
PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido revindica o beneficio do Pedido Provisério N° de Série U.S.
61/097.819, depositado em 17 de setembro de 2008 sob 35 U.S.C. 119(e)
incorporado aqui integralmente por referéncia, e é relacionado a USSN 12/156.183,
depositado em 30 de maio de 2008, denominado “Métodos e Composicdes para
Inibir Células de Expressdo de CD32b”, incorporado aqui integralmente por
referéncia.

CAMPO TECNICO

A presente divulgacéo se refere a composi¢oes de imunoglobulina que ligam
IgE e FcyRIIb com alta afinidade, as referidas composi¢cdes sendo capazes de inibir
células que expressam IgE ancorado por membrana. Tais composicfes sao Uteis
para tratar distirbios mediados por IgE, inclusive alergias e asma.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Doencas e condic¢des alérgicas, como asma, rinite alérgica, dermatite atopica,
e alergia a alimentos, se tornaram cada vez mais predominantes nas Ultimas
décadas e agora afetam 10 a 40% da populacdo em paises industrializados.
Doencas alérgicas afetam profundamente a qualidade de vida, e podem causar
complicagBes graves, inclusive morte, como pode ocorrer em casos graves de asma
e anafilaxia. As alergias sdo predominantes, e sdo a maior causa de afastamento
do trabalho e escola e seu impacto na vida pessoal bem como seus custos diretos e
indiretos aos sistemas médicos e economia sdo enormes. Por exemplo, a rinite
alérgica (febre do feno) afeta 22% ou mais da populacdo dos EUA, enquanto a
asma alérgica afeta pelo menos 20 milhdes de residentes dos EUA. O impacto
economic de doencas alérgicas nos Estados Unidos, inclusive custos com
assisténcia médica e perda de produtividade, foram estimados em $6,4 bilhdes no
inicio dos anos noventa.

A maioria das doencas alérgicas sdo causadas por reacdes de
hipersensibilidade mediada por imunoglobulina E (IgE). A IgE € uma classe de
anticorpos geralmente presente no soro em concentra¢ées de minute. E produzida
por células de plasma secretoras de IgE que expressam 0O anticorpo em sua
superficie em uma determinada etapa de sua maturidade. Os pacientes alérgicos
produzem niveis elevados de IgE com especificidade de ligacdo para antigenos
geralmente inGcuos aos quais eles sao sensiveis. Estas moléculas de IgE circulam
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no sangue e sao ligadas a receptores especificos de IgE nas superficies de
basdfilos na circulacdo e mastocitos ao longo de revestimentos de mucosa e sob a
pele. A ligacdo de antigenos ou alérgenos a IgE em mastocitos, basofilos e outros
tipos de células, fazem ligacdo cruzada das moléculas de IgE e agregam os
receptores subjacentes, ativando as células para liberarem mediadores
estimuladores  vasoativos e neuronais como histaminas, leucotrienos,
protaglandinas, bradiquinina, e fator ativador de plaquetas. A reacdo rapida do
sistema imune ao antigeno causada por complexos imunes de anticorpo levou ao
termo imediato ou reacao de hipersensibilidade mediada por anticorpos, ao contrario
de reacbBes de hipersensibilidade mediadas por células ou atrasadas que séo
mediadas por células T. As reacfes imunes mediadas por IgE sdo especificamente
referidas como reacdes de hipersensibilidade do tipo I.

O receptor de alta afinidade para IgE (FceRI) € um mediador chave para
manifestacBes alérgicas imediatas. Além de mastécitos e basofilos, os mediadores
primaries de reagfes alérgicas, FceRI é encontrado em uma série de outros tipos de
células inclusive eosfinofilos, plaquetas e em células que contém antigenos como
mond@citos e células dendriticas. Um receptor adicional para IgE € FceRIl, também
conhecido como CD23 ou o receptor de IgE Fc de baixa afinidade. FceRIl é
amplamente expresso em linfocitos B, macrofagos, plaquetas e muitos outros tipos
de células como muscular liso de vias aéreas. FceRIl pode desempenhar um papel
na regulacéo de feedback de expresséo de IgE e subsequentemente expresséo de
superficie de FceRll.

Uma vez que IgE desempenha um papel central na mediagcdo na maioria das
reacdes alérgicas, elaborar tratamentos para controlar niveis de IgE no corpo e
regular sintese de IgE tem sido de grande interesse. Diversas estratégias tém sido
propostas para tratar doencas alérgicas mediadas por IgE regulando para baixo
niveis de IgE. Uma estratégia envolve neutralizer as moléculas de IgE ligando a
cadeia- € da IgE em ou préxima ao local de ligagdo do receptor-Fc. Por exemplo,
Omalizumab (Xolair) € um anticorpo anti-lgE monoclocal humanizado recombinante
gue se liga a IgE no mesmo local de Fc que FceRI. Omalizumab causa uma redugéo
no soro total ou IgE circulante em pacientes atopicos, o que atenua a quantidade de
IgE especifica de antigenos que podem se ligar e sensibilizar mastécitos de tecidos
e basdfilos. Isto, por sua vez, causa uma diminuicdo nos sintomas de doencas
alérgicas. Interessantemente, niveis de IgE de soro aumentar apOs o inicio de
terapia devido a formagédo de complex de omalizumab-IgE e podem permanecer
altos até um ano apés a terapia ser interrompida. Por consequéncia, este tecido

Peticaio 870190109701, de 28/10/2019, pég. 14/102



10

15

20

25

30

35

3/87

pode levar a negativos falsos em testes diagndésticos e, portanto, os niveis de IgE
devem ser verificados com frequéncia. Consequentemente, ha necessidade de
métodos e composi¢cdes melhoradas para reduzir doencas mediadas por IgE e
sintomas de doencas.

SUMARIO DAS MODALIDADES EXEMPLARES

A presente divulgacdo fornece moléculas de coengate que ligam IgE e
FcyRIlb com alta afinidade, composi¢cdes que compreendem tais moléculas de
coengate e métodos de uso de tais novas moléculas de coengate para tratar
distarbios mediados por IgE. As moléculas de coengate da invengcdo sao capazes
de inibir células que expressam membrana IgE e FcyRlIIb, i.e. células IgE+ FcyRIIb+.
As moléculas de coengate da invencao também séo preferencialmente capazes de
ligar IgE circulante. Os métodos de inibicdo divulgados aqui compreendem células
IgE+ FcyRIIb+ entrando em contato com uma molécula de coengate que coengata
IgE e FcyRIIb na superficie da célula.

As composi¢des divulgadas aqui incluem moléculas de coengate capazes de
coengate IgE e FcyRIlb com alta afinidade na superficie da célula. Em uma
modalidade, a molécula de coengate inclui uma imunoglobulina que liga IgE e
FcyRIlb com alta afinidade. As moléculas de coengate da invencéo, de preferéncia,
coengatam IgE eFcyRIlb ancorados por membrana na superficie de uma célula e,
de preferéncia, séo ligadas a FcyRllb com um Kd menor do que cerca de 100nM.
Em uma modalidade preferencial, a molécula de coengate é uma imunoglobulina e
em uma modalidade preferencial adicional, a imunoglobulina € um anticorpo, em
gue a regidao de Fv do referido anticorpo especificamente liga IgE. Em uma
modalidade preferencial, o referido anticorpo liga ambas IgE circulante e IgE
ancorada por membrana. Em modalidades alternadas, o referido anticorpo liga de
forma seletiva IgE ancorada por membrana em relacédo a IgE circulante. Em outra
modalidade, a molécula de coengate é um anticorpo biespecifico tendo uma
primeira regido alvo especifica e uma segunda regido alvo especifica, em que a
primeira regido alvo especifica se liga a IgE e a segunda regido alvo especifica é
ligada a FcyRIIb com um Kd de menos de cerca 100 nM. Em uma modalidade
preferencial, a primeira e segunda regides alvo especificas séo regibes Fv , em que
a primeira regido de Fv se liga a IgE, e a segunda regido de Fv é ligada a FcyRIlb
com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Em outra modalidade, a molécula de
coengate é uma fusédo de Fc que compreende uma regido de Fc, em que a referida
regido de Fc é ligada a FcyRIlb com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Nesta
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modalidade, o parceiro de fusdo de Fc da imunoglobulina se liga a IgE.

Em uma modalidade, a molécula de coengate se liga a FcyRIllb, em que a
afinidade da referida ligacdo tem um Kd menor do que cerca de 100 nM, e.g., menor
ou igual a cerca de 95 nM, menor ou igual a cerca de 90 nM, menor ou igual a cerca
de 85 nM, menor ou igual a cerca de 80 nM, menor ou igual & cerca de 75 nM,
menor ou igual a cerca de 74 nM.

Em uma modalidade, a molécula de coengate que coengata IgE e FcyRIllb
com alta afinidade inclui uma variante de imunoglobulina relacionada a uma
imunoglobulina principal. Em uma modalidade, a variante de imunoglobulina
compreende uma regido de Fc variante, em que a referida regido de Fc
compreende uma ou mais (e.g., duas ou mais) modificacdes em comparacdo a uma
regido de Fc principal, em que a(s) referida(s) modifcacdo(¢cdes) sdo em posicoes
selecionada do grupo que consiste de 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268,
298, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 e 332, em que a numeracdo é de acordo
com o indice EU. Em outra modalidade, a(s) modificacdo(¢cdes) sdo em posicoes
selecionada do grupo que consiste de 234, 235, 236, 237, 266, 267, 268, 327, 328,
de acordo com o indice EU. Em outra modalidade, a(s) modificagdo(¢cdes) séo em
posicbes selecionada do grupo que consiste de 235, 236, 266, 267, 268, 328, de
acordo com o indice EU. Em outra modalidade, a(s) modificacdo(cdes) sdo em
posicdes selecionada do grupo que consiste de 235, 236, 239, 266, 267, 268, e 328,
de acordo com o indice EU. Em outra modalidade, a(s) modificacdo(¢6es) sdo em
posicdes selecionada do grupo que consiste de 234, 235, 236, 237, 266, 267, 268,
327, 328, de acordo com o indice EU.

Em uma modalidade, a(s) referida(s) modificacao(cbes) é (sédo) pelo menos
uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicdes, duas ou mais substituicdes etc.)
selecionada do grupo que consiste de 234F, 234G, 234, 234K, 234N, 234P, 234Q,
234S, 234V, 234W, 234Y, 234D, 234E, 235A, 235E, 235H, 235I, 235N, 235P, 235Q,
235R, 235S, 235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236F, 236H, 236l, 236K, 236L,
236M, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y, 236A, 236E, 236N,
237A, 237E, 237H, 237K, 237L, 237P, 237Q, 237S, 237V, 237Y, 237D, 237N, 239D,
239E, 239N, 239Q, 265E, 266D, 266l1, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E,
268N, 268Q, 298D, 298E, 298L, 298M, 298Q, 325L, 326A, 326E, 326W, 326D,
327D, 327G, 327L, 327N, 327Q, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H, 328l, 328Q, 328W,
329E, 330D, 330H, 330K, 330S, 331S, e 332E, em que a numeracdo é de acordo
com um indice EU. Em uma modalidade, a(s) referida(s) modificacdo(cbes) é (séo)
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pelo menos uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicbes, duas ou mais
substituicdes etc.) selecionada do grupo que consiste de 234N, 234F, 234D, 234E,
234W, 235Q, 235R, 235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S,
236Y, 236E, 236N, 237H, 237L, 237D, 237N, 239D, 239N, 239E, 266l, 266M, 267A,
267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q, 325L,
326A, 326E, 326W, 326D, 327D, 327L, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H, 328, 328Q,
328W, 330D, 330H, 330K, and 332E, em que a numeracdo € de acordo com um
indice EU. Em uma modalidade, a(s) referida(s) modificacdo(coes) € (sdo) pelo
menos uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicdbes, duas ou mais
substituicdes, etc.) selecionada do grupo que consiste de 234D, 234E, 234W, 235D,
235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D, 267E,
268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y e 332E, em que a numeracao é de
acordo com um indice EU. Em uma modalidade, as referidas modificacdes séo pelo
menos uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicbes, duas ou mais
substituicdes, etc.) selecionada do grupo que consiste de 234E, 235Y, 235R, 236D,
236N, 237N, 266M, 267E, 268E, 268D, 327D, 327E, 328F, 328Y, 328W, em que a
numeracdo € de acordo com um indice EU. Em uma modalidade, as referidas
modificacdes sdo pelo menos uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicdes,
duas ou mais substituicdes, etc.) selecionada do grupo que consiste de 235Y, 236D,
239D, 266M, 267E, 268D, 268E, 328F, 328W e 328Y, em que a humeracao é de
acordo com um indice EU. Em uma modalidade, as referidas modificagbes sao pelo
menos uma substituicdo (e.g., uma ou mais substituicdbes, duas ou mais
substituicdes, etc.) selecionada do grupo que consiste de 235Y, 236D, 266M, 267E,
268E, 268D, 328F, 328Y e 328W, em que a humeracao é de acordo com um indice
EU.

Em uma modalidade, as referidas modificacfes resultam em pelo menos uma
das seguintes combina¢des de substituicdes: 235Y/267E, 236D/267E, 239D/268D,
239D/267E, 239D/332E, 267E/268D, 267E/268E e 267E/328F, em que a
numeracao é de acordo com um indice EU.

Em uma modalidade, as modificagdes divulgadas aqui reduzem a afinidade a
pelo menos um receptor relacionado a imunoglobulina principal, em que o referido
receptor € selecionado do grupo que consiste de FcyRI, FcyRlla, e FcyRllla. Nesta
modalidade, as variantes de imunoglobulina divulgadas aqui podem mediar ADCC
ou ADCP reduzido relativos a imunoglobulina principal. Em uma modalidade
alternativa, as modificacfes divulgadas aqui aumentam a afinidade a pelo menos
um receptor relativo a imunoglobulina principal, em que o referido receptor é
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selecionado do grupo que consiste de FcyRlI, FcyRlla, e FcyRllla. Nesta modalidade,
as variantes de imunoglobulina divulgadas aqui podem mediar ADCC ou ADCP
aumentado relativos & imunoglobulina principal.

Também sé&o divulgados aqui métodos para engenheirar novas moléculas de
coengate, inclusive composic¢des de imunoglobulina.

Também sao divulgados aqui acidos nucléicos isolados que codificam
moléculas de coengate, inclusive imunoglobulinas descritas aqui. Também sé&o
divulgados aqui vetores que compreendem 0s acidos nucléicos, opcionalmente,
ligados de forma operacional a sequéncias de controle. Também séo divulgadas
aqui células hospedeiras que contém os vetores e métodos para produzir e,
opcionalmente, recuperar as moléculas de coengate.

Também sao descritas aqui moléculas de coengate que compreendem as
imunoglobulinas divulgadas aqui. As moléculas de coengate podem ser usadas em
um produto terapéutico. Em uma modalidade, as moléculas de coengate divulgadas
aqui podem ser anticorpos.

Também sao divulgadas aqui composi¢des que compreende as moléculas de
coengate divulgadas aqui, e um transportador ou diluente fisiologicamente ou
farmaceuticamente aceitavel.

Também sao divulgados aqui métodos para inibir células Ige+ FcyRIIb+. Os
métodos de inibicdo de células descritos aqui compreendem o contato de uma
célula Ige+ FcyRIIb+ com uma molécula de coengate, em que a referida molécula
de coengate é ligada a FcyRIlb com um Kd e menos de cerca de 100 nM. Na
maioria das modalidades preferenciais, a referida molécula de coengate coengata
IgE e FcyRIlb na superficie da célula. Em modalidades preferenciais, os métodos
de inibicdo compreende o contato de uma célula IgE+ FcyRIlb+ com um anticorpo,
em que o referido anticorpo € ligado a IgE através de seua regido de Fv, e em que o
referido anticorpo compreende uma regiao de Fc, em que a referida regiao de Fc é
ligada a FcyRIIb com Kd de 100 nM ou menor. Em outras modalidades, a regido de
Fc é ligada a FcyRlla e/ou FcyRIlla com afinidade que é maior em relacdo a IgG1
nativo. Em outras modalidades, os métodos compreendem o contato de células
IgE+ FcyRIlb+ com uma molécula de coengate, em que a referida molécula de
coengate é um anticorpo biespecifico que compreende uma primeira regido de Fv e
uma segunda regido de Fv, em que a referida primeira regido de Fv € ligada a IgE,
e a referida segunda regido de Fv é ligada a FcyRIlb com um Kd menor do que
cerca de 100 nM. Em modalidades alternativas, os metodos compreendem o
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contato de células Ige+ FcyRIlb+ com uma molécula de coengate, em que a
referida molécula de coengate é uma fusédo de Fc que compreende uma regido de
Fc, em que a referida regido de Fc é ligada a FcyRIllb com um Kd menor do que
cerca de 100 nM.

Outros métodos preferenciais incluem um método de reducéo de secrecao de
IgE. O método inclui o contato de uma célula Ige+ FcyRIIb+ com uma molécula de
coengate, em que a referida molécula de coengate é ligada a IgE e FcyRIlb com um
Kd menor do que cerca de 100 nM.

Também é incluido um método de inibicdo de maturacéo de células B. Este
método inclui contato de uma célula IgE+ FcyRIIb+ com uma molécula de coengate,
em que a referida molécula de coengate é ligada a IgE e FcyRIlIb com um Kd menor
do que cerca de 100 nM.

Também s&o descritos usos terapéuticos e diagnésticos para as moléculas
de coengate divulgadas aqui. Em uma modalidade preferencial, as moléculas de
coengate divulgadas aqui sdo usadas para tratar um ou mais distarbios mediados
por IgE, e.g., doencas autoimunes, doencas inflamatorias etc. que sdo mediadas por
imunoglobulina IgE. Em modalidades especificas, disturbios alérgicos e atdpicos
gue podem ser tratados pelas composi¢ées divulgadas aqui incluem, entre outros,
asma alérgica e atopica, dermatite atdpica e eczema, rinite alérgica, conjuntivite
alérgica e rinoconjuntivite, encefalomielite alérgica, vasculite alérgica, choque
anafilatico e alergias a qualquer variedade de alergias ao ambiente ou alimentos. Os
métodos de tratamento divulgados aqui compreendem a administracdo a um
paciente em necessidade de tal, de uma quantidade terapéutica de uma molécula
de coengate que coengata IgE e FcyRllb na superficie de uma célula.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1. llustracdo da nova abordagem mecanistica para inibir células IgE+
FcyRIIb+ B. Sob estimulos apropriados, células B virgens podem se diferenciar em
células Ige+ B. O coengate de antigenos com o receptor celular de IgE B ativa estas
células, que podem em seguida se diferenciar em células de plasma que liberam
IgE circulante. A ligacdo de IgE circulante é ligada a FceR’s, por exemplo e
mastocitos, basofilos e eosindfilos ativam estas células. A liberacdo de histamina,
prostaglandinas, e outros mediadores quimicos por fim resulta nos sintomas clinicos
de alergia e asma. Omalizumab, tendo uma regiao de Fc de IgGlnativo, € capaz de
bloguear a ligacdo de IgE a FceR. Anticorpos anti-IgE com alta afinidade para

FcyRIIb, referidos como Anti-IgE-IIbE na figura, sédo capazes de ndo sO bloquear a
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ligacdo de IgE a FceR, mas também de inibir a ativacdo de células IgE+ B por
coengate de mIgE FcyRlIlb.

Figura 2. Sensogramas de ressonancia de pldsmon em superficie Biacore
gue mostram a ligacdo de anticorpos anti-CD19 variantes de Fc a FcyRIIb humano.

Figura 3. Afinidades de anticorpos variantes de Fc para FcyRs humano como
determinado por Biacore. O grafico mostra o log(Ka) para ligacdo de anticorpos
variantes e WT IgG1 human FcyRI (1), H131 FcyRlla (H lla), FcyRIIb (IIb), e V158
FcyRllla (V llla) humanos. A ligacdo de G236D/S267E e S267E/L328F a V158
FcyRllla ndo foi detectada. A ligagcdo de G236R/L328R (Fc-KO) a todos os
receptores testados nao foi detectada.

Figura 4. Afinidades de anticorpos variantes de Fc para FcyRs humano como
determinado pela ressonancia de plasmon de superficie Biacore. A tabela fornece
equilibrio Kp's para ligagéo de anticorpos variantes e WT 1gG1 FcyRI, H131 FcyRlla
FcyRIlb, e V158 FcyRIlla humanos, e a ligacdo dobradicada para cada um em
relacdo a (WT) IgG1 nativo. n.d. = ndo detectavel.

Figura 5. Sequéncias de aminoéacidos das regifes variaveis de cadeia pesada
(VH) e leve (VL) e CDRs de anticorpos anti-IgE. Os limites de CDR foram definidos
anteriormente com base em um alinhamento estrutural de regifes variaveis de
anticorpos (Lazar et al., 2007, Mol Immunol 44:1986-1998).

Figura 6. Sequéncias de aminoacidos das cadeias pesada e leve WT e
regides constants de variantes.

Figura 7. Sequéncias de aminoécidos de anticorpos de comprimento total
anti-IgE que podem ser usados para alvejar células IgE+ B.

Figura 8. Tabela de dados de afinidade para ligacdo de WT e anticorpos anti-
IgE variantes a regido de Fc de IgE e FcyRIlb.

Figura 9. Plotagem de dados de afinidade para ligacdo de WT e anticorpos
anti-IgE variantes a regiao de Fc de IgE FcyRllb.

Figura 10. IgE ELISA usando anticorpos anti-IgE comerciais (MabTech) e
feitos no proprio laboratorio (Omalizumab e MaE11) como reagentes de captura.

Figura 11. A regido variavel do anticorpo anti-lgE omalizumab ndo compete
com o anticorpo de captura MabTech para deteccao de IgE no protocolo ELISA.

Figura 12. Inibicdo de células IgE+ B com classe alterada com anticorpos
anti-lgg variantes aprimorados por afinidade de FcyRIllb, mas n&o anticorpos
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desprovidos de ligacdo a FcyR (G236R/L328R variante de Fc) ou desprovidos de
ligacdo a IgE (motavizumab). A plotagem mostra a concentracédo de IgE liberada de
PBMCs apés 12 dias de incubacdo com IL-4, anticorpo agonista anti-CD40 (a-
CD40), e concentragdes variantes dos anticorpos mostrados.

Figura 13. Anticorpos anti-IgE variantes ndo inibem células IgG2+ B com
classe alterada. A plotagem mostra a concentracdo de IgG2 liberado de PBMCs
ap6s 12 dias de incubacdo com IL-4, a-CD40, e concentracfes variantes dos
anticorpos mostrados.

Figura 14. Inibicdo de células IgE + B com classe alterada com anticorpos
anti-lgg variantes aprimorados para afinidade comFcyRIIb. A plotagem mostra a
concentracdo de IgE liberada de PBMCs ap6s 14 dias de incubacdo com IL-4,
anticorpo agonista anti-CD40 (a-CD40), e concentracdes variantes dos anticorpos
mostrados. Os dados foram normalizados a menor concentracdo do anticorpo.

Figura 15. Inibicdo de células IgE+B com classe alterada com anticorpos anti-
IgE variantes aprimorados para afinidade com FcyRIIb. A plotagem mostra a
concentracdo de IgE liberada de PBMCs apos 14 dias de incubagdo com anticorpo
agonista IL-4, anti-CD40 (a-CD40), anticorpo de ligacéo cruzada anti-CD79b BCR, e
concentracfes variantes dos anticorpos mostrados. Os dados foram normalizados a
menor concentracdo do anticorpo.

Figura 16. Inibicdo de células IgE + B com classe alterada com anticorpos
anti-IgE variantes aprimorados para afinidade com FcyRIlb. A plotagem mostra a
concentracdo de IgE liberada de PBMCs ap0s 14 dias de incubagdo com anticorpo
agonista IL-4, anti-CD40 (a-CD40), anticorpo de ligacdo cruzada anti-mu BCR, e
concentracfes variantes dos anticorpos mostrados. Os dados foram normalizados a
menor concentracdo do anticorpo.

Figura 17. Inibicdo de células IgE+B com classe alterada com funcéo efetora
de ADCC e ADCP aprimorada por anticorpos anti-IgE variantes. A plotagem mostra
a concentracdo de IgE liberada de PBMCs ap6s 14 dias de incubacdo com
anticorpo agonista IL-4, anti-CD40 (a-CD40), anticorpo de ligacdo cruzada anti-
CD79b BCR, e concentrac¢fes variantes dos anticorpos mostrados.

Figura 18. Inibicdo de células IgE + B com classe alterada com funcéo efetora
de ADCC e ADCP aprimorada por anticorpos anti-IgE variantes. A plotagem mostra
a concentracdo de IgE liberada de PBMCs ap6s 14 dias de incubagdo com
anticorpo agonista IL-4, anti-CD40 (a-CD40), anticorpo de ligagdo cruzada anti-mu
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BCR e concentracdes variantes dos anticorpos.

Figura 19. Protocolo para estudo in vivo de huPBL-SCID para testar a
atividade de anticorpos anti-IgE. Os dias indicados refletem o nimero de dias apés
0 enxerto de PBMCs de um doador que obteve teste positive para anticorpos IgE
especificos para Der p 1. A vacina com Der p 1 indica vacinagdo com antigeno Der

p1.

Figura 20. Niveis totais de IgG sérica a partir do modelo in vivo huPBL-SCID
para cada grupo de tratamento. Os dias indicados (7, 23, e 37) refletem as
representacfes sanguineas delineadas no protocolo da Figura 19. PBS indica o
grupo de veiculo ndo tratado, Omalizumab indica o grupo tratado com Omalizumab
lgG1, e os grupos 3 H1L1 MaE11 indicam grupos tratados com MaE11 humanizado
compreendendo uma variante WT IgG1 (IgG1), variante S267E/L328F (lIbE), ou
regido de Fc G236R/L328R (Fc-KO).

Figura 21. Niveis totais de IgE sérica a partir do modelo in vivo huPBL-SCID
para cada grupo de tratamento. Os dias indicados (7, 23, e 37) refletem as
representacfes sanguineas delineadas no protocolo da Figura 19. PBS indica o
grupo de veiculo ndo tratado, Omalizumab indica o grupo tratado com
Omalizumab_IgG1, e os grupos 3 H1L1 MaE1ll indicam grupos tratados com
MaE1l humanizado compreendendo uma variante WT IgG1l (IgGl), variante
S267E/L328F (lIbE), ou regido de Fc G236R/L328R (Fc-KO). O limite de
guantificacdo para o método ELISA foi 31,6 ng/mL; as amostras que estavam abaixo
deste limite foram reportadas como 31,6 ng/mL na plotagem.

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES EXEMPLARES

Sao descritas aqui moléculas de coengate que imitam os efeitos inibidores de
coengate de IgE ancorada por membrana com FcyRIIb em células B. Por exemplo,
sdo descritos aqui anticorpos anti-IgE variantes engenheirados de modo que o
dominio de Fc seja ligado a FcyRIlb com até ~430 vezes mais afinidade. Com
relacdo a 1gG1 nativo, as variantes aprimoradas por ligacdo com FcyRIIb (IIbE)
inibem de forma intensa a mobilizacao e viabilidade de calcio induzidas por BCR em
células IgE+ B humanas priméarias. O uso de uma Unica molécula, como um
anticorpo para suprimir as funcbes da célula B através de coengate do cognato IgE
BCR e FcyRIIb pode representar uma nova abordagem no tratamento de doencas
mediadas por IgE. Exemplos n&o limitadores de doengas mediadas por IgE incluem
respostas alérgicas e asma e sdo descritos mais detalhadamente abaixo.
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Moléculas de coengatee de acordo com a divulgacdo podem tomar uma
variedade de configuracBes conforme descrito mais detalhadamente abaixo. Em
uma modalidade, a molécula de coengate inclui uma imunoglobulina que liga IgE e
FcyRIlb com alta afinidade. Nesta modalidade, a imunoglobulina, de preferéncia,
coengata IgE ancorada por membrana e FcyRIlb na superficie de uma célula e faz
ligacdo com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Em outra modalidade, a
molécula de coengate € uma molécula biespecifica tendo uma primeira regido alvo
especifica e uma segunda regido alvo especifica, em que a primeira regido alvo
especifica é ligada a IgE e a segunda regido alvo especifica é ligada a FcyRIlb com
um Kd menor do que cerca de 100 nM, embora em algumas modalidades possa se
ligar a FcyRIIb com um Kd menor do que cerca de 10 nM ou um Kd menor do que
cerca de 1 nM e em algumas modalidades a ligacdo pode ocorrer com um Kd
menor do que 100 pM. Em uma modalidade preferencial, a molécula de coengate &
um anticorpo biespecifico e a primeira e segunda regides alvo especificas sao
regides de Fv, em que a primeira regido de Fv se liga a IgE, e a segunda regiédo de
Fv se liga a FcyRllb com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Em outra
modalidade, a molécula de coengate € uma fusdo de Fc que compreende uma
regido de Fc, em que a referida regido de Fc se liga a FcyRIlb com um Kd menor do
gue cerca de 100 nM. Nesta modalidade, o parceiro de fusdo de Fc da
imunoglobulina se liga a IgE.

S&o descritas aqui diversas definicdes. Tais definicbes incluem os
equivalentes gramaticais.

"ADCC" ou "citotoxicidade mediada por célula dependente de anticorpo”
conforme aqui empregado significa a reacdo mediada por célula em que células
citotoxicas ndo especificas que expressam FcyRs reconhecem o anticorpo ligado
em uma célula alvo e, subsequentemente, causam lise da célula alvo.

"ADCP" ou “fagocitose mediada por célula dependente de anticorpo”
conforme aqui empregado significa a reacdo mediada por célula em que células
citotoxicas nao especificas que expressam FcyRs reconhecem o anticorpo ligado
em uma célula alvo e, subsequentemente, causam a fagocitose da célula alvo.

“‘Modificagdo de aminoacidos” conforme aqui empregado significa uma
substituicdo, insercdo e/ou delecdo de aminodcidos em uma sequéncia de
polipeptideos. “Substituicdo de aminoacidos” ou “substituicdo” significa aqui a
substituicdo de um aminoacido em uma posicao especifica em uma sequéncia de
polipeptideos principal com outro aminoacido. Por exemplo, a substituicdo S267E se
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refere a um polipeptideo variante, neste caso uma variante de cadeia pesada
constante, em que a serina na posicdo 267 é substituida por acido glutamico.
‘Insergcdo de aminoacidos” ou “inser¢do” conforme aqui empregado, significa a
adicdo de um aminoacido em uma posicdo especifica em uma sequéncia de
polipeptideos principal. “Delegdo de aminoacidos” ou “delegéao” conforme aqui
empregado significa a remocdo de um aminoacido em uma posicado especifica em
uma sequéncia de polipeptideos principal.

Anticorpo significa aqui uma proteina que consiste de um ou mais
polipeptideos substancialmente codificados por todos ou parte dos genes de
imunoglobulina reconhecidos. Os genes de imunoglobulina reconhecidos, por
exemplo, incluem kappa (x), lambda (A), e locais genéticos de cadeia pesada, que
juntos compreende 0s genes de regido variavel miriade, e os genes de regido
constante mu (v), delta (5), gama (y), sigma (o), e alfa (o)) que codificam os isétipos
IgM, IgD, 1gG (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4), IgE e IgA (IgAl e IgA2), respectivamente.
Anticorpo aqui destina-se a inclui anticorpos de comprimento total e fragmentos de
anticorpos, e pode se referir a um anticorpo natural de qualquer organismo, um
anticorpo engenheirado, ou um anticorpo gerado de forma recombinante para fins
experimentais, terapéuticos ou outros fins.

“‘“Aminoacido” e ‘“identidade de aminoacidos” conforme aqui empregado
significa um dos 20 aminoacidos de ocorréncia natural ou quaisquer analogos nao-
naturais que podem estar presentes em uma posicao especifica, definida.

“Célula CD32b+” ou “célula FcyRIlb+” conforme empregado aqui significa
qualquer célula ou tipo de célula que expresse CD32b (FcyRIIb). Células CD32b+
incluem, entre outros, células B, células de plasma, células dendriticas, macrofagos,
neutrofilos, mastoécitos, basofilos ou eosindfilos.

“Célula Ige+” conforme empregado aqui significa qualquer célula ou qualquer
tipo de célula que expresse IgE. Em modalidades preferenciais da invencéo, células
IgE+ expressam IgE ancorada por membrana (mIgE). Células IgE+ incluem, entre
outros, células B e células de plasma.

"CDC" ou “citotoxicidade dependente de complemento” conforme empregado
aqui significa a reagcdo em que um ou mais componentes de proteina complementar
reconhecem o anticorpo ligado em uma célula alvo e, subsequentemente, causam
lise da célula alvo.

“‘Molécula de coengate” ou “equivalentes gramaticais” significa uma molécula
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bifuncional capaz de ligar ambos IgE e FcyRIlb em que o Kd para a ligacdo da
molécula ao FcyRIIb € menor do que cerca de 100 nM em uma superficie celular
resultante em ligagao simultanea de ambos IgE e FcyRIib.

‘Regido constante” de um anticorpo conforme empregado aqui significa a
regido do anticorpo que é codificada por um dos genes de regido constante de
imunoglobulina de cadeia leve ou pesada. “Cadeia leve constante” ou “regiao
constante de cadeia leve” conforme empregado aqui significa a regidao de um
anticorpo codificada pelas cadeias leves kappa (Cx) ou lambda (CL). A cadeia leve
constante tipicamente compreende um Unico dominio, e conforme definida aqui se
refere as posi¢des 108-214 de Ck ou CA, em que a numeracao € de acordo com o
indice EU. “Cadeia pesada constante” ou “regido de constante de cadeia pesada”
conforme empregado aqui significa a regido de um anticorpo codificada pelos genes
mu, delta, gama, alfa, ou ipsilon para definir o isétipo do anticorpo como IgM, IgD,
IgG, IgA, ou IgE, respectivamente. Para anticorpos IgG de comprimento total, a
cadeia pesada constante, conforme definido aqui, se refere ao terminal-N do
dominio CH1 ao terminal-C do dominio CH3, compreendendo assim as posi¢cdes
118 a 447, em que a numeracédo € de acordo com o indice EU.

‘Funcao efetora” conforme empregado aqui significa um evento bioquimico
causado pela regido de Fc do anticorpo com um receptor ou ligante de Fc. As
fungcbes efetoras incluem funcdes efetoras mediadas por FcyR como ADCC e
ADCP, e func¢bes efetoras mediadas por complemento como CDC.

“Célula efetora”, conforme empregada aqui significa uma célula do sistema
imune que expressa um ou mais receptores complementares e/ou de Fc e media
uma ou mais funcBes efetoras. As células efetoras incluem, entre outros, mondcitos,
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, eosindéfilos, mastoécitos, plaquetas,
células B, linfécitos grandes granulares, células de Langerhans, células natural
killers (NK), e células y6 T, e podem ser de qualquer organismo inclusive, entre
outros, humanos, camundongos, ratos, coelhos e macacos.

“Fab” ou “regido de Fab” conforme empregado aqui significa os polipeptideos
gue compreendem os dominios de imunoglobulina Vx4, CH1, VH, e CL. Fab pode se
referir a esta regido isolada, ou esta regido no contexto de um anticorpo de
comprimento total ou fragmento de anticorpo.

"Fc" ou "regido de Fc", conforme empregado aqui significa o polipeptideo que
compreende a regido constante de um anticorpo com excecéo do primeiro dominio
de regido constante e em alguns casos, parte da dobradica. Assim, Fc se refere aos
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dois ultimos dominios de imunoglobulina de regido constante de IgA, IgD e IgG, e os
trés ultimos dominios de imunoglobulina de regido constante de IgE e IgM, e o
terminal-N de dobradica flexivel a estes dominios. Para IgA e IgM, Fc pode incluir a
cadeia J. Para IgG, Fc compreende os dominios de imunoglobulina Cgammaz2 e
Cgamma3 (Cy2 e Cy3) e a dobradica entre Cgammal (Cyl) e Cgamma2 (Cy2).
Embora os limites da regido de Fc possam variar, a regido de Fc de cadeia pesada
de IgG humana é geralmente definida de modo a compreender residuos C226 ou
P230 em seu terminal-carboxila, em que a humeracédo é de acordo com o indice EU
como em Kabat. Fc pode se referir a esta regido isolada, ou esta regido no contexto
de um polipeptideo de Fc, conforme descrito abaixo.

"Polipeptideo Fc” conforme empregado aqui significa um polipeptideo que
compreende toda ou parte de uma regido de Fc. Polipeptideos de Fc incluem
anticorpos, fusbes de Fc, Fcs isolados e fragmentos de Fc. Imunoglobulinas pode
ser polipeptideos de Fc.

“Fusédo de Fc” conforme empregado aqui significa uma proteina em que um
ou mais polipeptideos sao ligados de forma operacional a Fc. Fusédo de Fc, aqui,
deve ser sinbnimo dos termos “imunoadesina”, “fusdo de Ig”, “quimera de Ig” e
“globulina receptora” (as vezes com tracos) conforme empregado no estado da
técnica (Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol 14:52-60; Ashkenazi et al., 1997,
Curr Opin Immunol 9:195-200, ambos empregados aqui integralmente por
referéncia). Uma fusdo de Fc combina a regido de Fc de uma imunoglobulina com
um parceiro de fusdo, que no geral pode ser qualquer proteina, polipeptideo ou
molécula pequena. O papepl da parte ndo-Fc de uma fusado de Fc, i.e., o parceiro de
fusdo, é media a ligacdo alvo, e assim é funcionalmente analogo as regides
variaveis de um anticorpo. Praticamente qualquer proteina ou molécula pequena
pode ser ligada a Fc para gerar uma fusdo de Fc. Os parceiros de fusdo de proteina
podem incluir, entre outros, a reigao de ligacdo alvo de um receptor, uma molécula
de adesdo, um ligante, uma enzima, uma citosina, uma quemoquina ou alguma
outra proteina ou dominio de proteina. Parceiroa de fusdo de moléculas pequenas
podem incluir um agente terapéutico que direciona a fusdo de Fc a um alvo
terapéutico. Tais alvos podem ser qualquer molécula, e.g., um receptor extracelular
que é implicado na doenca.

“‘Receptor gama de Fc” ou “FcyR” conforme empregado aqui significa
gualquer membro da familia de proteinas que se liga a regido de Fc do anticorpo
IgG e sao substancialmente codificados pelos genes FcyR. Em humanos, esta
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familia inclui, entre outros, FcyRI (CD64), inclsuive isoformos FcyRla, FcyRIb, e
FcyRIc; FcyRIl (CD32), inclusive isoformos FcyRlla (inclusive alotipos H131 and
R131), FcyRIIb (inclusive FcyRIIb-1 e FcyRIIb-2), e FcyRlic; e FcyRIIl (CD16),
inclusive isoformos FcyRllla (inclusive al6tipos V158 eF158) e FcyRIllb (inclusive
alotipos FcyRIIIb-NAL e FcyRIlIb-NA2) (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82:57-65,
incorporado aqui integralmente por referéncia), bem como quaisquer isoformos ou
alétipos FcyRs or FcyR) humanos. Um FcyR pode ser proveniente de qualquer
organismo, inclusive, entre outros, humanos, camundogos, ratos, coelhos e
macacos. FcyRs de camundongo incluem, entre outros, FcyRI (CD64), FcyRII
(CD32), FcyRIll (CD16), e FcyRIII-2 (CD16-2), bem como quaisquer isoformos ou
alétipos FcyRs ou FcyR de camundongo nao descobertos.

“Ligante de Fc” ou “receptor de Fc” conforme empregado aqui significa uma
molécula, e.g, um polipeptideo, de qualquer organismo que se liga a regido de Fc de
um anticorpo para formar um complexo de ligante de Fc. Ligantes de Fc incluem,
entre outros, FcyRs, FcyRs, FcyRs, FcRn, Clqg, C3, lectina ligante de manana,
receptor de manose, proteina A staphylococcal, proteina G streptococcal e FcyR
viral. Ligantes de Fc também incluem homologos de receptores de Fc (FCRH), que
sdo uma familia de receptores de Fc que sdo homélogos aos FcyRs (Davis et al.,
2002, Immunological Reviews 190:123-136). Ligantes de Fc podem incluir
moléculas ndo descobertas que se ligam a Fc.

“‘Anticorpo de comprimento total” conforme empregado aqui significa a
estrutura que constitui a forma bioldgica natural de um anticorpo, inclusive regides
variaveis e constantes. Por exemplo, na maioria dos mamiferos, inclusive humanos
e camundongos, o anticorpo de comprimento total do is6tipo de IgG é um tetramero
e consiste de dois pares idénticos de duas cadeias de imunoglobulina, cada par
tendo uma cadeia leve e uma cadeia pesada, cada cadeia leve compreendendo
dominios de imunoglobulina VL e CL, e cada cadeia pesada compreendendo
dominios de imunoglobulina VH, Cyl, Cy2, e Cy3. Em alguns mamiferos, por
exemplo em camelos e Ihamas, anticorpos de IgG podem consistir de apenas duas
cadeias pesadas, cada cadeia pesada compreendendo um dominio variavel ligado a
regiao de Fc.

‘“Imunoglobulina” significa uma proteina que compreende um ou mais
polipeptideos substancialmente codificados por genes de imunoglobulina.
Imunoglobulinas incluem, entre outros, anticorpos (inclusive anticorpos
biespecificos) e fusbes de Fc. Imunoglobulinas podem ter uma série de formas

Peticaio 870190109701, de 28/10/2019, pég. 27/102



10

15

20

25

30

16/87

estruturais, inclusive, entre outros, anticorpos de comprimento total, fragmentos de
anticorpos e dominios de imunoglobulina individuais.

“‘Dominio de imunoglobulina (Ig)" significa uma regido de uma imunoglobulina
gue existe como uma entidade estrutural distinta como verificado por aqueles
versados na técnica de estrutura de proteinas. Dominios de Ig tipicamente tem uma
topologia de dobradica de sanduiche-p caracteristica. Os dominios de Ig conhecidos
no isotipo de IgG de anticorpos sédo VH Cy1, Cy2, Cy3, VL e CL.

"IgG" ou "imunoglobulina 1gG" ou “imunoglobulina G” conforme empregado
aqui significa um polipeptideo que pertence a classe de anticorpos que sao
substancialmente codificados por um gene gama de imunoglobulina reconhecida.
Em humanos, esta classe compreende a subclasse ou isotipos IgG1, IgG2, IgG3 e
lgG4.

"IgE" ou “imunoglobulina IgE " ou “imunoglobulina E” conforme empregado
aqui significa um polipeptideo que pertence a classe de anticorpos que sao
substancialmente codificados por um gene ipsilon de imunoglobulina reconhecida.
IgE pode ser ancorada por membrana (mIgE), ou ndo ancorada por membrana,
também referida aqui como IgE circulante.

“Inibicao” de células ou equivalentes gramaticais significam prevenir ou
reduzir a ativacao, proliferacdo, maturidade ou diferenciacdo de células alvejadas.

“Isétipo” conforme empregado aqui significa qualquer uma das subclasses de
imunoglobulinas definidas pelas caracteristicas quimicas e antigénicas de suas
regides constantes. Os isétipos de imunoglobulina humana conhecidos sao 1gG1,
19G2, 1gG3, 1gG4, IgAl, IgA2, IgM, IgD e IgE.

“‘Modificagao” conforme empregado aqui significa uma alteracdo nas
propriedades fisicas, quimicas ou de sequéncia de uma proteina, polipeptideo,
anticorpo ou imunoglobulina. As modificacdes descritas aqui incluem modificacdes
de aminoacidos e modifica¢cdes de glicoformos.

“‘Modificagdo de glicoformos” ou “glicoformo modificado” ou “glicoformo
engenheirado” conforme empregado aqui significa uma composi¢cao de carboidrato
gue é ligada de forma covalente a uma proteina, por exemplo, um anticorpo, em que
a referida composigéo do carboidrato difere quimicamente daquela de uma proteina
principal. Um glicoformo modificado geralmente se refere ao carboidrato ou
oligossacarideo diferente; assim, por exemplo, uma variante de Fc pode
compreende um glicoformo modificado. Como alternativa, o glicoformo modificado
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por se referir a variante de Fc que compreende o carboidrato ou oligossacarideo
diferente.

“Polipeptideo principal”’, “proteina principal”, “imunoglobulina principal”,
“polipeptideo precursor”, “proteina precursora” ou “imunoglobulina precursora”
conforme empregado aqui significa um polipeptideo, proteina ou imunoglobulina ndo
modificada que € subsequentemente modificada para gerar uma variante, e.g.,
gualquer polipeptideo, proteina ou imunogloblulina que sirva como um modelo e/ou
base para pelo menos uma modificacdo de aminoacido descrita aqui. O polipeptideo
principal pode ser um polipeptideo de ocorréncia natural, ou uma verséo variante ou
engenheirada de um polipeptideo de ocorréncia natural. O polipeptideo principal
pode ser referir ao proprio polipeptideo, composicbes que compreendem o
polipeptideo principal, ou a sequéncia de aminoacidos que o codificam.
Consequentemente, “polipeptideo de Fc principal” conforme empregado aqui
significa um polipeptideo de Fc que € modificado para gerar um polipeptideo de Fc
variante, e “anticorpo principal” conforme empregado aqui significa um anticorpo que
€ modificado para gerar um anticorpo variante (e.g., um anticorpo principal pode
incluir, entre outros, uma proteina que compreende a regido constante de uma Ig de
ocorréncia natural).

“Posicao” conforme empregado aqui significa um local na sequéncia de uma
proteina. As posi¢cdes podem ser numeradas sequencialmente ou de acordo com
um formato estabelecido; por exemplo, o indice EU como descrito em Kabat. Por
exemplo, a posi¢céo 297 € uma posicao no anticorpo humano IgG1.

“Polipeptideo” ou “proteina” conforme empregado aqui significa pelo menos
dois aminoécidos ligados de forma covalente, o que inclui proteinas, polipeptideos,
oligopeptideos e peptideos.

“‘Residuo” conforme empregado aqui significa uma posi¢cdo em uma proteina
e sua identidade de aminoé&cido associada. Por exemplo, Asparagina 297 (também
denominada Asn297, também denominada N297) é um residuo no anticorpo
humano IgG1.

“Antigeno alvo" conforme empregado aqui significa a molécula que é ligada
pela regido variavel de um determinado anticorpo, ou o parceiro de fusdo de uma
fusdo de Fc. Um antigeno alvo pode ser uma proteina, carboidrato, lipideo ou outro
composto quimico. Um anticorpo ou fusdo de Fc é considerado “especifico” para
um determinado antigeno alvo com base em ter afinidade para o antigeno alvo.
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“Célula alvo” significa uma célula que expressa um antigeno alvo.

‘Regiao variavel” conforme empregado aqui significa a regido de uma
imunoglobulina que compreende um ou mais dominios de Ig substancialmente
codificados por qualquer um dentre os genes de Vk, VA, e/lou VH que compdem o
kappa, lambda locais genéticos de imunoglobulina de cadeia pesada,
respectivamente.

“Polipeptideo variante", "polipeptideo variante”, ou "variante"” conforme
empregado aqui significa uma sequéncia de polipeptideos que difere daquela de
uma sequéncia de polipeptideos principal em virtude de pelo menos uma
modificacdo de aminoacido. O polipeptideo principal pode ser um polipeptideo de
ocorréncia natural ou do tipo selvagem (WT), ou pode ser uma versao modificada de
um polipeptideo do tipo selvagem. Polipeptideo variante podem se referir ao
polipeptideo em si, a uma composicdo que compreende o polipeptideo, ou a
sequéncia de aminoacidos que o codifica. Em algumas modalidades, os
polipeptideos variantes divulgados aqui (e.g., imunoglobulinas variantes) podem ter
pelo menos uma modificacdo de aminodcido em comparacdo ao polipeptideo
principal, e.g. de cerca de uma a dez modificagdes de aminoécidos, de cerca de
uma a cinco modificacbes de aminoacidos, etc. em comparacdo ao polipeptideo
principal. A sequéncia de polipeptideos variantes aqui pode ter pelo menos cerca de
80% de homologia com uma sequéncia de polipeptideos principal, e.g. pelo menos
cerca de 90% de homologia, 95% de homologia, etc. Consequentemente, “variante
de Fc” ou “Fc variante” conforme empregado aqui significa uma sequéncia de Fc
gue difere daquela de uma sequéncia de Fc principal em virtude de pelo menos uma
modificacdo de aminoacido. Uma variante de Fc pode englobar somente uma
regido de Fc, ou pode existir no contexto de um anticorpo, fusdo de Fc, Fc isolado,
fragmento de Fc ou outro polipeptideo que é substancialmente codificado por Fc. A
variante de Fc pode ser referir ao préprio polipeptideo de Fc, composi¢cdes que
compreendem o polipeptideo de variante de Fc, ou a sequéncia de aminoacidos que
o codifica. “Variante de polipetideo Fc” ou “polipeptideo Fc variante” conforme
empregado aqui significa um polipeptideo Fc que difere de um polipeptideo Fc
principal em virtude de pelo menos uma modificagdo de aminoécido. “Variante de
proteina” ou “proteina variante” conforme empregado aqui significa uma proteina
gue difere de uma proteina principal em virtude de pelo menos uma modificacdo de
aminoacido. “Variante de anticorpo” ou “anticorpo variante” conforme empregado
aqui significa um anticorpo que difere de um anticorpo principal em virtude de pelo
menos uma modificacdo de aminoacido. “Variante de 1gG” ou ‘IgG variante”
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conforme empregado aqui significa um anticorpo que difere de uma IgG principal em
virtude de pelo menos uma modificagdo de aminoacido. “Variante de
imunoglobulina” ou “imunoglobulina variante” conforme empregado aqui significa
uma sequéncia de imunoglobulinas que difere daquela de uma sequéncia de
imunoglobulinas principal em virtude de pelo menos uma modificagdo de
aminoacido.

“Tipo selvagem” ou "WT" aqui significa uma sequéncia de aminoacidos ou
uma sequéncia de nucleotideos que € encontrada na natureza, inclusive variacoes
alélicas. Uma proteina, polipeptideo, anticorpo, imunoglobulina, IgG WT, etc. tem
uma sequéncia de aminoacidos ou uma sequéncia de nucleotideos que néo foi
modificada de forma intencional.

Moléculas de Coengate

Conforme descrito aqui moléculas de coengate sdo moléculas bifuncionais
capazes de se ligar a FcyRIIb elgE na superficie de uma célula. Estas moléculas
podem tomar uma variedade de configuracbes conforme descrito mais
detalhadamente aqui. De preferéncia, as moléculas de coengate sdo proteinaceas,
embora isto ndo seja necessariamente exigido. Em algumas modalidades, a
molécula de coengate pode ser uma molécula bifuncional na qual a especificidade
para FcyRIIb e/ou IgE é conferida por uma molécula pequena, acido nucléico e/ou
polipeptideo, por exemplo. De preferéncia, a molécula de coengate se liga a
FcyRIIb com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Em uma modalidade
preferencial, a molécula de coengate inclui uma imunoglobulina que se liga a IgE e
FcyRIlb com alta afinidade. Nesta modalidade, a imunoglobulina, de preferéncia,
coengata a IgE ancorada por membrana e FcyRIllb na superficie de uma célula. Em
outra modalidade, a molécula de coengate € uma molécula biespecifica tendo uma
primeira regido especifica alvo e uma segunda regido especifica alvo, em que a
primeira regido especifica alvo se liga a IgE e a segunda regido especifica alvo se
liga a FcyRIlb com um Kd menor que cerca de 100 nM. Em uma modalidade
preferencial, a molécula de coengate é um anticorpo biespecifico e a primeira e
segunda regibes alvo especificas séo regides de Fv, em que a primeira regidao de Fv
se liga a IgE, e a segunda regiao de Fv se liga a FcyRIIb com um Kd menor do que
cerca de 100 nM. Em outra modalidade, a molécula de coengate € uma fusédo de Fc
gue compreende uma regido de Fc, em que a referida regido de Fc se liga a FcyRIlb
com um Kd menor do que cerca de 100 nM. Nesta modalidade, o parceiro de fusédo
de Fc da imunoglobulina se liga a IgE.
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Em uma modalidade, a molécula de coengate € uma molécula bifuncional em
gue uma primeira regido se liga a IgE e uma segunda regido se liga a FcyRIlb com
um Kd menor do que cerca de 100 nM. Praticamente qualquer proteina, molécula
pequena ou acido nucléico, e.g. aptameros, podem ser ligados para gerar a
molécula de ligacdo bifuncional e podem incluir ligantes como definido aqui. Em
uma modalidade preferencial, os parceiros de fusdo de proteinas podem incluir,
entre outros, a regido variavel de um anticorpo, a regido de ligacdo alvo de um
receptor, uma molécula de adesdo, um ligante, uma enzima, uma citosina, uma
guemoquina, ou alguma outra proteina ou dominio de proteina. Os parceiros de
fusdo de moléculas pequenas podem incluir qualquer agente que direcione a
molécula de coengate a um antigeno alvo, como IgE. Por exemplo, em modalidades
preferenciais, a molécula de coengate pode compreender FceRI ou FceRII/CD23
como um parceiro de fusdo. Em modalidades preferenciais, as imunoglobulinas séo
usadas como moléculas de coengate.

Imunoglobulinas

Como descrito aqui, uma imunoglobulina € um componente preferencial de
uma molécula de coengate e pode ser um anticorpo, uma fusdo de Fc, um Fc
isolado, um fragmento de Fc ou um polipeptideo de Fc. Em uma modalidade, uma
imunoglobulina é um anticorpo. Como descrito mais detalhadamente abaixo, a
imunoglobulina é usada como molécula bifuncional em que a regido de Fv se liga a
IgE e a regido de Fc se liga a FcyRIlb com um Kd menor do que cerca de 100 nM.
Além disso, um anticorpo € usado em fusdes de Fc ou anticorpos bifuncionais
conforme descrito abaixo.

Anticorpos sdo proteinas imunoldgicas que se ligam a um antigeno
especifico. Na maioria dos mamiferos, inclusive humanos e camundongos, 0s
anticorpos sao construidos a partir de cadeias de polipeptideos pesada e leve
emparelhadas. As regifes variaveis de cadeia leve e pesada mostram diversidade
de sequéncia significativa entre anticorpos, e sdo responsaveis por ligar o antigeno
alvo. Cada cadeia € composta de dominios de imunoglobulina (lg) individuais, e
assim o termo genérico imunoglobulina é usado para tais proteinas.

Unidades estruturais de anticorpos tradicionais geralmente compreendem um
tetramero. Cada tetramero € tipicamente composto de dois pares idénticos de
cadeias de polipeptideos, cada par tendo uma cadeia “leve” (geralmente tendo um
peso molecular de cerca de 25 kDa) e uma cadeia “pesada” (geralmente tendo um

peso molecular de cerca de 50 a 70 kDa). As cadeias leves humanas sao
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classificadas como cadeias leve kappa e lambda. As cadeias pesadas sé&o
classificadas como mu, delta, gama, alfa ou ipsilon e definem o isétipo do anticorpo
como IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE, respectivamente. IgG tem diversas subclasses,
inclusive, entre outras, 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4. IgM tem subclasses, inclusive,
entre outras, IgM1 e IgM2. IgA tem diversas subclasses, inclusive, entre outras,
IgA1l e IgA2. Desta forma, "is6tipo” conforme empregado aqui significa quaisquer
das classes e subclasses de imunoglobulinas definidas pelas caracteristicas
guimicas e antigénicas de suas regifes constantes. Os isétipos de imunoglobulina
humana conhecidos sao 1gG1, 19G2, 1gG3, 1gG4, IgAl, IgA2, IgM1, IgM2, IgD e IgE.

Cada uma das cadeias leve e pesada sdo compostas de suas regides
distintas, denominadas regides variavel e constante. A cadeia pesada de IgG é
composta de quatro dominios de imunoglobulina ligados a partir do terminal-N ao
terminal-C na ordem VH-CH1-CH2-CH3, com referéncia ao dominio variavel de
cadeia pesada, dominio constante de cadeia pesada 1, dominio constante de cadeia
pesada 2 e dominio constante de cadeia pesada 3, respectivamente (também
denominado VH-Cyl-Cy2-Cy3, com referéncia ao dominio variavel de cadeia
pesada, dominio de gama 1 constante, dominio de gama 2 constante e dominio de
gama 3 constante, respectivamente). A cadeia leve de IgG é composta de dois
dominios de imunoglobulina ligados a partir do terminal-N ao terminal-C na ordem
VL-CL, com referéncia ao dominio variavel de cadeia leve e ao dominio constante
de cadeia leve, respectivamente. As regides constantes mostram menos diversidade
de sequéncia, e sdo responsaveis por ligar uma série de proteinas naturais para
gerar eventos bioquimicos importantes. As caracteristicas de distingdo entre estas
classes de anticorpos sdo suas regides constantes, embora diferencas mais sutis
possam existir na regiao variavel.

A regido variavel de um anticorpo contém o antigeno que liga determinants
da molécula, e assim determina a especificidade de um anticorpo para seu antigeno
alvo. A regido variavel € denominada assim por ser a mais distinta em sequéncia de
outros anticorpos dentro da mesma classe. A por¢do de terminal amino de cada
cadeia inclui uma regido variavel de cerca de 100 a 110 ou mais aminoacidos
principalmente responsaveis pelo reconhecimento de antigenos. Na regido variavel,
trés lacos sdo agrupados para cada dominio V da cadeia pesada e cadeia leve para
formar um local de ligacdo de antigenos. Cada um dos lagcos € denominado regido
de determinacdo de complementaridade (doravante denominada "CDR"), em que a
variacado na sequéncia de aminoacidos € mais significativa. Ha 6 CDRs totais, cada
trés por cadeia leve e pesada, designados VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL
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CDR1, VL CDR2 e VL CDRS. A regiao variavel fora das CDRs é denominada regiao
de estrutura (FR). Embora n&o diversa como as CDRs, a variabilidade de sequéncia
ocorre na regido de FR entre anticorpos diferentes. No geral, esta arquitetura
caracteristica de anticorpos fornece uma estrutura estavel (a regido de FR)
mediante a qual a diversidade de ligacdo de antigenos substancial (as CDRs) pode
ser explorada pelo sistema imune para obter especificidade para um amplo conjunto
de antigenos. Uma série de estruturas de alta resolucdo sdo disponiveis para uma
variedade de fragmentos de regidoa partir de organismos diferentes, alguns néo
ligados e alguns em complexo com antigeno. As caracteristicas de sequéncia e
estrutura das regibes varidveis de anticorpos sdo divulgadas, por exemplo, em
Morea et al., 1997, Biophys Chem 68:9-16; Morea et al., 2000, Métodos 20:267-279,
incorporadas aqui integralmente por referéncia, e as caracteristicas conservadas de
anticorpos sao divulgadas, por exemplo, em Maynard et al., 2000, Annu Rev Biomed
Eng 2:339-376, incorporadas aqui integralmente por referéncia.

A porgédo de terminal-carboxi de cada cadeia define uma regido constante
principalmente responsavel pela funcdo efetora. Na subclasse IgG de
imunoglobulinas, h& diversos dominios de imunoglobulina na cadeia pesada.
“‘Dominio de imunoglobulina (lg)” significa uma regidao de uma imunoglobulina tendo
uma estrutura terciaria distinta. Sao de interesse em modalidades descritas aqui 0s
dominios de cadeia pesada, inclusive, os dominios de cadeia constante (CH) e a
regido de dobradica. No contexto de anticorpos IgG, os isétipos IgG, cada um, tém
trés regides CH. Consequentemente, os dominios “CH” no contexto de IgG sé&o
como segue: "CH1" se refere as posi¢cdes 118 a 220 de acordo com o indice EU
como em Kabat. "CH2" se refere as posi¢des 237 a 340 de acordo com o indice EU
como em Kabat, e "CH3" se refere as posicoes 341 a 447 de acordo com o indice
EU como em Kabat.

Outra regido importante da cadeia pesada é a regido de dobradica.
“‘Dobradi¢ga” ou “regidao de dobradiga” ou “regido de dobradiga do anticorpo” ou
‘regido de dobradi¢ca de imunoglobulina” aqui significa o polipeptideo flexivel que
compreende os aminoacidos entre o primeiro e o segundo dominios constantes de
um anticorpo. Estruturalmente, o dominio IgG CH1 termina na posi¢cdo EU 220, e o
dominio 1IgG CH2 comeca na posi¢cdo EU residual 237. Desta forma, para I1gG a
dobradica do anticorpo € aqui definida de modo a incluir as posigdes 221 (D221 em
IgG1) a 236 (G236 em IgG1l), em que a numeracéo é de acordo com o indice EU
como em Kabat. Em algumas modalidades, por exemplo, no context de uma regiao
de Fc, é incluida a dobradi¢a inferior, com a “dobradiga inferior’geralmente se
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referindo as posicdes 226 ou 230 até 236.

Sao descritas aqui de interesse em modalidades as regides de Fc. "Fc" ou
"regido de Fc” conforme empregado aqui significa o polipeptideo que compreende a
regido constante de um anticorpo, com exce¢do do primeiro dominio de
imunoglobulina de regido constante e, em alguns casos, a parte da dobradica.
Assim, Fc se refere aos dois ultimos dominios de imunoglobulina de regido
constante de IgA, IgD e IgG, e os trés ultimos dominios de imunoglobulina de regido
constante de IgE e IgM, e o terminal-N de dobradica a estes dominios. Para IgA e
IgM, Fc pode incluir a cadeia J. Para IgG, Fc compreende os dominios de
imunoglobulina Cgamma2 e Cgamma3 (Cy2 e Cy3) e a regido de dobradica inferior
entre Cgammal (Cyl) eCgamma2 (Cy2). Embora os limites da regido de Fc possam
variar, a regido de Fc de cadeia pesada de IgG humana € geralmente definida para
incluir os residuos C226 ou P230 em seu terminal-carboxil, em que a numeracéao é
de acordo com o indice EU como em Kabat. Fc pode se referir a esta regido isolada,
ou esta regido no contexto de um polipeptideo de Fc, conforme descrito abaixo,
“Polipeptideo de Fc” conforme empregado aqui significa um polipeptideo que
compreende toda ou parte de uma regido de Fc. Os polipeptideos de Fc incluem
anticorpos, fusdes de Fc, Fcs isolados e fragmentos de Fc.

A regido de Fc de um anticorpo interage com uma seérie de receptores e
ligantes de Fc, fornecendo um conjunto de capacidades funcionais importantes
denominadas funcbes efetoras. Para IgG da regido de Fc, Fc compreende os
dominios de Ig Cy2 e Cy3 e a dobradica de terminal-N levando a Cy2. Uma familia
importante de receptores de Fc para a classe IgG sdo os receptores gama Fc
(FcyRs). Estes receptores mediam a comunicagao entre anticorpos e o braco celular
do sistema imune (Raghavan et al.,, 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12:181-220;
Ravetch et al., 2001, Annu Rev Immunol 19:275-290, ambos incorporados
integralmente aqui por referéncia). Em humanos, esta familia de proteinas inclui
FcyRI (CD64), inclusive isoformos FcyRIa, FcyRIb e FcyRIc; FeyRII (CD32), incluindo
isoformos FcyRlla (incluindo al6tipos H131 e R131), FcyRIlb (inclusive FcyRIIb-1 e
FcyRIIb-2) e FcyRlIc; e FcyRIll (CD16), inclusive FcyRllla (inclusive alotipos V158 e
F158) e FcyRIllb (inclusive al6tipos FcyRIlIb-NAL e FcyRIlIb-NA2) (Jefferis et al.,
2002, Immunol Lett 82:57-65, incorporados integralmente aqui por referéncia). Estes
receptores geralmente tém um dominio extracelular que media a ligacédo a Fc, uma
regido que abrange membranas, e um dominio intracelular que pode mediar algum
evento sinalizador dentro da célula. Estes receptores sdo expressos em uma
variedade de células imunes incluindo mondécitos, macrofagos, neutrofilos, células
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dendriticas, eosindfilos, mastocitos, plaquetas, células B, linfocitos grandes
granulares, células de Langerhans, células natural killers (NK), e células yy T. A
formacdo do complexo Fc/FcyR recruta estas células efetoras de antigeno ligado,
geralmente resultando em eventos sinalizadores dentro das células e respostas
imunes subsequentes importantes, como a liberacdo de mediadores de inflamacéao,
ativacdo de células B, endocitose, fagocitose e ataque citotoxico. A capacidade de
mediar funcdes efetoras citotoxicas e fagocitas € um mecanismo potencial através
do qual os anticorpos destroem células alvejadas. A reacdo mediada por células em
gue células citotéxicas ndo-especificas que expressam FcyRs reconhecem o
anticorpo ligado em uma célula alvo e subsequentemente causam lise da célula alvo
€ denominada citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (ADCC)
(Raghavan et al., 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12:181-220; Ghetie et al., 2000,
Annu Rev Immunol 18:739-766; Ravetch et al.,, 2001, Annu Rev Immunol 19:275-
290, ambos incorporados aqui integralmente por referéncia). A reacdo mediada por
células em que células em que células citotéxicas ndo-especificas que expressam
FcyRs reconhecem o anticorpo ligado em uma célula alvo e, subsequentemente,
causam fagocitose da célula alvo é denominada aqui fagocitose mediada por células
dependentes de anticorpos (ADCP).

As subclasses de IgG diferentes tem afinidades diferentes para FcyRs, com
IgG1 e IgG3 geralmente se ligando substancialmente melhor aos receptores 1gG2 e
IgG4 (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82:57-65, incorporados aqui integralmente
por referéncia). FcyRs se liga a regido de Fc de IgG com afinidades diferentes. Os
dominios extracelulares de FcyRllla e FcyRIlIb sdo 96% idénticos, no entanto,
FcyRIlIb ndo tem um dominio sinalizador intracelular. Além disso, enquanto FcyRl,
FcyRIla/c, e FcyRllla sdo reguladores positivos de ativagdo acionada por complexo
imune, caracterizados por ter um dominio intracelular que tem um motivo de
ativacdo baseado em tirosina imunoreceptora (ITAM), FcyRIIb tem um motivo de
inibicdo baseado em tirosina imunoreceptora (ITIM) e, portanto, € inibidor. Desta
forma, os primeiros sdo denominados receptores de ativacdo, e FcyRIlb é
denominado receptor inibidor. Apesas destas diferencas em afinidades e atividades,
todos os FcyRs se ligam a mesma regido em Fc, no terminal-N do dominio de Cy2 e
da dobradica anterior. Esta interacdo € bem caracterizada de forma estrutural
(Sondermann et al., 2001, J Mol Biol 309:737-749, incorporada integralmente aqui
por referéncia), e diversas estruturas de Fc humano ligado ao dominio extracellular
de FcyRIllb humano tém sido resolvidas (cédigo de acesso pdb 1E4K) (Sondermann
et al., 2000, Nature 406:267-273, incorporado integralmente aqui por referéncia)
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(codigos de acesso pdb 11IS e 11IX) (Radaev et al., 2001, J Biol Chem 276:16469-
16477, incorporado integralmente aqui por referéncia).

Um local de sobreposicdo mas separado em Fc € usado como a interface
para a proteina de complemento C1g. Da mesma forma que a ligacdo de Fc/FcyR
media ADCC, a ligacdo de Fc/Clg media citotoxicidade dependente de
complemento (CDC). Um local em Fc entre os dominios Cy2 e Cy3 media a
interacdo com o receptor neonatal FcRn, a ligacdo que recicla o anticorpo
submetido a endocitose a partir do endossomo de volta a corrente sanguinea
(Raghavan et al., 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12:181-220; Ghetie et al., 2000,
Annu Rev Immunol 18:739-766, ambos incorporados integralmente aqui por
referéncia). Este processo, juntamente com a preclusao de filtragdo de rins devido
ao tamanho grande da molécula de comprimento, resulta em meias vidas séricas de
anticorpo favoraveis variando de uma a trés semanas. A ligacdo de Fc a FcRn
também desempenha um papel importante no transporte de anticorpos. O local de
ligagdo para FcRn em Fc também é o local em que as proteinas bacterianas A e G
séo ligadas. A ligacdo estreita por estas proteinas é geralmente explorada como um
meio de purificar anticorpos empregando a cromatografia de afinidade por proteina
A ou proteina G durante a purificacdo de proteinas. A fidelidade destas regifes e as
regioes de ligacdo de complemento e FcRn/proteina A sao importantes para ambas
as propriedades clinicas dos anticorpos e seu desenvolvimento.

Uma caracteristica chave da regido de Fv é a glicosilagdo ligada a N
conservada que ocorre em N297. Este carboidrato, ou oligossacarideo, conforme
denominado algumas vezes, desempenha um papel estrutural e funcional
importante para o anticorpo, e é uma das razbes principais para que estes
anticorpos sejam produzidos usando sistemas de expressdo de mamiferos. A
ligacdo de Fc eficiente a FcyR e Clq requer esta modificacdo, e alteracdes na
composicdo do carboidrato N297 ou sua eliminacdo afetam a ligacdo a estas
proteinas (Umana et al., 1999, Nat Biotechnol 17:176-180; Davies et al., 2001,
Biotechnol Bioeng 74:288-294; Mimura et al., 2001, J Biol Chem 276:45539-45547 ;
Radaev et al., 2001, J Biol Chem 276:16478-16483; Shields et al., 2001, J Biol
Chem 276:6591-6604; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277:26733-26740; Simmons
et al, 2002, J Immunol Methods 263:133-147, todos incorporados aqui
integralmente por referéncia).

As imunoglobulinas de modalidades descritas aqui podem também ser uma
proteina semelhante a anticorpo como uma fusdo de Fc (Chamow et al., 1996,
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Trends Biotechnol 14:52-60; Ashkenazi et al., 1997, Curr Opin Immunol 9:195-200,
ambos incorporados aqui integralmente por referéncia). “Fusdo de Fc” aqui deve ser
sinbnimo dos termos “imunoadesao”, “fusdo de Ig”, “quimera de Ig” e “globulina
receptora” (as vezes com tragos) conforme empregado no estado da técnica
(Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol 14:52-60; Ashkenazi et al., 1997, Curr
Opin Immunol 9:195-200). Uma fusdo de Fc € uma proteina em que um ou mais
polipeptideos, denominados “parceiro de fusdo”, sao ligados de forma operacional a
Fc. Uma fusdo de Fc combina a regido de Fc de um anticorpo, e assim suas
funcdes efetoras favoraveis e farmacocinéticos, com a regido de ligacéo alvo de um
receptor, ligante ou alguma outra proteina ou dominio de proteina. O papel do
ultimo € mediar o reconhecimento alvo, e assim é funcionalmente anélogo a regiao
variavel do anticorpo. Devido a sobreposicao estrutural e funcional de fusbes de Fc
com anticorpos, a discussado sobre anticorpos na presente divulgacdo se estende
também a fusdes de Fc.

Praticamente qualquer proteina ou molécula pequena pode ser ligada a Fc
para gerar uma fusdo de Fc. Os parceiros de fusdo de proteina podem incluir, entre
outros, a regido variavel de qualquer anticorpo, a regido de ligacdo alvo de um
receptor, uma molécula de adesdo, um ligante, uma enzima, uma citosina, uma
guemoquina ou alguma outra proteina ou dominio de proteina. Os parceiros de
fusdo de moléculas pequenas podem incluir qualguer agente que direcione a fusao
de Fc a um antigeno alvo. Tal antigeno alvo pode ser qualquer molécula, e.g., um
receptor extracelular, que é implicado em doenca. As fusdes de Fc de modalidades
descritas aqui, de preferéncia, tem especificidade para IgE. Por exemplo, em
modalidades preferenciais, as fusdes de Fc da invengdo podem compreender FceRlI
ou FceRII/CD23 como um parceiro de fusdo. As fusbes de Fc da invencdo, de
preferéncia, compreendem uma ou mais variantes na regido de Fc para aumentar a
afinidade para FcyRlIlb.

Os parceiros de fusédo podem ser ligados a qualquer regido de uma regiao de
Fc, inclusive nos terminais-N ou —C, ou em alguns residuos entre os terminais. Em
uma modalidade, um parceiro de fuséo é ligado no termina-N ou —C da regido de
Fc. Uma variedade de ligantes pode ser usada em algumas modalidades descritas
aqui para ligar de forma covalente regides de Fc a um parceiro de fusao. “Ligante”,
“sequéncia de ligante”, “espagador”, “sequéncia de corrente” ou seus equivalentes
gramaticais, aqui significa uma molécula ou grupo de moléculas (como um
mondmero ou polimero) que conectam duas moléculas e com frequéncia servem
para colocar duas moléculas em uma configura¢do. Os ligantes sdo conhecidos na
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técnica; por exemplo, ligantes bifuncionais homo ou hetero sdo bem conhecidos
(veja, catalogo 1994 Pierce Chemical Company, secdo técnica sobre ligantes
cruzados, paginas 155 a 200, incorporado aqui integralmente por referéncia). Uma
série de estratégias pode ser usada para ligar moléculas de forma covalente. Estas
incluem, entre outras, ligacdes de polipeptideos entre terminais-N ou —C de
proteinas ou dominios de proteina, ligacdo através de ligacbes de dissulfeto e
ligacdo através de reagentes de ligacdo cruzada quimica. Em um aspecto desta
modalidade, o ligante é uma ligacdo de peptideos, gerada por técnicas
recombinantes ou sintese de peptideos. O peptideo ligante pode,
predominantemente, incluir os seguintes residuos de aminoacidos: Gli, Ser, Ala, ou
Tre. O peptideo ligante deve ter um comprimento adequado para ligar duas
moléculas de modo que elas assumam a conformacdo correta uma em relacédo a
outra de modo que retenham a atividade desejada. Comprimentos adequados para
este propoésito incluem no minimo um e no maximo 50 residuos de aminoacidos. Em
uma modalidade, o ligante tem cerca de 1 a 30 aminoacidos de comprimento. Em
uma modalidade, os ligantes de 1 a 20 aminoacidos de comprimento podem ser
usados. Ligantes uteis incluem polimeros de glicina-serina (inclusive, por examplo,
(GS)n, (GSGGS)n (estabelecido como ID DE SEQ N°: 1), (GGGGS)n (estabelecido
como ID DE SEQ N°: 2), e (GGGS)n (estabelecido como ID DE SEQ N°:3), onde n é
um numero inteiro de pelo menos um), polimeros de glicina-alanina, polimeros de
alanina-serina, e outros ligantes flexiveis, conforme sera apreciado por aqueles
versados na técnica. Como alternativa, uma variedade de polimeros nao-
proteinaceos, inclusive, entre outros, polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol,
polioxialquilenos ou copolimeros de polietileno glicol e prolipropileno glicol, podem
ser usados como ligantes, ou seja, podem ser usados para ligar uma regido de Fc a
um parceiro de fuséo.

Também séo contemplados aqui como parceiros de fusédo polipeptideos de
Fc. Assim, uma imunoglobulina, conforme descrito aqui pode ser um polipeptideo de
Fc multimérico, que compreende duas ou mais regides de Fc. A vantagem de tal
molécula é fornecer diversos locais de ligagdo para receptores de Fc com uma
molécula de proteina Unica. Em uma modalidade, as regides de Fc podem ser
ligadas usando uma abordagem de engenharia quimica. Por exemplo, Fabs e Fcs
podem ser ligados por ligagcbes de tioéter que sdo originadas em residuos de
cisteina nas dobradicas, gerando moléculas como FabFc2. As regides de Fc podem
ser ligadas usando engenharia de dissulfeto e/ou ligagdo cruzada quimica. Em uma
modalidade, as regibes de Fc podem ser ligadas de forma genética. Em uma
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modalidade, as regides de Fc em uma imunoglobulina sé&o ligadas de forma
genética a regides de Fc ligadas geradas in tandem conforme descrito em USSN
11/022,289, depositada em 12/21/2004, denominada “Polipeptideos de Fc com
novos locais de ligacdo de ligantes de Fc”, incorporada aqui integralmente por
referéncia. Polipeptideos de Fc ligados in tandem podem compreender duas ou
mais regides de Fc, e.g., uma a trés regides de Fc, duas regides de Fc. Pode ser
vantajoso explorar uma série de construtos de engenharia para obter regibes de Fc
ligadas in tandem homo ou hétero com as propriedades estruturais e funcionais
mais favoraveis. Regifes de Fc ligadas in tandem podem ser regides de Fc ligadas
in tandem homo, ou seja, uma regiao de Fc de um isétipo é geneticamente fundida a
outra regido de Fc do mesmo isétipo. E previsto que uma vez que ha diversos FcyR,
Clq, e/ou locais de ligacdo de FcRn em polipeptideos de Fc ligados in tandem, as
funcdes efetoras elou farmacocinéticos podem ser aprimorados. Em uma
modalidade alternativa, as regides de Fc de isétipos diferentes podem ser ligadas in
tandem denominadas regides de Fc ligadas in tandem aos isétipos. Por exemplo,
devido a capacidade de alvejar receptores de FcyR e FcaRI, uma imunoglobulina
gue liga ambosFcyRs e FcaRI pode fornecer uma melhora clinica significativa.

As imunoglobulinas das modalidades divulgadas aqui podem ser
substancialmente codificadas por genes de imunoglobulina a qualquer uma das
classes de anticorpos. Em certas modalidades, as imunoglobulinas divulgadas aqui
sdo usadas em anticorpos ou fusdes de Fc que compreendem sequéncias que
pertencem a classe IgG de anticorpos, inclusive 19G1, 1gG2, 1IgG3 ou 1gG4. A Figura
1 fornece um alinhamento destas sequéncias de IgG humana. Em modalidades
alternativas, as imunoglobulinas divulgadas aqui sdo usadas em anticorpos ou
fusdes de Fc que compreendem sequéncias que pertencem a IgA (inclusive as
subclasses IgAle IgA2), classes IgD, IgE, IgG, ou IgM de anticorpos. As
imunoglobulinas divulgadas aqui podem compreender mais de uma cadeia de
proteinas, e.g., podem ser um anticorpo ou fusdo de Fc que é um mondémero ou um
oligdbmero, inclusive um oligdmero homo ou hetero.

As imunoglobulinas divulgadas aqui podem ser substancialmente codificadas
por genes de qualquer organismo, e.g. mamiferos (inclusive, entre outros, humanos,
roedores (inclusive, entre outros, camundongos e ratos), lagomorfos (inclusive, entre
outros, coelhos e lebres), camelideos (inclusive, entre outros, camelos, lhamas e
dromedarios), e primatas ndo-humanos, inclusive, entre outros, Prosimianos,
Platirrinos (macados do Novo Mundo), Cercopitecoides (macados do Mundo
Antigo), e Hominoides, inclusive os Gibbons, Lesser e Grandes Primatas. Em certas
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modalidades, as imunoglobulinas divulgadas aqui podem ser substancialmente
humanas.

Como é bem conhecido na técnica, os polimorfismos de imunoglobulina
existem na populacdo humana. O polimorfismo de Gm é determinado pelos genes
IGHG1, IGHG2 e IGHG3 que tém alelos que codificam determinantes antigénicos
alotipicos denominados al6tipos G1m, G2m e G3m para marcadores das moléculas
IgG1, IgG2 e IgG3 humanas (nenhum alétipo Gm foi encontrado na cadeia gama 4).
Os marcadores podem ser classificados em “alétipos” e “isoalétipos”. Estes sao
distintos em bases sorologicas diferentes que dependem de homologias de
sequéncia fortes entre isétipos. Os albtipos sdo determinantes antigénicos
especificados por formas alélicas dos genes Ig. Os albtipos representam pequenas
diferencas nas sequéncias de aminoacidos de cadeias pesada ou leve de individuos
diferentes. Mesmo uma Unica diferenca de aminoacidos pode causar um
determinante alotipico, embora em muitos casos tenham ocorrido diversas
substituicdes de aminoacidos. Os al6tipos sédo diferencas de sequéncia entre alelos
de uma subclasse através da qual os anti-soros reconhecem somente as diferencas
alélicas. Um isoal6tipo € um alelo em um isétipo que produz um epitopo que €
compartilhado com uma regido homologa nao-poliformica de um ou mais outros
isotipos e devido a isto os anti-soros reagirdo com ambos os alétipos relevantes e
os isotipos homologos relevantes (Clark, 1997, mecanismos efetores de IgG, Chem
Immunol. 65:88-110; Gorman & Clark, 1990, Semin Immunol 2(6):457-66, ambos
incorporados aqui integralmente por referéncia).

As formas alélicas de imunoglobulinas humanas foram bem caracterizadas
(WHO Review of the notation for the allotypic and related markers of human
immunoglobulins. J Immunogen 1976, 3: 357-362; WHO Review of the notation for
the allotypic and related markers of human immunoglobulins. 1976, Eur. J. Immunol.
6, 599-601; Loghem E van, 1986, Allotypic markers, Monogr Allergy 19: 40-51, todos
incorporados aqui integralmente por referéncia). Além disso, outros polimorfismos
foram caracterizados (Kim et al., 2001, J. Mol. Evol. 54:1-9, incorporado aqui
integralmente por referéncia). Atualmente, 18 al6tipos de Gm sdo conhecidos: G1m
(1, 2,3,17) ou G1Im (a, x, f, z), G2m (23) ou G2m (n), G3m (5, 6, 10, 11, 13, 14, 15,
16, 21, 24, 26, 27, 28) ou G3m (b1, c3, b5, b0, b3, b4, s, t, g1, c5, u, v, g5) (Lefranc,
et al., The human IgG subclasses: molecular analysis of structure, function and
regulation. Pergamon, Oxford, pp. 43-78 (1990); Lefranc, G. et al., 1979, Hum.
Genet.: 50, 199-211, ambos incorporados integralmente aqui por referéncia). Os
alétipos que sédo herdados em combinacdes fixadas sdo chamados haplotipos de
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Gm. As imunoglobulinas divulgadas aqui podem ser substancialmente codificadas
por qualquer al6tipo, isoal6tipo ou haplétipo de qualquer gene de imunoglobulina.

As imunoglobulinas divulgadas aqui podem compor um polipeptideo de Fc,
inclusive, entre outros, anticorpos, Fcs isolados, fragmentos de Fc e fusdes de Fc.
Em uma modalidade, uma imunoglobulina divulgada aqui é um anticorpo de
comprimento total, constituindo a forma biologica natural de um anticorpo, inclusive
regides variaveis e constantes. Para o is6tipo de IgG o anticorpo de comprimento
total € um tetramero e consiste de dois pares idénticos de duas cadeias de
imunoglobulina, cada par tendo uma cadeia leve e uma cadeia pesada, cada cadeia
leve compreendendo dominios de imunoglobulina VL e CL, e cada cadeia pesada
compreendendo dominios de imunoglobulina VH, Cyl, Cy2, e Cy3. Em outra
modalidade, as imunoglobulinas divulgadas aqui sdo regides de Fc isoladas ou
fragmentos de Fc.

As imunoglobulinas divulgadas aqui podem ser uma variedade de estruturas,
inclusive, entre outras, fragmentos de anticorpos, anticorpos biespecificos,
minicorpos, anticorpos de dominio, anticorpos sintéticos (algumas vezes
denominados “anticorpos miméticos”), anticorpos quiméricos, anticorpos
humanizados, fusdes de anticorpos (algumas vezes denominadas “conjugados de
anticorpos”), e fragmentos de cada um, respectivamente.

Em uma modalidade, o anticorpo € um fragmento de anticorpo. Fragmentos
de anticorpos especificos incluem, entre outros, (i) o fragmento de Fab que consiste
dos dominios de VL, VH, CL e CHL1 (ii) o fragmento de Fd que consiste dos
dominios de VH e CHL, (iii) o fragmento de Fv que consiste dos dominios de VL e
VH de um unico anticorpo; (iv) o fragmento de dAb, que consiste de uma Unica
variavel, (v) regibes de CDR isoladas, (vi) fragmentos de F(ab)2, um fragmento
bivalente que compreende dois fragmentos de Fab ligados (vii) moléculas de Fv de
cadeia Unica (scFv), em que um dominio de VH e um dominio de VL s&o ligados por
um ligante de peptideos que permite que os dois dominios sejam associados para
formar um local de ligacdo de antigenos, (viii) dimeros de Fv de cadeia Unica, e (ix)
"diacorpos" ou “triacorpos”, fragmentos multivalentes ou multiespecificos
construidos por fusdo de genes. Os fragmentos de anticorpo podem ser
modificados. Por exemplo, as moléculas podem ser estabilizadas pela incorporacao
de pontes de dissulfeto que ligam os dominios VH e VL. Exemplos de formatos e
arquiteturas de anticorpos sdo descritos em Holliger & Hudson, 2006, Nature
Biotechnology 23(9):1126-1136, e Carter 2006, Nature Reviews Immunology 6:343-
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357 e referéncia citadas nestes, todas expressamente incorporados aqui por
referéncia.

Em uma modalidade, um anticorpo divulgado aqui pode ser um anticorpo
multiespecifico, e notavelmente um anticorpo biespecifico, ainda algumas vezes
denominados “diacorpos”. Estes s&o anticorpos que se ligam a dois (ou mais)
antigenos diferentes. Diacorpos podem ser fabricados em uma variedade de formas
conhecidas na técnica, e.g., preparados de forma quimica ou a partir de hibridomas
hibridos. Em uma modalidade, o anticorpo € um minicorpo. Os minicorpos sao
proteinas semelhantes a anticorpos minimizadas que compreende um scFv ligado a
um dominio CH3. Em alguns casos, o scFv pode ser ligado a regido de Fc, e pode
incluir alguma ou toda a regidao de dobradica. Para uma descricdo de anticorpos
multiespecificos veja Holliger & Hudson, 2006, Nature Biotechnology 23(9):1126-
1136 e referéncias citadas neste, todas expressamente incorporadas aqui por
referéncia.

Anticorpos N&o-humanos, Quiméricos, Humanizados e Complementamente

Humanos

A regido variadvel de um anticorpo, como é bem conhecido na técnica, pode
compor sequéncias a partir de uma variedade de espécies. Em algumas
modalidades, a regido variavel de anticorpo pode ser de uma fonte ndo-humana,
inclusive, entre outras, camundongos, ratos, coelhos, camelos, lhamas e macacos.
Em algumas modalidades, os componentes estruturados podem ser uma mistura de
diferentes espécies. Como tal, um anticorpo divulgado aqui pode ser um anticorpo
quimérico e/ou um anticorpo humanizado. No geral, ambos os “anticorpos
guiméricos” e “anticorpos humanizados” se referem a anticorpos que combinam
regibes de mais de uma espécie. Por exemplo, “anticorpos quiméricos”,
tradicionalmente compreendem regifes varidveis de um camundongo ou outras
espécies ndo-humanas e as regides constantes de um humano.

"Anticorpos humanizados" geralmente se referem a anticorpos n&o-humanos
gue tenham tido as regibes de estrutura de dominio variavel trocadas por
sequéncias encontradas em anticorpos humanos. Geralmente, em um anticorpo
humanizado, o anticorpo todo, exceto os CDRs, é codificado por um polinucleotideo
de origem humana ou € idéntico a tal anticorpo exceto dentro de seus CDRs. Os
CDRs, alguns ou todos codificados por acidos nucléicos que se originam em um
organismo nao-humano, sdo enxertados em uma estrutura de folha beta de uma
regido variavel de anticorpo humano para criar um anticorpo, cuja especificidade &

Petica0 870190109701, de 28/10/2019, pég. 43/102



10

15

20

25

30

35

32/87

determinada pelos CDRs enxertados. A criacdo de tais anticorpos € descrita em,
e.g., WO 92/11018, Jones, 1986, Nature 321:522-525, Verhoeyen et al., 1988,
Science 239:1534-1536. A "mutacdo reversa" de residuos de estrutura de
aceitacdoaos residuos do doador correspondente geralmente € exigida para
recuperar a afinidade que é perdida no construto inicial enxertado (Patente N° U.S.
5.693.762, incorporada integralmente aqui por referéncia. O anticorpo humanizado
de forma ideal também compreendera pelo menos uma porcdo de uma regidao de
imunoglobulina constante, geralmente aquela de uma imunoglobulina humana, e
assim compreendera geralmente uma regido de Fc humana. Os anticorpos
humanizados podem ser gerados usando camundongos com sistema imune
engenheirado de forma genética. Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20:639-654.
Uma variedade de técnicas e métodos para humanizar e remoldar anticorpos nao-
humanos sdo bem conhecidos na técnica (Veja Tsurushita & Vasquez, 2004,
Humanization of Monoclonal Antibodies, Molecular Biology of B Cells, 533-545,
Elsevier Science (USA), e referéncias citadas nestes). A humanizagdo ou outros
métodos para reduzir a imunogenicidade de regides variaveis de anticorpos ndo-
humanos podem incluir métodos de recomposi¢édo da superficie, como descrito, por
exemplo, em Roguska et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:969-973. Em uma
modalidade, o anticorpo foi submetido a maturacdo de afinidade, conforme é
conhecido na técnica. Métodos baseados em estrutura podem ser empregados para
maturacdo de humanizacao e afinidade, por exemplo, conforme descrito na Patente
N° de Série U.S. 11/004.590. Métodos baseados em selecao podem ser utilizados
para humanizar e/ou maturar por afinidade as regiées variaveis de anticorpos, isso
€, aumentar a afinidade da regido variavel para o seu antigeno alvo. Outros
métodos de humanizacdo podem envolver o enxerto apenas de partes de CDRs,
incluindo, mas ndo sendo limitado aos métodos descritos em USSN 09/810,502;
Tan et al., 2002, J. Immunol. 169:1119-1125; De Pascalis et al., 2002, J. Immunol.
169:3076-3084. Métodos baseados em estrutura podem ser utilizados para a
humanizacdo e maturacdo por afinidade, por exemplo, como descrito em USSN
10/153,159 e em depdsitos relacionados, todos incorporados em sua totalidade por
referéncia. Em certas variedades, a imunogenicidade do anticorpo é reduzida com o
uso de método descrito em Lazar et al., 2007, Mol Immunol 44:1986-1998 and
USSN 11/004,590, intitulado "Methods of Generating Variant Proteins with Increased
Host String Content and Compositions Thereof", depositado em 3 de dezembro de
2004, incorporado em sua totalidade por referéncia.

Em uma modalidade, o anticorpo € um anticorpo completamente humano
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com pelo menos uma modificagdo como descrita neste. “Anticorpo completamente
humano” ou “anticorpo humano complete” se refere a um anticorpo humano
contendo a sequéncia genética de um anticorpo fornecido de um cromossoma
humano com as modificagOes descritas neste. Anticorpos completamente humanos
podem ser obtidos, por exemplo, com 0 uso de camundongos transgénicos
(Bruggemann et al., 1997, Curr Opin Biotechnol 8:455-458) ou bibliotecas de
anticorpos humanos acoplados com métodos de selecao (Griffiths et al., 1998, Curr
Opin Biotechnol 9:102-108). Em uma modalidade, anticorpos equivalentes aos
humanos podem ser gerados por forma computacional como definido
PCT/US09/41144, que é incorporado neste por referéncia.
Anticorpos Anti-IgE

As imunoglobulinas descritas neste se ligam a IgE. Os anticorpos anti-IgE da
invencdo podem compreender qualquer regido variavel, conhecida ou ainda nao
conhecida, que tem especificidade para IgE. Anticorpos anti-IgE conhecidos
incluem, mas nao sao limitados a, anticorpos murina MagEll, MaE1l3, e MaE15,
versfes desses anticorpos humanizadas e/ou criadas por engenharia genética,
incluindo E25, E26, e E27, particularmente E25, também conhecido como rhuMab-
E25, também conhecido como Omalizumab, como os descritos em US6761889,
US6329509, US20080003218A1, e Presta, LG et al., 1993, J Immunol 151:2623—
2632, todos expressamente incorporados neste por referéncia. Uma versao criada
por engenharia genética preferencial de MakEll é H1L1 MaEl1l, descrito nos
Exemplos deste. Outro anti-IgE que pode ser Util para a invencao inclui o anticorpo
murina TES-C21, TES-C21 quimérico, também conhecido como CGP51901 (Corne,
J et al., 1997, J Clin Invest 99:879-887; Racine-Poon, A et al., 1997, Clin Pharmcol
Ther 62:675-690), versfes desses anticorpos humanizadas e/ou criadas por
engenharia genética, incluindo, mas nao limitado a, CGP56901, também conhecido
como TNX-901, como os anticorpos descritos em Kolbinger, F et al., 1993, Protein
Eng 6:971-980. Outros anticorpos anti-IgE que podem ser Uteis para a inven¢ao sao
descritos em US6066718, US6072035, PCT/US04/02894, US5342924, US5091313,
US5449760, US5543144, USH342924, e US5614611, todos o0s quais sao
incorporados neste por referéncia. Outros anticorpos anti-lgE Gteis incluem o
anticorpo murina BSW17. Sequéncias de aminoacidos da regido variavel dos
dominios VH e VL e CDRs de alguns desses anticorpos sao fornecidos na Figura 5;

Propriedades de Ligacéo de Variantes de Fc e Receptor Fc

As imunoglobulinas divulgadas neste podem compreender uma variante Fc.
Uma variante Fc compreende uma ou mais modificagbes de sequéncias de
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aminoacido relativas a um polipeptidio Fc principal, em que as modificacdes de
aminoacidos fornecem uma ou mais propriedades otimizadas. Uma variante Fc
divulgado neste difere em sequéncia de aminoécidos de sua principal por virtude de
pelo menos uma modificagdo de aminoacido. Assim, variantes de Fc divulgados
neste possuem pelo menos uma modificacdo de aminoacido quando comparado
com a principal. Como alternativa, as variantes de Fc divulgados neste podem ter
mais de uma modificacdo de aminoacido quando comparado com a principal, por
exemplo, de cerca de uma a cinquenta modificacbes de aminoacido, por exemplo,
de cerca de uma a dez modificagbes de amino&cido, de cerca de uma a cinco
modificacdes de aminoacido etc. quando comparado com a principal. Assim, as
sequéncias de variacdes de aminoacido e as dos polipeptidios Fc principal e dos
polipeptidios Fc principal sdo substancialmente homdlogos. Por exemplo, a variante
das sequéncias Fc variantes neste possuirdo cerca de 80% de homologia com a
sequéncia de variantes Fc principal, por exemplo, cerca de 90% de homologia, ,
cerca de 95% de homologia, cerca de 98% de homologia, cerca de 99% de
homologia etc. As modificacdes divulgadas neste incluem modificagbes de
aminoacidos, incluindo insercdes, delecbes e substituicbes. As modificacbes
divulgadas neste também incluem modificacbes de glicoforma. As modificacfes
podem ser feitas geneticamente com o uso de biologia molecular, ou feitas
enizmaticamente ou quimicamente.

Variantes de Fc divulgados neste sdo definidos de acordo com as
modificacdes de aminoacido que as compdem. Assim, por exemplo, S267E é uma
variante Fc com a substituicdo S267E relativa ao polipeptidio Fc principal. Da
mesma forma, S267E/L328F define uma variante Fc com as substituicées S267E e
L328F relativas ao polipeptidio Fc principal. A identidade do aminoacido WT pode
ser ndo especificada, caso no qual a variante ja4 mencionada como 267E/328F. E
observado que, de forma que as substituicbes sejam fornecidas de forma arbitréaria,
0 que quer dizer que, por exemplo, 267E/328F € igual a variante de Fc como
328F/267E, e assim por diante. A ndo ser que especificado de outra forma, as
posi¢des discutidas neste sdo numeradas de acordo com o indice EU ou o esquema
de numeragcdo EU (Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 Ed., Servico de Saude Publica dos Estados Unidos, Instituto Nacional de
Saude, Bethesda, incorporados neste em sua totalidade por referéncia). O indice
EU ou indice de EU como Kabat ou esquema de numeracdo EU se refere a
numeragéo do anticorpo EU (Edelman et al., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63:78-
85, incorporados neste em sua totalidade por referéncia).
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Em certas modalidades, as variantes de Fc divulgados neste tem base em
sequéncias IgG humanas, e, assim, as sequéncias de IgG humanas sao utilizadas
como sequéncias “base” contra as quais outras sequéncias sao comparadas,
incluindo, mas ndo limitado as sequéncias de outros organismos, como sequéncias
de roedores e primatas. As imunoglobulinas também podem compreender
sequéncias de outras classes de imunoglobulinas como IgA, IgE, IgGD, IgGM e
similares. E observado que, apesar das variantes de Fc divulgadas neste serem
criadas no contexto de um IgG principal, as variantes podem ser criadas ou
“transferidas” do contexto de outro segundo IgG principal. Isso é feito através da
determinacdo dos residuos e substituicbes “equivalentes” ou “correspondentes”
entre um primeiro e um segundo IgG, tipicamente baseado na homologia de
sequéncia ou estrutural entre o primeiro e o segundo IgG. Para determinar a
homologia, a sequéncia de aminoacidos de um primeiro IgG descrito neste é
diretamente comparada com a sequéncia de um segundo IgG. A p6s a linhagem
das sequéncias, 0 uso de um ou mais programas de alinhamento de homologia
conhecidos na técnica (por exemplo, usando residuos conservados como entre
espécies), a permissao de insercdes e delecdes necessarias de forma a manter o
alinhamento (isso é, evitando a eliminacdo de residuos conservados através da
delecdo e insercado arbitraria), os residuos equivalentes a aminoacidos especificos
na sequéncia primaria da primeira imunoglobulina sdo definidos. No entanto, o
alinhamento de mais de 75% ou de menos de 50% de residuos conservados é
também adequado para definir os residuos equivalentes. Os residuos equivalentes
também podem ser definidos pela determinacdo da homologia estrutural entre um
primeiro e um segundo IgG que esteja no nivel de uma estrutura terciaria para lgGs
cujas estruturas ja tenham sido determinadas. Nesse caso, 0s residuos equivalentes
sdo definidos como aqueles para os quais as coordenadas atdmicas de dois ou
mais da cadeia principal de &tomos de um residuo especifico de aminoacidos da
principal ou precursor (N em N, CA em CA, C em C e O em O) estejam entre 0,13
nm, apés o alinhamento. Em outra modalidade, os residuos equivalentes estdo
entre cerca de 0,1 nm apos o alinhamento. O alinhamento é alcancado apo6s o
melhor modelo ter sido orientado e posicionado para fornecer a maior sobreposicao
de coordenadas atbmicas de atomos de proteinas de néo hidrogénio das proteinas.
Independentemente de como os residuos equivalentes ou correspondentes sejam
determinados, e independentemente da identidade do IgG principal no qual os IgGs
tenham sido feitos, o que deve ser observado é que os variantes de Fc descobertos
como divulgado neste podem ser formulados em qualquer segundo IgG principal
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gue tenham uma sequéncia significativa ou homologia estrutural com o variante de
Fc. Assim, por exemplo, se um anticorpo variante for gerado em que o anticorpo
principal é 1gG1 humano, através do uso dos meétodos descritos acima ou outros
métodos para determinar residuos equivalentes, o anticorpo variante e pode ser
projetado em outro anticorpo IgG principal que se liga a um antigeno diferente, um
anticorpo principal IgG2 humano, um anticorpo principal IgA humano, um anticorpo
principal de camundongo 1gG2a ou IgG2b e similares. Novamente, como descrito
acima, o contexto da variante de Fc principal ndo afeta a capacidade de transferir as
variantes de Fc divulgadas neste para outros IgG principal.

As variantes de Fc divulgadas aqui podem ser otimizadas para uma
variedade de propriedades de ligacdo do receptor de Fc. Uma variante de Fc que é
projetada ou prevista para exibir uma ou mais das propriedades otimizadas € aqui
referido como uma "variante otimizada de Fc". Propriedades que podem ser
otimizadas incluem, mas nédo estdo limitados a afinidade aumentada ou reduzida
para um FcyR. Em uma modalidade, as variantes de Fc divulgadas aqui sdo
otimizadas para possuir afinidade maior com um inibidor do receptor FcyRIIb. Em
outras modalidades, as imunoglobulinas aqui divulgadas fornecem maior afinidade
para FcyRIllb, mas afinidade reduzida para um ou mais ativadores, incluindo, por
exemplo, FcyRlI, FcyRlla, FeyRllla, e/ou FcyRIlIb. Os receptores de FcyR podem ser
expressos em células de qualquer organismo, inclusive, mas nédo limitado a
humanos, macacos cinomolgos e ratos. As variantes de Fc divulgadas aqui podem
ser otimizadas para possuir afinidade maior para o FcyRIlb humano.

Por "maior afinidade”, ou "afinidade melhor", ou "afinidade aprimorada”
ou "mais afinidade" de um polipeptidio Fc principal, como aqui utilizado, significa que
um variante de Fc se liga a um receptor de Fc com uma constante de equilibrio
muito maior de associagdo (Ka ou Ka) ou menor equilibrio constante de dissociacao
(KD ou Kd) que o polipeptidio de Fc principal quando as quantidade de polipeptidio
variante e principal no ensaio de ligacdo s&o essencialmente os mesmos. Por
exemplo, o variante de Fc com melhor afinidade de ligagdo com receptor de Fc pode
exibir a partir de cerca de 5 vezes a cerca de 1000 vezes, por exemplo, de cerca de
10 vezes a cerca de 500 vezes de melhoria na afinidade de ligagcdo ao receptor de
Fc em comparacdo com o polipeptidio Fc principal, onde a afinidade de ligacdo com
o receptor de Fc é determinada, por exemplo, pelos métodos de ligacéo divulgados
aqui, inclusive, mas nao limitado a, Biacore, por aquele habilitado na técnico. Por
conseguinte, por "afinidade reduzida"™ em relagdo a um polipeptidio de Fc principal
como aqui utilizado, significa que uma variante de Fc se liga a um receptor de Fc
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com Ka significativamente menor, ou Kp menor que o polipeptidio de Fc principal. A
maior ou menor afinidade também pode ser definida em relacdo a um nivel absoluto
de afinidade. Por exemplo, segundo os dados deste, WT (nativo) IgG1 se liga a
FcyRIIb com uma afinidade de cerca de 2 uM, ou cerca de 2000 nm. Além disso,
algumas variantes de Fc aqui descritos se ligam a FcyRIIb com uma afinidade de
aproximadamente 10 vezes maior para WT IgGl. Conforme divulgado aqui, a
afinidade maior ou melhor significa ter um Kp inferior a cerca de 100 nm, por
exemplo, entre cerca de 10 nm - 100 nm, entre cerca de 1 - cerca de 100 nm, ou
menos de cerca de 1 nm.

Os anticorpos anti-Igg da invencédo preferencialmente possuem
elevada afinidade para FcyRIIb. Por afinidade alta aqui se entende que a afinidade
da interacdo entre o anticorpo e FcyRIllb é mais forte do que 100 nm. Isso quer dizer
gue o equilibrio da constante de equilibrio Kd para a ligacédo do anticorpo ao FcyRIIb
seja inferior a 100 nM.

Em uma modalidade, as variantes de Fc seletivamente fornecem maior
afinidade para FcyRIIb com relacdo a um ou mais receptores de ativacdo. A
atividade seletivamente maior significa que o variante de Fc possui maior afinidade
para FcyRIIb em relacdo a ativacdo dos receptores em relacdo a principal Fc
polipeptidio, mas reduziu a afinidade para o receptor de ativacdo (s) em relacdo ao
polipeptidio Fc principal, ou significa que o variante de Fc possui maior afinidade
para ambos FcyRIlb e a ativacdo dos receptores em relacdo ao polipeptidio Fc
principal, porém a maior afinidade é maior para FcyRIIb do que para os receptores
de ativacdo. Em modalidades alternativas, os variantes de Fc reduzem ou removem
a ligacdo a um ou mais a um ou mais FcyRs de ativacdo, reduzem ou removem a
ligacdo a uma ou mais proteinas de complemento, reduzem ou removem uma ou
mais funcdes de execucdo mediadas por FcyR de ligacdo e / ou reduzem ou
removem uma ou mais funcdes efetoras mediadas pelo complemento.

A presenca de diferentes formas polimorficas de FcyRs prevé ainda um
outro parametro que afeta a utilidade terapéutica das variantes de Fc divulgadas
aqui. Considerando a especificidade e seletividade de um dado variante de Fc para
as diferentes classes de FcyRs afetam significativamente a capacidade de um
variante de Fc para atingir um dado antigeno para o tratamento de determinada
doenca, a especificidade ou seletividade de um variante de Fc para diferentes
formas polimérficas destes receptores pode, em parte, determinar que a
investigacdo ou experimentacdo pré-clinica, pode ser apropriada para testes e,
finalmente, determinar que populacdes de pacientes podem ou n&o responder ao
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tratamento. Assim, a especificidade ou seletividade de variantes de Fc aqui
divulgados para os polimorfismos de receptores de Fc, incluindo, mas néo limitado
a, FcyRlla, FcyRllla, e similares, podem ser usados para orientar a selecédo de
experimentos de pesquisas e experiéncias pré-clinicas validas, projetos do ensaio
clinico, selecé@o dos pacientes, dependéncia de dosagem e / ou outros aspectos que
envolvem ensaios clinicos.

Variantes de Fc divulgados neste documento podem incluir modificacdes que
modulam a interacdo com os receptores de Fc diferentes de FcyRs, incluindo, mas
ndo limitado a proteinas de complemento, FCRn, e homdlogos de receptores de Fc
(FCRHs). FcRHs incluem, mas nao estdo limitados a, FcCRH1, FCRH2, FcRH3,
FcRH4, FcRH5, e FcRH6 (Davis et al., 2002, Immunol. Reviews 190:123-136).

Um parametro importante que determina a seletividade mais benéfica de uma
variante de Fc administrado para tratar uma determinada doenca € o contexto da
variante de Fc. Assim, a seletividade do receptor de Fc ou a especificidade de um
dado variante de Fc ira fornecer propriedades diferentes, dependendo se compde
um anticorpo, fusao de Fc, ou variantes de Fc com um parceiro de fusdo acoplado.
Em uma modalidade, uma especificidade do receptor de Fc da variante de Fc aqui
divulgada ira determinar a sua utilidade terapéutica. A utilidade de uma determinada
variante de Fc para fins terapéuticos depende da forma do epitopo ou forma do
antigeno-alvo e da doenca ou da indicacao a seres tratadas. Para algumas metas e
indicacdes, maior afinidade de FcyRIllb e reduzida ativacdo de funcdes de executor
mediadas por FcyRIlIb podem ser benéficas. Para outros antigenos alvo e aplicacdes
terapéuticas, pode ser benéfico aumentar a afinidade para FcyRIlb ou aumentar a
afinidade em ambos o FcyRIIb e os receptores de ativacao.

Meios para otimizar a atividade de anticorpos anti-IgE

Aqui sdo descritos meios para alterar a afinidade para um ou mais FcyRs. Em
uma modalidade preferida, a afinidade é alterada para o receptor de inibicdo de
FcyRIlb, alterando assim a capacidade da imunoglobulina de mediar um ou mais
funcdes efetoras de inibicdo mediadas por FcyRIlb. Meios da invencdo incluem
modificacdes de aminoacidos (por exemplo, meios de posicionamento para otimizar
a funcado, meios de substituicdo para a funcao de otimizacéo etc.) e as modificacbes
de glicoforma (por exemplo, meios para modificacbes de glicoforma).

Modificagdes de aminoacidos

Sao divulgados neste, imunoglobulinas que incluem modificagcbes de
aminoacidos, em que tais modificacdes alteram a afinidade para um ou mais FcyRs.
Preferencialmente, tais modificacbes de aminoacidos melhoram a afinidade para
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FcyRIlIb. No entanto, em algumas modalidades, as modificacbes podem melhorar
afinidade com um ou mais receptores de ativacao, por exemplo FcyRI, FcyRlla, e
FcyRllla. Modificagbes para alterar a ligacdo a FcyRs sé&o descritas em USSN
11/124, 620, depositado em 5 de maio de 2005, intitulado “Optimized Fc Variants”, e
USSN 12/156, 183, depositado em 30 de maio de 2008, intitulado” Methods and
Compositions for Inhibiting CD32b Expressing Cells”, ambos expressamente
incorporados neste por referéncia.

Tal como descrito aqui, 0s meios de posicionamento para otimizar a atividade
de anticorpos anti-IgE incluem mas n&o estdo limitados a, a modificagdo de um
aminoacido em uma ou mais posi¢cdes de regido constante de cadeia pesada (por
exemplo, nas posic¢oes: 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326,
327, 328, 329, 330, 331 e 332) o que permite a modificacdo das propriedades de
ligacdo de FcyRIllb a imunoglobulina, funcéo efetora, e propriedades potencialmente
clinicas dos anticorpos.

Em especial, meios de substituicdo para a otimizacdo da atividade de
anticorpos anti-Igg, por exemplo, alterando a afinidade para FcyRIlIb, incluem mas
ndo estdo limitados a, uma substituicdo de um aminodcido em uma ou mais
posicfes de regido constante de cadeia pesada, por exemplo, uma substituicdo de
um aminoacido em uma ou mais nas seguintes posicdes de regido constante de
cadeia pesada: 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326, 327,
328, 329, 330, 331 e 332, em que humeracao esta de acordo com o indice da EU.
Em uma modalidade, meios de substituicdo significam pelo menos uma (por
exemplo, dois ou mais) substituicdo em relacdo a uma regido de Fc principal, em
gue a referida modificacdo estd em posi¢cdes selecionadas do grupo que consiste de
234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328, e 332, de acordo com 0
indice da EU. Em uma modalidade, meios de substituicdo incluem uma ou mais (por
exemplo, dois ou mais) substituicbes em posi¢cdes selecionadas a partir de grupo
gue consiste em 235, 236, 239, 266, 267, 268, e 328, de acordo com o indice da
EU.

Em uma modalidade, tais meios de substituicdo significam pelo menos uma
substituicdo (por exemplo, uma ou mais substituicdes, duas ou mais substituicbes
etc.) selecionadas a partir de grupo que consiste em 234F, 234G, 234l, 234K, 234N,
234P, 234Q, 234S, 234V, 234W, 234Y, 234D, 234E, 235A, 235E, 235H, 235I, 235N,
235P, 235Q, 235R, 235S, 235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236F, 236H, 236,
236K, 236L, 236M, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y, 236A,
236E, 236N, 237A, 237E, 237H, 237K, 237L, 237P, 237Q, 237S, 237V, 237Y, 237D,
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237N, 239D, 239E, 239N, 239Q, 265E, 266D, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G,
268D, 268E, 268N, 268Q, 298D, 298E, 298L, 298M, 298Q, 325L, 326A, 326E,
326W, 326D, 327D, 327G, 327L, 327N, 327Q, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H, 328,
328Q, 328W, 329E, 330D, 330H, 330K, 330S, 331S, e 332E, em que a humeracao
€ de acordo com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de substituicdo sao
de pelo menos uma substituicdo (por exemplo, uma ou mais substituicdes, duas ou
mais substituicdes etc.) selecionadas a partir de grupo que consiste em 234N, 234F,
234D, 234E, 234W, 235Q, 235R, 235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236H,
2361, 236L, 236S, 236Y, 236E, 236N, 237H, 237L, 237D, 237N, 239D, 239N, 239E,
2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M,
298Q, 325L, 326A, 326E, 326W, 326D, 327D, 327L, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H,
328l, 328Q, 328W, 330D, 330H, 330K, e 332E, em que a numeracdo é de acordo
com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de substituicdo sdo de pelo
menos uma substituicdo (por exemplo, uma ou mais substituicdes, duas ou mais
substituicbes etc.) selecionadas a partir de grupo que consiste em 234D, 234E,
234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M,
267D, 267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y, e 332E, em que a
numeracdo é de acordo com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de
substituicdo sdo de pelo menos uma substituicdo (por exemplo, uma ou mais
substituicdes, duas ou mais substituicdes etc.) selecionadas a partir de grupo que
consiste em 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E, 268D, 268E, 328F, 328W, e 328Y, em
gue a numeracéao € de acordo com um indice EU.

Em uma modalidade, tais meios de substituicdo sdo de pelo menos duas
substituicdes (por exemplo, uma combinacdo de modificacdes) selecionadas a partir
de grupo que consiste em 234/239, 234/267, 234/328, 235/236, 235/239, 235/267,
235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268, 236/328, 237/267, 239/267, 239/268,
239/327, 239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327, 267/328, 267/332,
268/327, 268/328, 268/332, 326/328, 327/328, e 328/332, em que a numeracao é de
acordo com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de substituicdo sdo de
pelo menos duas substituicbes (por exemplo, uma combinagcdo de modificacoes)
selecionadas a partir de grupo que consiste em 235/267, 236/267, 239/268,
239/267, 267/268, e 267/328, em que a numeracao € de acordo com um indice EU.
Em uma modalidade, tais meios de substituichio sdo de pelo menos duas
substituicdes (por exemplo, uma combinacdo de modificacdes) selecionadas a partir
de grupo que consiste em 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 234E/328F,
234W/239D, 234W/239E, 234W/267E, 234W/328Y, 235D/267E, 235D/328F,
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235F/328Y,
235Y/328F,
237DI267E,
239D/327D,
266M/267E,
267E/327E,
268D/328F,

235Y/236D,
236D/239D,
237N/267E,
239D/328F,
267D/268E,

267E/328F,
268D/328W,

235Y/239D,
236D/267E,
239D/267D,
239D/328W,
267E/268D,

267E/328l,
268D/328Y,

235Y/267D,
236D/268E,
239D/267E,
239D/328Y,
267E/268E,
267E/328Y,
268D/332E,

268E/328F, 268E/328Y, 327D/328Y, 328F/332E, 328W/332E, e 328Y/332E, em que
a numeracgdao é de acordo com um indice EU.

Em uma modalidade, tais meios de substituicdo resultam em pelo menos uma

das seguintes substituicbes, ou combinacdes de substituicdes: 234F/236N,
234F/236D, 236A/237A, 236S/237A, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E,
234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E, 235Y/267D,
235Y/267E, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E,
239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D, 239D/268D,
267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D,
267D/327E, 267E/327D, 267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y, 267E/328F,
267E/328H, 267E/328l, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 239D/332E,
328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E,
235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F,
235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y,
239D/267E/328F, 234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F,
239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y,
267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y,
268D/327D/328Y, 239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E,
239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E, 268D/328F/332E,
268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E,
327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E,

239D/268D/328W/332E, e 239D/268D/328Y/332E, em que a numeragdo é de
acordo com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de substituicdo resultam

em pelo menos uma das seguintes substituicdes, ou combinagfes de substituicdes:
266D, 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A, 236S/237A, 235D/239D, 234D/267E,

234E/267E,
235Y/267D,
266M/267E,

234F/267E,
236D/267E,
234E/268D,
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267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327E, 268D/327D,
239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328l, 267E/328Q, 267E/328Y,
268D/328Y, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E,
235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F, 235D/267E/328F,
235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F,
234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W,
239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y, 267E/268E/328F,
239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y,
234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E,
267A/328Y/332E, 268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E,
268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E,
239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E, e 239D/268D/328Y/332E, em que
a numeracao € de acordo com um indice EU. Em uma modalidade, tais meios de
substituicdo resultam em pelo menos uma das seguintes substituices, ou
combinacdes de substituicbes: 234N, 235Q, 235R, 235W, 235Y, 236D, 236H, 236,
236L, 236S, 236Y, 237H, 237L, 239D, 239N, 266l, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G,
268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q, 326A, 326E, 326W, 327D,
327L, 328E, 328F, 330D, 330H, 330K, 234F/236N, 234F/236D, 235D/239D,
234DI267E, 234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235T/267E,
235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E,
237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
239D/268D, 267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L,
267D/327D, 267D/327E, 267E/327D, 267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y,
267E/328F, 267E/328H, 267E/328l, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y,
239D/332E, 328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E,
235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F,
235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y,
239D/267E/328F, 234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F,
239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y,
267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y,
268D/327D/328Y, 239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E,
239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E, 268D/328F/332E,
268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E,
327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E,
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239D/268D/328W/332E, e 239D/268D/328Y/332E

Em uma modalidade, tais meios de substituicdo resultam em pelo menos
uma das seguintes substituicbes, ou combinacdes de substituicbes: 235Y/267E,
236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E, e 267E/328F, em que
a numeracgdo é de acordo com um indice EU.

Em algumas modalidades da invencéo, a imunoglobulina pode compreender
meios para modificacfes isotipicas, ou seja, modificacbes em uma IgG principal
para o tipo de aminoacido em uma IgG alternativo. Por exemplo, uma variante
lgG1/IgG3 hibrida pode ser construida por meio de substituicdo para substituir as
posicdes de IgG1l na regido CH2 e/ou CH3 com os aminoacidos de 1gG3 em
posicdes onde os dois isotipos sdo diferentes. Assim, um variante hibrido de
anticorpos IgG pode ser construido de forma que compreende um ou mais meios de
substituicdo, por exemplo, 274Q, 276k, 300F, 339T, 356E, 358m, 384S, 392N,
397M, 422i, 435R e 436F. Em outras modalidades da invencdo, um variante
lgG1/IgG2 hibrido pode ser construido por meio de substituicdo para a substituicdo
de posicdoes de 1gG2 na regido CH2 e/ou CH3 com aminoacidos de IgG1l em
posicdes onde os dois isotipos sdo diferentes. Assim, um variante hibrido de
anticorpos IgG pode ser construido de forma que compreende um ou mais meios de
substituicdo, por exemplo, um ou mais das seguintes subestacdes de aminoacidos:
233E, 234L, 235L,-236G (referindo-se a insercdo de uma glicina na posicédo 236) e
327A.

Modificacdes de Glicoforma

Varios polipeptidios, incluindo os anticorpos, sdo submetidos a uma
variedade de modificacBes pds-translacionais envolvendo por¢des de carboidratos,
tais como glicosilacdo com oligossacarideos. Ha varios fatores que podem
influenciar glicosilacéo. A espécie, o tecido e os tipos de células tém se monstrado
importantes na forma que a glicosilagdo ocorre. Além disso, o ambiente extracelular,
através de condicdes de cultura alteradas, como a concentracao sérica, pode ter um
efeito direto sobre a glicosilacéo (Lifely et al, 1995, Glycobiology 5 (8).: 813-822).

Todos os anticorpos contém carboidratos em posicdes conservadas nas
regides constantes da cadeia pesada. Cada isotipo de anticorpo tem uma variedade
distinta de estruturas de carboidratos ligadas por N. Além dos carboidratos ligados a
cadeia pesada, até 30% de IgG humana tém uma regido Fab glicosilada. A 1gG tem
um carboidrato biantenario ligado por N simples em Asn297 do dominio CH2. Para
IgG tanto de soro ou produzido ex vivo em hibridomas ou células de engenharia, as
lgG sdo heterogéneas em relacdo ao carboidrato ligado a Asn297 (Jefferis et al.
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1998, Immunol. Rev. 163:59-76; Wright et al, 1997, Trends Biotech 15:26-32).. Para
IgG humana, o oligossacarideo central consiste normalmente em GIcNAcz2Man
3GIcNAc, com diferentes numeros de residuos externos.

As porgbes de carboidratos de imunoglobulinas divulgadas aqui seréo
descritas com referéncia a nomenclatura comumente utilizada para a descricdo de
oligossacarideos. Uma revisdo da quimica de carboidratos, que usa essa
nomenclatura € encontrada em Hubbard et al. 1981, Ann. Rev. Biochem. 50:555-
583. Esta nomenclatura inclui, por exemplo, Man, que representa manose; GIcNAc,
gue representa 2-N-acetilglicosamina; Gal que representa galactose; Fuc que
representa fucose e Glc, que representa glicose. Os acidos sialicos sdo descritos
pela notacdo abreviada NeuNAc, para o &cido 5-N-acetilneuraminico e NeuNGc
para 5-glicolineuraminico.

A "glicosilacdo" significa a anexacdo de oligossacarideos (carboidratos,
contendo dois ou mais acucares simples ligados entre si, por exemplo, de dois a
cerca de doze agucares simples ligados entre si) a uma glicoproteina. As cadeias
laterais de oligossacarideos geralmente sao ligadas na estrutura da glicoproteina,
tanto através de ligagbes N ou O. Os oligossacarideos de imunoglobulinas
divulgados aqui que geralmente ocorrem estéo ligados a um dominio CH2 de uma
regido Fc como oligossacarideos ligados por N. "Glicosilacdo ligada por N" se refere
a anexacdo da porcédo de carboidrato em um residuo de aspargina in a cadeia de
glicoproteina. As pessoas versadas na técnica reconhecerdo que, por exemplo,
cada um dos dominios de CH2 IgG1, 1gG2a, 1gG2b e IgG3 murinos, bem como
lgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA e IgD humanos tem um local Unico para a glicosilagédo
ligada por N em residuo de aminoacido 297 (Kabat et al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 1991).

Para os propésitos do presente documento, uma "estrutura central madura
de carbohidratos" se refere a uma estrutura central de carboidratos processados
anexado a uma regidao Fc, que geralmente consiste na seguinte estrutura de
carboidratos  GIcNAc  (Fucose)-GIcNAc-Man  (Man-GIcNAc):  tipica  de
oligossacarideos biantenarios. A estrutura do nacleo maduro carboidrato esta ligada
a regido Fc da glicoproteina, em geral, através do N ligacdo para Asn297 de um
dominio CH2 da regido Fc.

Um "GIcNAc de bisseccdo” é um residuo de GIcNAc anexado em (11,4
manose da estrutura de carboidrato central maduro. O GIcNAc de bisseccédo pode
ser enzimaticamente anexado na estrutura de carboidrato central maduro por uma
enzima [J(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferase Il (GnTIIl). As células CHO néao
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expressam normalmente GnTIIl (Stanley et al., 1984, J. Biol. Chem. 261:13370-
13378), mas podem ser projetados para tal (Umana et al., 1999, Nature Biotech.
17:176-180).

Sao descritos no presente documento variantes Fc que compreendem
glicoformas modificadas ou glicoformas engenheiradas. Pelos termos “glicoforma
modificada” ou “glicoforma engenheirada” conforme usados no presente, isto
significa que uma composicéo de carboidrato que esta covalentemente ligada a uma
proteina, por exemplo, um anticorpo, em que tal composicdo de carboidrato é
quimicamente diferente da proteina principal. Glicoformas engenheiradas pode ser
atil para uma variedade de propositos, incluindo, mas ndo limitado ao aumento ou
reducdo funcdo efetora mediada por FcyR-. Em uma modalidade, as
imunoglobulinas apresentadas no presente sdo modificadas para controlar o nivel
de oligossacarideos fucosilados e/ou de bisseccdo que sdo covalentemente
anexados na regiao Fc.

Uma variedade de métodos € bem conhecida na técnica para gerar
glicoformas modificadas (Umafia et al., 1999, Nat Biotechnol 17:176-180; Davies et
al., 2001, Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shields et al., 2002, J Biol Chem
277:26733-26740; Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem 278:3466-3473); (US
6,602,684; USSN 10/277,370; USSN 10/113,929; PCT WO 00/61739A1; PCT WO
01/29246A1; PCT WO 02/31140A1; PCT WO 02/30954A1); (Potelligent™
technology [Biowa, Inc., Princeton, NJ]; GlycoMAb™ glycosylation engineering
technology [GLYCART biotechnology AG, Zurich, Switzerland]; todas as quais séo
expressamente incorporadas por referéncia). Essas técnicas controlam o nivel de
oligosacarideos fucosilados e / ou de bisseccdo que sdo covalentemente anexados
na regido Fc, por exemplo, pela expressdo em IgG em varios organismos ou
linhagens celulares, engenheiradas ou de outro tipo (por exemplo células CHO Lec-
13 ou células de hibridoma de rato YB2/0), por enzimas envolvidas na regulacdo da
via de glicosilagdo (por exemplo FUT8 [a1,6-fucosiltranserase] e/ou B1-4- N-
acetilglucosaminyltransferase 11l [GnTIII]), ou pela modificacdo de carboidratos(s)
depois que a IgG foi expressada. Outros métodos para a modificacdo de glicoformas
das imunoglobulinas descritas aqui incluem o uso de cepas glico-engenheiradas de
levedura (Li et al., 2006, Nature Biotechnology 24(2):210-215), musgo (Nechansky
et al., 2007, Mol Immunjol 44(7):1826-8), e plantas (Cox et al., 2006, Nat Biotechnol
24(12):1591-7). O uso de um método particular para gerar a glicoforma modificada
nao se destina a restringir modalidades para aquele método. Ao inves disso, as
modalidades apresentadas no presente documento englobam Variantes Fc com
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glicoformas modificadas independentemente da forma como elas sao produzidas.

Em uma modalidade, as imunoglobulinas divulgadas no presente documento
sdo glico-engenheiradas para alterar o nivel de sialilacdo. Niveis elevados de
glicanos Fc sialilados em moléculas de imunoglobulina G pode ter um impacto
adverso na funcionalidade (Scallon et al.,, 2007, Mol Immunol. 44(7):1524-34), e
diferencas nos niveis de sialilacdo de Fc pode resultar em atividade antiinflamatoria
modificada (Kaneko et al., 2006, Science 313:670-673). Como 0s anticorpos podem
adquirir propriedades anti-inflamatorias com a sialilacdo de polissacarideo central de
Fc, pode ser vantajoso glicoengenheirar as imunoglobulinas divulgadas no presente
documento para obter um contetdo elevado ou reduzido de acido sialico de Fc.

A glicoforma engenheirada tipicamente se refere ao carboidrato diferente ou
oligossacarideo; portanto, por exemplo, uma imunoglobulina pode compreender
uma glicoforma endinheirada. Alternativamente, a glicoforma engenheirada pode se
referir a imunoglobulina que compreende o carboidrato diferente ou oligossacarideo.
Em uma modalidade, a composicéo divulgada no presente documento compreende
uma variante Fc glicosilada que possui uma regido Fc, em que aproximadamente
51-100% do anticorpo glicosilado, por exemplo, 80-100%, 90-100%, 95-100%, etc.
do anticorpo na composicdo compreendem a estrutura de carboidrato central
maduro que nao apresenta fucose. Em outra modalidade, o anticorpo na
composicdo tanto compreende a estrutura de carboidrato central maduro que nao
apresenta fucose e adicionalmente compreende ao menos uma modificacdo de
aminoacido na regido Fc. Em uma modalidade alternativa, a composicao
compreende uma variante Fc glicosilada que possui uma regido Fc, em que
aproximadamente 51-100% do anticorpo glicosilado, 80-100%, ou 90-100%, do
anticorpo na composicdo compreende a estrutura de carboidrato central maduro que
nao apresenta acido sialico. Em outra modalidade, o anticorpo na composi¢ao
compreende tanto a estrutura de carboidrato central maduro que ndo apresenta
acido sidlico e adicionalmente compreende ao menos uma modificacdo de
aminoacido na regido Fc. Ainda em outra modalidade, a composicdo compreende
uma variante Fc glicosilada que possui uma regiao Fc, em que aproximadamente
51-100% do anticorpo glicosilado, 80-100%, ou 90-100%, do anticorpo nha
composicdo compreende a estrutura de carboidrato central maduro que contém
acido sialico. Em outra modalidade, o anticorpo na composi¢cdo compreende tanto a
estrutura de carboidrato central maduro que contém acido sialico e adicionalmente
compreende ao menos uma modificacdo de aminoacido na regido Fc. Em outra
modalidade, a combinagdo da glicoforma engenheirada e a modificacdo de
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aminoacido fornecem propriedades de ligacdo do receptor de Fc ideais para o
anticorpo.
Outras Modificagcbes

As imunoglobulinas divulgadas no presente documento podem compreender
uma ou mais modificagbes que fornecem propriedades ideais que nao estao
especificamente relacionadas com FcyR ou funcdo efetora complementar mediada
por se. Tais modificacbes podem ser a modificacdo de aminoacidos, ou podem ser
modificacdes que sao feitas enzimaticamente ou quimicamente. Tais modificacfes
geralmente fornecem alguma melhoria na imunoglobulina, por exemplo, um reforgo
na estabilidade, solubilidade, funcionalidade ou uso clinico. Estdo divulgadas no
presente documento uma variedade de melhorias que podem ser feitas pelo
acoplamento das imunoglobulinas divulgadas no presente documento com
modificacdes adicionais.

Em uma modalidade, a regido varidvel de um anticorpo divulgado no
presente documento pode ser de afinidade madura, isso que quer dizer que a
modificagdo de aminoacidos foi feita nos dominios VH e/ou VL do anticorpo para
reforcar a ligagdo do anticorpo no seu antigeno alvo. Tais tipos de modificacbes
podem melhorar a cinética de associa¢ado e/ou de dissociacdo para ligacdo no seu
antigeno alvo. Outras modificacdes incluem aquelas que aprimoram a seletividade
para o antigeno alvo contra alvos alternativos. Essas incluem as modificacbes que
aprimoram a seletividade para os antigenos expressos no alvo contra células nédo
alvo. Outras melhorias para as propriedades de reconhecimento do alvo podem ser
fornecidas por meio de modificacdes adicionais. Tais propriedades podem incluir,
mas nao estdo limitadas a, propriedades especificas de cinética (isto €, cinética de
associacdo e dissociacao), seletividade para um alvo em particular contra alvos
alternativos, e seletividade para uma forma especifica de alvo contra formas
alternativas. Os exemplos incluem variantes completos contra divididos, superficie
da célula contra formas sollveis, seletividade para diferentes variantes polimorficos,
ou seletividade para as formas especificas conformacionais do antigeno alvo. As
imunoglobulinas divulgadas no presente documento podem compreender uma ou
mais modificagbes que fornecem internalizagcdo reduzida ou aumentada de uma
imunoglobulina.

Em uma modalidade, asmodificacbes sdo feitas para melhorar as
propriedades biofisicas das imunoglobulinas divulgadas no presente documento
incluindo, mas nao limitadas a solubilidade, estabilidade e estado oligomérico. As
modificacdes podem incluir, por exemplo, substituicbes que fornecem mais
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interacOes intramoleculares favoraveis na imunoglobulina como para fornecer uma
maior estabilidade, ou substituicdo de aminoacidos apolares expostos com
aminoacidos polares para maior solubilidade. Outras modificacbes to the
imunoglobulinas descritas aqui incluem as que permitem a formacao especifica ou
moléculas homodiméricas ou homomultiméricas. Tais modifica¢cdes incluem, mas
nao estdo limitadas a dissulfetos engenheirados, bem como modificacdes quimicas
ou métodos de agregacdo que podem fornecer um mecanismo para gerar
homodiméricas ou homomultiméricas covalentes. Modificacbes adicionais a
variacdes descritas aqui incluem aquelas que permitem a formacédo especifica ou
moléculas heterodiméricas, heteromultiméricas, bifuncionais, e/ou multifuncionais.
Tais modificacdes incluem, mas ndo estdo limitadas a, uma ou mais substituicées
de aminoacido no dominio CH3, no qual as substituicbes reduzem a formacéo de
homodimérica e aumentam a formacéo heterodimérica. As modificacdes adicionais
incluem as modificacdes na dobradica e dominio CH3s, no qual as modificacdes
reduzem a propensao para formacao de dimeros.

Em modalidades adicionais, as imunoglobulinas divulgadas no presente
documento compreendem modificagcbes que removem locais de degradacdo
proteolitica. Estes podem incluir, por exemplo, locais de protease que reduzem o0s
rendimentos de producédo, bem como locais de protease que degradam a proteina
administrada in vivo. Em uma modalidade, as modificacdes adicionais sao feitas
para remover locais de degradacdo covalente tal como a desamidacédo (isto €,
desamidacdo de residuos de glutaminil e asparaginil com os correspondentes de
residuos glutamil e aspartil), oxidacao, e locais de degradacéo proteolitica. Os locais
de desamidacdo que sao particularmente Uteis para remover aqueles que tem alta
propensdo para desamidacdo, incluindo, mas ndo limitado aos residuos de
asparaginil e glutamil seguidos por glicinas (motivos NG e QG, respectivamente).
Em tais casos, tanto a substituicdo de residuos pode reduzir significantemente a
tendéncia para a desamidacao. Os lugares comuns de oxidagdo incluem residuos
de metionina e cisteina. Outras modificacdes covalentes que podem tanto serem
introduzidas ou removidas, incluem hidroxilagdo de prolina e lisina, fosforilagéo de
grupos hidroxil de residuos de seril ou treonil, metilagdo dos grupos amino de
cadeias secundarias de lisinas, arginina, e histidina (T.E. Creighton, Proteins:
Structure e Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86
(1983), incorporado totalmente por referéncia), acetilacdo de amina N-terminal, e
amidacdo de qualquer grupo carboxi C-terminal. Modifica¢cdes adicionais também
podem incluir, mas ndo estdo limitadas as modificacbes poés-translacionais tais
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como glicosilacado N-ligada ou O-ligada e fosforilacao.

As modificacbes podem incluir aguelas que aprimoram os rendimentos de
expressdo e/ou purificacdo de hospedeiros ou células hospedeiras comumente
usadas para a producao biolégica. Elas incluem, mas néo estéo limitadas a, varias
linhagens celulares de mamiferos (por exemplo CHO), linhagens celulares de
levedura, linhagens celulares de bactérias e de plantas. As modificacfes adicionais
incluem modificacBes que removem ou reduzem a habilidade das cadeias pesadas
para formar ligacOes inter-cadeias de dissulfeto. As modificacdes adicionais incluem
modificacdes que removem ou reduzem a habilidade das cadeias pesadas para
formar ligagOes intra-cadeias de dissulfeto.

As imunoglobulinas divulgadas no presente documento podem compreender
modificacdes que incluem o uso de aminoacidos nao naturais incorporados usando,
por exemplo, as tecnologias desenvolvidas por Schultz e colegas, incluindo mas nao
limitadas aos métodos descritos por Cropp & Shultz, 2004, Trends Genet.
20(12):625-30, Anderson et al., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(2):7566-71,
Zhang et al., 2003, 303(5656):371-3, e Chin et al., 2003, Science 301(5635):964-7,
todas incorporadas totalmente por referéncia. Em algumas modalidades, essas
modificacdes permitem a manipulacdo de varias propriedades funcionais, biofisicas,
imunoldgicas, ou de fabricacdo discutidas acima. Em modalidades adicionais, essas
modificacdes permitem uma adicional modificacdo quimica para outras finalidades.
Outras modificacbes sado contempladas no presente documento. Por exemplo, a
imunoglobulina pode estar ligada em um dentre uma variedade de polimeros néo
protéicos, por exemplo, polietiieno glicol (PEG), polipropileno glicol,
polioxialquilenos, ou copolimeros de polietiieno glicol e polipropileno glicol.
Adicionais modificagbes de aminoacidos podem ser feitas para permitir
modificacdes quimicas especificas ou ndo especificas ou pds-translacionais das
imunoglobulinas. Tais modificacBes incluem, mas nao estédo limitadas a PEGuilagédo
e glicosilacdo. Especificas substituicbes que podem ser usadas para permitir a
PEGuilagéo, incluem, mas ndo estéo limitadas a introducdo de novos residuos de
cisteina ou aminoacidos néo naturais de forma que especificas e eficientes quimicas
de acoplamento possam ser usadas para anexar o PEG ou outra fragdo polimérica
de outro tipo. A introducdo de locais especificos de glicosilagdo pode ser obtida por
meio da introducdo de novas sequéncias N-X-T/S nas imunoglobulinas divulgadas
no presente documento.

As modificacdes para reduzir a imunogenicidade podem incluir modificacbes
gue reduzem a ligacdo de peptideos processados derivados de uma sequéncia
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principal para proteinas MHC. Por exemplo, a modificacdo de aminoacidos seria
projetada de tal forma que ndo existe nenhum ou existe um numero minimo de
epitopos imunes que sdo previstos para se ligarem com alta afinidade, para
qualquer um dos alelos predominantes MHC. Varios métodos de identificacdo de
epitopos de ligacdo de MHC em sequéncias de proteinas sdo bem conhecidos na
técnica e podem ser usados para render epitopos em um anticorpo divulgado no
presente documento. Veja, por exemplo, USSN 09/903.378, USSN 10/754,296,
USSN 11/249,692, e todas as referéncias citadas aqui, que estdo expressamente
incorporadas por referéncia.

Em algumas modalidades, as imunoglobulinas divulgadas no presente
documento podem ser combinadas com imunoglobulinas que alteram a ligacdo de
FcRn. Tais variantes podem fornecer propriedades farmacocinéticas aprimoradas
para as imunoglobulinas. Os variante de preferéncia que aumentam a ligacdo em
FcRn e/ou aumentam as propriedades farmacocinéticas incluem, mas ndo estdo
limitadas as substituicdes nas posi¢cdes 259, 308, 428, e 434, incluindo mas nao
limitadas a por exemplo 2591, 308F, 428L, 428M, 434S, 434H, 434F, 434Y, e 434M
(PCT/US2008/088053, depositado em 22 de dezembro de 2008, chamada
“Variantes Fc with Alterned Binding to FcRn”, totalmente incorporada por referéncia).
Outras variantes que aumentam ligacdo de Fc em FcRn incluem, mas ndo estao
limitadas a: 250E, 250Q, 428L, 428F, 250Q/428L (Hinton et al., 2004, J. Biol. Chem.
279(8): 6213-6216, Hinton et al. 2006 Journal of Immunology 176:346-356), 256A,
272A, 286A, 305A, 307A, 311A, 312A, 376A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et
al, Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-6604, totalmente incorporada
por referéncia), 252F, 252T, 252Y, 252W, 254T, 256S, 256R, 256Q, 256E, 256D,
256T, 309P, 311S, 433R, 433S, 433l, 433P, 433Q, 434H, 434F, 434Y,
252Y/254T/256E, 433K/434F/436H, 308T/309P/311 S (Dall Acqua et al. Journal of
Immunology, 2002, 169:5171-5180, Dall'Acqua et al., 2006, The Journal of biological
chemistry 281:23514-23524, totalmente incorporada por referéncia).

As modificacdes covalentes de anticorpos estdo incluidas no escopo das
imunoglobulinas divulgadas no presente documento, e sdo geralmente, mas nem
sempre, realizadas pos-translacionalmente. Por exemplo, Vvarios tipos de
modificacdes covalentes do anticorpo sdo introduzidos na molécula pela reacdo de
residuos de aminoéacidos especifico do anticorpo com um agente biolégico de
derivacdo que é capaz de reagir com as cadeias secundarias selecionadas ou 0s
residuos N- ou C-terminais.

Em algumas modalidades, a modificagdo covalente dos anticorpos divulgada
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no presente documento compreende a adicdo de uma ou mais marcacoes. O termo
"grupo de marcacdo" significa qualquer marcacdo determinavel. Em algumas
modalidades, o grupo de marcagdo € acoplado no anticorpo por meio de bragos
espacadores de varios comprimentos para reduzir o impedimento estérico potencial.
Varios métodos para a marcacao de proteinas sdo bem conhecidos na técnica e
podem ser usados na geracdo de imunoglobulinas divulgadas no presente
documento.

Conjugados

Em uma modalidade, as moléculas de co-engate divulgadas no presente
documento s&o “proteinas de fusdo” de anticorpo, algumas vezes referidas como
“anticorpos conjugados”. O parceiro de fusdo ou parceiro conjugado pode ser
protéico ou ndo protéico, o Ultimo geralmente sendo gerado usando grupos
funcionais no anticorpo e no parceiro conjugado. Os conjugados e parceiros de
fusdo podem ser qualquer molécula, incluindo compostos quimicos de moléculas
pequenas e polipeptideos. Por exemplo, uma variedade de anticorpos conjugados e
métodos estdo descritos em Trail et al., 1999, Curr. Opin. Immunol. 11:584-588,
inteiramente incorporado por referéncia. Possiveis parceiros conjugados incluem,
mas nao estdo limitados as citocinas, agentes citotoxicos, toxinas, radioisotopos,
agentes quimioterapicos, agentes anti angiogénicos, inibidores da tirosina quinase,
e outros agentes terapeuticamente ativos. Em algumas modalidades, os parceiros
conjugados podem ser mais considerados como cargas, isto quer dizer que, a
finalidade de um conjugado € uma distribuicdo com alvo do parceiro conjugado para
uma célula alvo, por exemplo, uma célula de cancer, ou uma célula imunoldgica, por
meio da imunoglobulina. Portanto, por exemplo, a conjugacdo de uma toxina de
uma imunoglobulina tem com alvo a distribuicdo de tal toxina para as células que
expressam o antigeno alvo. Como sera apreciado pelas pessoas versadas na
técnica, na realidade, as definicbes e conceitos de fusdo e conjugacdo estdo
sobrepostos. A designagcao de um conjugado uma fuséo ndo se destina a restringir a
gualquer modalidade especifica divulgada no presente documento. Ao invés disso,
estes termos sao usados livremente para transmitir o conceito geral de que qualquer
uma das imunoglobulinas divulgadas no presente documento pode ser ligada
geneticamente, quimicamente, ou de alguma outra forma, com um ou mais
polipeptideos ou moléculas para fornecer a mesma propriedade desejada.

Adequados conjugados incluem, mas ndo estdo limitadas as marcacdes
conforme descritas abaixo, drogas, e agentes citotoxicos incluindo, mas néo limitado
a, drogas citotoxicas (por exemplo, agentes quimioterapicos) ou toxinas ou
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fragmentos ativos de tais toxinas. As adequadas toxinas e seus fragmentos
correspondentes incluem cadeia A de difteria, cadeia A de exotoxina, cadeia A de
ricina, cadeia A de abrina, curcina, crotina, fenomicina, enomicina e semelhantes.
Os agentes citotoxicos também incluem radioquimicos feitos pela conjugacdo de
radiois6topos com anticorpos, ou pela ligacdo de um radionuclideo com um agente
guelante que foi covalentemente anexado no anticorpo. Adicionais modalidades
utilizam caliqueamicina, auristatinas, geldanamicinas, maitansina, e duocarmicinas e
analogos.

Em uma modalidade, as moléculas de co-engate divulgadas no presente
documento sao fundidas ou conjugadas em uma citocina. O termo "citocina"
conforme usado no presente significa um termo genérico para proteinas liberadas
pela populacdo de células que atuam em outras células como intermediadores
celulares. Por exemplo, conforme descrito em Penichet et al., 2001, J. Immunol.
Métodos 248:91-101, inteiramente incorporado por referéncia, as citocinas podem
ser fundidas com o anticorpo para fornecer um conjunto desejado de propriedades.
Os exemplos de tais citocinas sao linfocinas, monocinas, e tradicionais hormonios
polipeptidicos. Estao incluidos entre as citocinas os hormdnios de crescimento tais
como hormonio do crescimento humano, horménio do crescimento humano N-
metionil, e horménio do crescimento bovino; hormoénio paratireoide; tiroxina; insulina;
proinsulina; relaxina; prorelaxina; horménios de glicoproteina tais como horménio
estimulador de foliculo (FSH), hormdénio estimulador da tireoide (TSH), e horménio
luteinizante (LH); fator de crescimento hepético; fator de crescimento fibroblastico;
prolactina; lactogénio placentario; fator alfa e beta de necrose de tumor; substancia
de inibicdo mulleriana; peptideo associado a gonadotropina de camundongo; inibina,
ativina; fator de crescimento endotelial vascular; integrina; trombopoietina (TPO);
fatores de crescimento neural tais como NGF-beta; fator de crescimento plaquetério;
fatores de transformacdo de crescimento (TGFs) tais como TGF-alfa e TGF-beta,
fator de crescimento | e Il tipo insulina; eritropoietina (EPO); fatores osteoindutores;
interferons tais como interferon-alfa, beta, e gama; fatores de estimulacdo de colénia
(CSFs) tais como CSF macrofago (M-CSF); CSF macréfago de granuldcito (GM-
CSF); e CSF granulécito (G-CSF); interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-1alfa, IL-2,
IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12; IL-15, um fator de necrose
tumoral tal como TNF-alfa ou TNF-beta; C5a; e outros fatores de polipeptideos
incluindo LIF e kit ligante (KL). Conforme usado no presente, o termo citocina inclui
proteinas de fontes naturais ou de cultura celular recombinante, e equivalentes
biologicamente ativos das citocinas de sequéncia nativa.
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Ainda em outra modalidade, as moléculas de co-engate divulgadas no
presente documento podem ser conjugadas com um ‘“receptor” (como
estreptavidina) para utilizacdo em um pré-alvo de tumor em que o conjugado
receptor de imunoglobulina é administrado para o paciente, seguido pela remocao
de conjugados néo ligados da circulacdo usando um agente de limpeza e entdo a
administracdo de um ‘“ligante” (por exemplo, avidina) que € conjugado com um
agente citotoxico (por exemplo, um radionucleotideo). Em uma modalidade
alternativa, a imunoglobulina é conjugada ou oeravelmente ligada em uma enzima
para aplicar a Terapia de Pro-droga mediada por enzima dependente de anticorpo
(ADEPT). ADEPT pode ser usada pela conjugacdo ou ligacdo operavel da
imunoglobulina com uma enzima que ativa a pro-droga (por exemplo, um agente
guimioterapico peptidil.

Quando os parceiros de imunoglobulina sdo usados como conjugados, 0s
parceiros conjugados podem ser ligados em qualquer regido de uma imunoglobulina
divulgada no presente documento, incluindo no terminal N- ou C-, ou em algum
residuo entre a terminacdo. Uma variedade de ligadores pode ser util nas
imunoglobulinas divulgadas no presente documento para ligar covalentemente os
parceiros conjugados com uma imunoglobulina. Os termos “ligador, “sequéncia de
ligador”, “espacador”’, “sequéncia de ligagdo” ou equivalente gramaticais dos
mesmos, significam aqui uma molécula ou grupo de moléculas (tais como um
mondmero ou polimero) que conecta duas moléculas e normalmente serve para
posicionar as duas moléculas em uma configuracdo. Os ligadores sdo conhecidos
na técnica; por exemplo, ligadores homo-ou hetero-bifuncionais como eles sédo
conhecidos (veja, 1994 Pierce Chemical Company catalog, secéo técnica de cross-
linkers, paginas 155-200, inteiramente incorporado por referéncia). Varias
estratégias podem ser usadas para covalentemente ligar as moléculas. Estas
incluem, mas nao estéo limitadas a ligacdes de polipeptideo entre os terminais N- e
C-termini das proteinas ou dominio das proteinas, ligacéo via pontes de dissulfeto, e
ligacdo via reagentes quimicos de ligacdo cruzada. Em um aspecto desta
modalidade, ligador é uma ligacéo de peptideo, gerados por técnicas recombinantes
ou sintese de peptideos. O peptideio de ligacdo pode inluir predominantemente 0s
seguintes residuos de aminoacido: Gly, Ser, Ala, ou Thr. O peptideio de ligacdo
deve ter um comprimento que é adequado para ligar duas moléculas de tal forma
gue elas assumem a conformacao correta com relacdo uma a outra para que elas
mantenham a atividade desejada. Os comprimentos adequados para esta finalidade
incluem ao menos um e ndo mais do que 50 residuos de aminoacidos. Em uma
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modalidade, o ligador tem aproximadamente de 1 até 30 aminoacidos no
comprimento, por exemplo, um ligador pode ter de 1 até 20 aminoacidos no
comprimento. os ligadores Uteis incluem polimeros de glicina-serina (incluindo, por
exemplo, (GS)n, (GSGGS)n (Definido como SEQ ID NO:1), (GGGGS)n (Definido
como SEQ ID NO:2) e (GGGS)n (Definido como SEQ ID NO:3), em que n € um
inteiro de ao menos um), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina,
e outros ligadores flexiveis, como podera ser apreciado por aqueles versados na
técnica. Alternativamente, uma variedade de polimeros ndo protéicos, incluindo,
mas nao limitadas a polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol, polioxialquilenos,
ou copolimeros de polietileno glicol e polipropileno glicol, pode ter utilidade como
ligadores.
Producéo de Moléculas de co-engate

Também séo divulgados no presente documento métodos para a producéo e
testes experimentais de moléculas de co-engate. Os métodos divulgados ndo se
destinam a restricdo de nenhuma modalidade ou aplicacdo particular ou teoria de
operacdo. Ao invés disso, os métodos fornecidos tém finalidade de ilustrar
genericamente que uma ou mais imunoglobulinas que podem ser produzidas e
testadas experimentalmente para obter imunoglobulinas. Os métodos gerais para a
biologia molecular do anticorpo, expresséao, purificacdo, e varredura estdo descritos
em Antibody Engineering, editado por Duebel & Kontermann, Springer-Verlag,
Heidelberg, 2001; e Hayhurst & Georgiou, 2001, Curr Opin Chem Biol 5:683-689;
Maynard & Georgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng 2:339-76; Antibodies: A
Laboratory Manual by Harlow & Lane, New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1988, todas incorporadas totalmente por referéncia.

Em uma modalidade divulgada no presente documento, sdo criados 0s
acidos nucleicos que codificam as moléculas de co-engate, e que podem ser
clonadas em células hospedeiras, expressadas e ensaiadas, se desejado. Portanto,
os acidos nucleicos, e particularmente o DNA, pode ser feito para codificar cada
sequéncia de proteina. Essas praticas sao realizadas usando procedimento bem
conhecidos. Por exemplo, uma variedade de métodos que pode ser til para a
geracdo das imunoglobulinas divulgadas no presente documento esta descrita em
Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 3 Ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, New York, 2001), e Current Protocols in Molecular Biology (John
Wiley & Sons), ambos inteiramente incorporados por referéncia. Como sera
apreciado pelas pessoas versadas na técnica, a geracao de sequéncias exatas para
uma biblioteca que compreende um amplo nimero de sequéncias é potencialmente
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dispendiosa e consome muito tempo. A “biblioteca“ conforme usada aqui, significa
um conjunto de variantes de quaisquer formas incluindo, mas nao limitadas a, uma
lista de sequéncias de acido nucleico ou aminoéacido, uma lista de substituicdes de
acido nucleico ou aminodcido em posi¢cbes variadas, uma biblioteca fisica que
compreende acidos nucleicos que codificam as sequéncias da biblioteca, ou uma
biblioteca fisica que compreende as proteinas variantes, tanto na forma purificada
ou na forma néo purificada. De acordo com isso, existe uma variedade de técnicas
gue podem ser usadas para gerar eficientemente as bibliotecas divulgadas no
presente documento. Tais métodos incluem, mas néo estéo limitados aos métodos
de montagem dos genes, métodos baseados em PCR e métodos que usam
variacdes de PCR, métodos baseados em reacdo em cadeia de ligase, métodos
oligo-agrupados tais como aqueles usados em transposicdes sintéticas, métodos de
amplificacdo propensos a erros, e métodos que usam oligos com mutacdes
aleatdrias, classicos métodos de metagénese em local direcionado, metagénese de
cassete, e outros método de amplificacéo e sintese de genes. Como é conhecido na
técnica, existe uma variedade de kits comercialmente disponiveis e métodos para
montagem de genes, metagénese, subclonagem de vetor, e semelhantes, e tais
produtos comerciais podem ser Uteis para a geracdo de &cidos nucleicos que
codificam imunoglobulinas.

As moléculas de co-engate divulgadas no presente documento podem ser
produzidas através da cultura de uma célula hospedeira transformada com &cido
nucleico, por exemplo, um vetor de expressdo, que contém &cidos nucleicos que
codificam as moléculas de co-engate, em condi¢cbes adequadas para induzir ou
causar a expressao da proteina. As condi¢cdes apropriadas para a expressao variam
conforme a escolha do vetor de expressdo e the célula hospedeira, e serdo
facilmente verificadas por uma pessoa versada na técnica através de
experimentacdo de rotina. Uma ampla variedade de células hospedeiras adequadas
pode ser usada incluindo, mas nao estando limitadas as células de mamiferos,
bactérias, células de insetos e leveduras. Por exemplo, uma variedade de linhagens
celulares que pode ser Utel na geracdo das imunoglobulinas divulgadas no presente
documento esta descrita no catalogo de linagens celulares ATCC®, disponivel da
American Type Culture Collection.

Em uma modalidade, as moléculas de co-engate sdo expressas em sistemas
de expressdao de mamiferos, incluindo sistemas nos quais 0s componentes de
expressdo sao introduzidos nas célulsa de mamiferos usando virus tais como
retrovirus ou adenovirus. Qualquer célula de mamifero pode ser usada, por
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exemplo, célulsa de humanos, camundongos, ratos, hamster, e primatas. As células
adequadas também incluem células de pesquisa conhecidas incluindo, mas nao
limitadas as células Jurkat T, NIH3T3, CHO, BHK, COS, HEK293, PER C.6, Hela,
Sp2/0, células NSO e variantes das mesmas. Em uma modalidade alternativa, as
proteinas da biblioteca sdo expressas em células bacterianas. Os sistemas de
expressao bacterianos sdo bem conhecidos na técnica e incluem Escherichia coli
(E. coli), Bacillus subtilis, Streptococcus cremoris, e Streptococcus lividans. Em
modalidades alternativas, as imunoglobulinas sdo produzidas em células de inseto
(por exemplo Sf21/Sf9, Trichoplusia ni Bti-Tn5b1-4) ou células de leveduras (por
exemplo S. cerevisiae, Pichia, etc). Em uma modalidade alternativa, moléculas de
co-engate sdo expressas in vitro usando sistemas de translagdo livres de células.
Os sistemas de traducdo In vitro derivadas tanto de células procaridticas (por
exemplo, E. coli) e eucaridticas (por exemplo, gérmen de trigo, reticulécitos de
coelho) estdo disponiveis e podem ser selecinados com base nos niveis de
expressdo e nas propriedade funcionais da proteina de interesse. Por exemplo,
pode ser apreciado por aqueles versados na técnica, a translagdo in vitro é
necessaria para algumas tecnologias de exibicdo, por exemplo, exibicdo de
ribossoma. Além disso, as imunoglobulinas podem ser produzidas por métodos de
sintese quimica métodos. inclusive, os sistemas de expressao transgénicos tanto de
animais (por exemplo, leite de vaca, ovelha ou cabra, ovos galados, larvas de
insetos completas, etc.) e de plantas (por exemplo milho, tabaco, lentilhas d’agua,
etc.)

Os acidos nucleicos que codificam as moléculas de co-engate divulgadas no
presente documento podem ser incorporados em um vetor de expressdo para
expressar a proteina. Uma variedade de vetores de expresséo pode ser usada para
a expressao da proteina. Os vetores de expressdo podem compreender vetores
auto-replicantes extra-cromossomal ou vetores que se integram em um genoma
hospedeiro. Os vetores de expressao sao construidos para serem compativeis com
o tipo de célula hospedeira. Portanto, os vetores de expresséo que possuem uso ha
geragcdo das imunoglobulinas descritas aqui incluem, mas nao estdo limitados
agueles que permitem a expressa de proteinas em células de mamiferos, bacterias,
células de insetos, levedura, e sistemas in vitro. Como € conhecido na técnica, uma
variedade de vetores de expressdo esta disponivel comercialmente ou de outra
maneira, que pode ser utel para a expressdo das moléculas de co-engate
divulgadas no presente documento.

Os vetores de expressdo tipicamente compreendem uma proteina
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operavelmente ligada com sequéncias de controle eu reguladoras, marcadores
selecionaveis, quaisquer parceiros de fusdo, e/ou elementos adicioinais.
“‘operavelmente ligado” no presente significa que o acido nucleico é posicionado em
uma relacdo funcional com outra sequéncia de &cido nucleico. Geralmente esses
vetores de expressdo incluem um acido nucleico regulador transcricional e
translacional operavelmente ligado em um &cido nucleico que codifica a molécula de
co-engate, e sao tipicamente adequados para a célula hospedeira usada para
expressar a proteina. De forma geral, as sequéncias reguladoras transcricionais e
translacionais podem incluir sequéncias promotoras, locais de ligacao ribossémica,
inicio transcricional e sequéncias de parada, e sequéncias de refor¢o ou ativacao.
Como também é conhecido na técnica, os vetores de expressdo contém tipicamente
um gene de selecdo ou marcador que permite a selecdo de células hospedeiras
trasnformadas que contém o vetor de expressdo. Os genes de selecdo sdo bem
conhecidos na técnica e variam de acordo com a célula hospedeira usada.

As moléculas de co-engate podem ser operavelmente ligadas em um
parceiro de fusdo paa permitir a definicAdo do alvo da proteina expressada,
purificagdo, varredura, exibicdo e semelhantes. Os parceiros de fusdo podem ser
ligados na sequéncia de imunoglobulina por meio das sequéncias de ligadores. The
sequéncia de ligador geralmente compreendera uma pequena quantidade de
aminoacidos, tipicamente menos do que dez, apesar de que ligadores maiores
também podem ser usados. Tipicamente, as sequéncias de ligadores para serem
flexiveis e resistentes a decomposicdo. Como serd apreciado pelas pessoas
versadas na técnica, qualquer um dentre uma variendade de sequéncias pode ser
usada como ligador. Por exemplo, uma sequéncia comum de ligador compreende a
sequéncia de aminoacido GGGGS. Um parceiro de fusdo pode ter um alvo ou ser
uma sequéncia de sinal que direciona a imunoglobulina e quaisquer uns dos
parceiros de fusdo associados com um local celular desejado ou com o meio
extracelular. Como é conhecido na técnica, certas sequéncias de sinalizacdo podem
ter como alvo uma proteina que pode tanto ser secretada no meio de cultivo, ou no
espaco periplasmico, localizado entre a membrana interna e externa da célula. Um
parceiro de fusdo também pode ser uma sequéncia que codifica um peptideo ou
uma proteina que permite a purificacdo e/ou varredura. Tais parceiros de fuséo
incluem, mas néo estdo limitados aos roétulos de polihistidina (rétulo His) (por
exemplo He € Hio ou outros rotulos para uso com sistemas de Cromatografia por
afinidade de Metais Imobilizados (IMAC) (por exemplo, colunas por afinidade Ni*?)),
fusbes GST, fusdes MBP, rotulo Strep, sequéncia alvo de biotinilacdo BSP de
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enzima bacteriana BirA, e rotulos de epitopo que sédo os alvos para os anticorpos
(por exemplo rétulos c-mic, rotulos flag, e semelhantes). Como seré apreciado pelas
pessoas versadas na técnica, tais rotulos podem ser Uteis para purificacdo, para
varredura, ou ambos. Por exemplo, uma imunoglobulina podem ser purificada
usando um rétulo His com a imobilizacdo do mesmo em uma coluna por afinidade
de Ni*?2 e entdo depois da fter purificacdo o mesmo rétulo His pode ser usado para
imobilizar o anticorpo para uma placa revestida com Ni*? para a realizacdo de um
teste ELISA ou outro ensaio de ligacdo (conforme descrito abaixo). Um parceiro de
fusdo pode permitir o uso de um método de selecdo para faer a varredura nas
imunoglobulinas (veja abaixo). Os parceiros de fusdo que possibiulitam varios
métodos de selecdo sdo bem conhecidos na técnica. Por exemplo, pela fusdo de
membros de uma biblioteca de imunoglobulina com uma proteina do gene I, a
tecnologia de phage display pode ser aplicada (Kay et al., Phage display of peptides
e proteins: a laboratory manual, Academic Press, San Diego, CA, 1996; Lowman et
al.,, 1991, Biochemistry 30:10832-10838; Smith, 1985, Science 228:1315-1317,
inteiramente incorporado por referéncia). Os parceiros de fusdo podem permitir que
as imunoglobulinas sejam marcadas. Alternativamente, um parceiro de fusdo pode
se ligar em uma sequéncia especifica no vetor de expressado, permitindo que o
parceiro de fusdo e a imunoglobulina associada sejam ligados covalentemente ou
nao covalentemente com o &cido nucleico que os codifica. Os métodos para a
introducdo de acido nucleico exdgeno dentro das células hospedeiras sdo bem
conhecidos na técnica, e variam de acordo com a célula hospedeira usada. As
técnicas incluem, mas ndo estdo limitadas a transfeccdo mediada por dextrano,
precipitacdo de fosfato de célcio, tratamento com cloreto de célcio, transfeccao
transfeccdo mediada por polibreno, fusdo de protoplastos, eletroporacao, infeccdo
viral ou por fagos, encapsulamento de polinucleotideos em lipossomas, e
microinjecdo direta do DNA em nucleos. No caso de células de mamiferos, a
transfeccdo pode ser transitéria ou estavel. Em uma modalidade, as moléculas de
co-engate sdo purificadas ou isoladas depois da expressao. As proteinas podem ser
isoladas ou purificadas de varias formas conhecidas por pessoas versadas na
técnica. Os métodos de purificacdo padrdo incluem técnicas cromatograficas,
incluindo troca ibnica, interacdo hidrofobica, afinidade, dimensionamento ou
filtragem com gel, e de fase reversa, realizadas sob presséo atmosférica ou sob alta
pressdo usando sistemas como FPLC e HPLC. Os métodos de purificagdo incluem
também as técnicas eletroforéticas, imunologicas, de precipitacdo, dialise e
cromatofocalizacdo. As técnicas de ultrafiltragdo e diafiltracdo, em conjunto com a
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concentracdo de proteina, também sdo uteis. Como € bem conhecida na técnica,
uma variedade de proteinas naturais liga Fc e anticorpos, e essas proteinas podem
ser Uteis para a purificacdo das imunoglobulinas divulgadas no presente documento.
Por exemplo, as proteinas bacterianas A e G se ligam na regido Fc. De forma
semelhante, a proteina bacteriana L se liga na regido Fab de alguns anticorpos,
como é claro faz o aolvo do antigeno do anticorpo. A purificacdo pode ser
normalmente viabilizada por um particular parceiro de fusdo. Por exemplo, as
imunoglobulinas podem ser purificadas usando resina glutationa se uma fusdo GST
fusion for empregada, cromatografia por afinidade de Ni*? se um rétulo His for
usado, ou anticorpo anti-flag imobilizado se uma etiqueta flag for usada. Para
orientacdes gerais sobre adequadas técnicas de purificacdo, veja, por exemplo,
Protein Purification: Principles and Practice, 3™ Ed., Scopes, Springer-Verlag, NY,
1994, inteiramente incorporado por referéncia. O grau de purificacdo necessario ira
variar dependendo da varredura ou do uso de imunoglobulinas. Em algumas
circunstancias, nenhuma purificacdo € necesséria. Por exemplo, em uma
modalidade se as imunoglobulinas sdo secretadas, a varredura pode ser realizada
diretamente a partir do meio. Como € bem conhecido na técnica, alguns métodos de
selecdo ndo envolvem a purificacdo de proteinas. Portanto, por exemplo, se uma
biblioteca de imunoglobulinas é transformada em uma biblioteca de tecnologia
phage display, a purificacdo de proteina pode nao ser necessaria.
Experimentacédo In Vitro

As moléculas de co-engate podem ser submetidas a varredura usando uma
variedade de métodos, incluindo, mas néo limitada aquelas que utilizam ensaios in
vitro, in vivo e ensaios baseados em células, e tecnologias de selecdo. As
tecnologias de automacéo e de varredura de alto rendimento podem ser utilizadas
nos procedimentos de varredura. A varredura pode utilizar um parceiro de fusdo ou
um rétulo. O uso de parceiros de fusdo foi discutido acima. Com o termo "rétulo”,
aqui usado, significa que as imunoglobulinas divulgadas no presente documento
possuem um ou mais elementos, isétopos ou compostos quimicos anexados para
permitir a deteccdo em uma varredura. De forma geral, os rétulos ficam em trés
classes: a) rotulos imunolégicos, que podem ser um epitopo incorporado como um
parceiro de fusdo que é reconhecido por um anticorpo, b) rétulos isotépicos, que
podem ser radioativos ou isotopos pesados, e c) rétulos de molécula pequena, que
podem incluir tingimentos fluorescentes e colorimétricos, ou moléculas tasi como
biotina que permite outros meétodos de marcacdo. Os rotulos podem ser
incorporados nos compostos em qualquer posi¢cdo e podem ser incorporados in vitro
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ou in vivo durante expresséao de proteina.

Em uma modalidade, as propriedades funcionais e / ou biofisicas de
moléculas de co-engate sdo submetidas a varredura em um ensaio in vitro. Os
ensaios In vitro podem disponibilizar uma ampla variacdo dinamica par as
propriedades da varredura de interesse. As propriedades que podem ser
submetidas a varredura incluem, mas n&o estdo limitadas a estabilidade,
solubilidade, e afinidade para ligantes de Fc, por exemplo, FcJRs. Multiplas
propriedades podem ser submetidas a varredura simultaneamente ou
individualmente. As proteinas podem ser purificadas ou ndo purificadas,
dependendo dos requerimentos do ensaio. Em uma modalidade, a varredura € um
ensaio de ligacdo qualitativa ou quantitativa para a ligacdo das f moléculas de co-
engate com uma proteina ou uma molécula ndo proteina que é conhecida, ou que é
prevista para se ligar com a molécula de co-engate. Em uma modalidade, a
varredura é um ensaio de ligacdo para medir a ligacdo com o antigeno alvo. Em
uma modalidade alternativa, a varredura é um ensaio para ligacdo de moléculas de
co-engate com um ligante de Fc incluindo, mas nado estando limitada a familia de
FcyRs, o receptor neonatal FcRn, a proterina complementar Clqg, e as proteinas
bacterianas A e G. os tasi ligantes de Fc podem ser que qualquer organismo. Em
uma modalidade, os ligantes de Fc sdo para humanos, camundongos, ratos,
coelhos e / ou macacos. Os ensaios de ligacdo podem ser realizados usando uma
variedade de métodos conhecidos na técnica, incluindo mas nado limitados aos
ensaios baseados em FRET (Transferéncia de Energia por Ressonancia
Fluorescente) e BRET (Bioluminescéncia de Transferéncia de Energia de
Ressonancia), AlphaScreen™ (Ensaios Homogéneos de Proximidade Luminescente
Amplificada), Ensaio de Proximidade de Cintilacdo, ELISA (ensaio imunosorbente
ligado a enzimas), SPR (ressonancia plasmoénica de superficie, também conhecida
como BIACORE®), Calorimetria de Titulagcdo Isotérmica, Varredura Diferencial de
Calorimetria, eletrosforese em gel e cromatografia incluindo filtracdo em gel. Estes e
outros métodos podem tirar vantagem de alguns parceiros de fusao ou rétulo de
imunoglobulina. Os ensaios podem aplicar uma variedade de métodos de detec¢éo
incluindo, mas ndo limitados aos rétulos cromogénicos, fluorescentes,
luminescentes ou isotdpicos.

As propriedades biofisicas das moléculas de co-engate, por exemplo,
estabilidade e solubilidade, podem ser testadas usando uma variedade de métodos
conhecidos na técnica. A estabilidade da proteina pode ser determinada através da
medi¢éo do equilibrio termodinamico entre estados dobrados ou ndo dobrados. Por
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exemplo, as moléculas de co-engate divulgadas no presente documento podem ser
nao dobradas usando desnaturante quimico, aquecimento ou pH, e esta transicao
pode ser monitorada usando métodos incluindo, mas ndo limitados 4,
espectroscopia de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia,
espectroscopia de absor¢cdo, Espectroscopia de RMN, calorimetria, e protedlise.
Como serédo apreciados pelas pessoas versadas na técnica, 0os parametros cinéticos
das transicOes de dobramento e desdobramento também podem ser monitorados
usando essas e outras técnicas. A solubilidade e integridade geral da estrutura de
uma molécula de co-engate podem ser determinadas quantitativamente ou
qualitativamente usando uma vasta gama de métodos sao conhecidos na técnica.
Métodos que podem ser Uteis para a caracterizacdo das propriedade biofisicas das
moléculas de co-engate descritas aqui incluem eletrosforese em gel, focalizacao
isoelétrica, eletroforese capilar, cromatografia tal como cromatografia de exclusao
por tamanho, cromatografia de troca idnica, e cromatografia de fase reversa em
liquido de alta performance, mapeamento de peptideo, mapeamento de
oligossacarideo, espectrometria de massa, espectroscopia de absor¢do ultravioleta,
espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia de dicroismo circular, calorimetria
de titulacdo isotérmica, varredura diferencial de calorimetria, ultra-centrifugacéo
analitica, espalhamento de luz dinamico, protedlise, e ensios de ligacdo cruzada,
turbidez, e de retardamento do filtro, ensaios imunolégicos, ensios de ligacdo de
tingimentos fluorescentes, ensdaios de tingimento de proteina, microscopia, e
deteccdo de agregados através de ELISA ou outro ensaio de ligacdo. A andlise
estrutural aplicando técnica de cristalografia por raios X e espectroscopia por RMN
também podem ser Gteis. Em uma modalidade, a estabilidade e/ou a solubilidade
pode ser medida pela determinacdo da quantidade de solucdo de proteina apés um
determinado periodo de tempo. Neste ensais, a proteina pode ou ndo ser exposta a
algumas consdicdes extremas, como por exemplo, temperatura elevada, baixo pH,
ou a presenca de um desnaturante. Como a funcionalidade tipicamente requer uma
proteina estavel, solavel e / ou bem-dobrada / estruturada, os ensaios funcioanis e
de ligacdo citados acima também fornecem formas para realizacdo de tal medicéo.
Por exemplo, uma solucdo que compreende uma imunoglobulina poderia ser
ensaiada quanto a sua capacidade de ligar o antigeno alvo, e entdo exposta a
temperatura elevada por um ou mais periodos de duracdo determinada, e entéo
ensaiadas quanto a sua capacidade de ligacdo do antigeno alvo novamente. Como
se espera que a proteina ndo dobrada e agregada nédo seja capaz de de liggar o
antigeno, a quantidade de atividade remanescente fornece uma medicdo da
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estabilidade e da solubilidade da molécula de co-engate.

Em uma modalidade, as moléculas de co-engate podem ser testadas usando
um ou mais ensaios baseados em células ou ensaios in vitro. Para tais ensaios, as
imunoglobulinas, purificadas ou n&o purificadas, séo tipicamente adicionadas
exogenamente de forma que as células sdo expostas as variantes individuais ou
grupos de variantes que pertencem a biblioteca. Esses ensaios sao tipicamente,
mas nem sempre, baseados na biologia da capacidade da imunoglobulina de se
ligam no antigeno alvo e mediar algum evento bioquimico, por exemplo, funcbes
efetoras como a lise celular, fagocitose, inibicdo de ligacdo ligante / receptor,
inibicdo do crescimento e / ou proliferagéo, apoptose e semelhantes. Tais ensaios
muitas vezes envolvem ao monitoramento da resposta das células a
imunoglobulina, por exemplo, sobrevivéncia celular, morte celular, fagocitose
celular, a lise celular, a mudanca na morfologia celular, ou ativacéo transcricional,
como expressao de um gene celular natural ou gene repérter. Por exemplo, tais
ensaios podem medir a capacidade de moléculas de co-engate para elicitar ADCC,
ADCP ou CDC. Para alguns ensaios, adicionais células ou componentes, além das
células alvo, podem precisar serem adicionadas, por exemplo, complemento sérico,
ou células efetoras tais como mondcitos do sangue periférico (PBMCs), células NK,
macrofagos e semelhantes. Tais células adicionais podem ser de qualquer
organismo, por exemplo, humanos, camundongos, ratos, coelhos e macacos. Os
anticorpos de ligacao cruzada ou monoméricos podem causar apoptose de certas
linhagens celulares expressando o antigeno alvo do anticorpo, ou pode mediar o
ataque em células alvo por células imonolégicas que podem ter sido adicionadas no
ensaio. Os métodos para o monitoramento da morte celular ou variabilidade séo
conhecidos na técnica, e incluem o uso de corantes, fluoréforos, reagentes
imunoquimicos, citoquimicos e radioativos. Por exemplo, ensaios de caspase ou
conjugados de anexina-flior podem permitir que a apoptose seja medida, e
absorcao ou liberagéo de substratos radioativos (por exemplo, ensaios de liberacao
de Crémio-51) ou a reducdo metabdlica de corantes fluorescentes, tais como alamar
blue, podem permitir que o crescimento celular, proliferacdo ou ativagcdo sejam
monitorados. Em uma modalidade, o ensaio de citotoxicidade baseados em EuTDA
DELFIA® (Perkin Elmer, MA) é usado. Alternativamente, células-alvo danificadas ou
mortas podem ser monitoradas através da medicdo da liberacdo de uma ou mais
proteinas intracelulares naturais, por exemplo, lactato desidrogenase. A ativacao
transcricional pode também servir como um método para avaliar a funcdo em
ensaios baseados em células. Neste caso, a resposta pode ser monitorada através
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do ensaio por genes naturais ou por proteinas que podem ser reguladas
ascendentemente ou descendentemente, por exemplo, a liberacdo de certas
interleucinas pode ser medida, ou alternativamente a leitura pode ser feita via um
constituinte de luciferase ou repérter GFP. Os ensaios baseados em células podem
também involver a medicdo das alteracdes morfologicas das células como uma
resposta da presenca de uma imunoglobulina. Os tipos de células de tais ensaios
podem ser procariéticas ou eucaribticas, e uma variedade de linhagens celulares
gue séo conhecidas na técnica podem ser usadas. Alternativamente, as verreduras
baseadas em células séo realizadas usando células que foram transformadas ou
transfectadas com acidos nucleicos que codificam as moléculas de co-engate.

Os ensais In vitro incluem, mas nédo estéo limitaddos aos ensaios de ligacéo,
ADCC, CDC, citotoxicidade, proliferacéo, liberacédo de peroxido / 0zdnio, quimiotaxia
de células efetoras, inibicdo de tais ensaios por anticorpos de funcéo efetora
reduzida; intervalos de atividades tais como >100x de aumento ou >100x de
reducdo, misturas de ativacdo do receptor e os resultados dos ensaios que sao
esperados a partir dos perfis de tais receptores.

Experimentacédo In vivo

As propriedades biologicas das moléculas de co-engate divulgadas no
presente documento podem ser caracterizadas nos experimentos em células,
tecidos e no organismo inteiro. Como ja € conhecido na técnica, as drogas séo
frequentemente testadas em animais incluindo, mas néo limitados a camundongos,
ratos, coelhos, caes, gatos, porcos e macacos, a fim de medir e eficacia da droga
para o tratamento contra em doenga ou um modelo de doenga, ou para medir a
farmacocinética da droga, toxicidade, ou outras propriedade. Tais animais podem
ser referidos como modelos de doenca. Com respeito as moléculas de co-engate
divulgadas no presente documento, um desafio particular surge quando se utiliza
modelos animais para avaliar o potencial de eficaAcia em humanos de polipeptideos
candidatos — isto ocorre devido, ao menos em parte, ao fato de que as moléculas de
co-engate que tém um efeito especifico sobre a afinidade para um receptor humano
de Fc pode nao ter um efeito semelhante de afinidade com o receptor ortélogo do
animal. Esse problemas podem ainda ser exacerbados pelas inevitaisveis
ambiguidades associadas com a correta designacdo de ortélogos verdadeiros
(Mechetina et al., Immunogenetics, 2002 54:463—-468, inteiramente incorporado por
referéncia), e ao fatop de que alguns ortélogos simplesmente nédo existem no animal
(por exemplo humanos possuem um FcyRlla enganto que os ratos nao possuem).
Os agentes terapéuticos sao geralmente testados em camundongos incluindo, mas
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nao limitados as cepas de camundongo NZB, NOD, BXSB, MRL/Ipr, K/BXN e
transgénicas (incluindo knockins e nocautes). Tal camundongo pode desenvolver
varias condicbes autoimunes que se assemelham a érgdos humanos especificos,
patologias sistemmicas autoimunes ou doencas inflamatorias tais com IUpus
eritematoso sistémico (SLE) e artrite reumatoide (RA). Por exemplo, uma
imunoglobulina divulgada no presente documento destinada as doencas autoimunes
pode ser testada em tais modelos de camundongos pelo tratamento do
camundongo para determinar a capacidade da imunoglobulina de reduzir ou inibir o
desenvolvimento de uma patologia de doenga. Por causa da incompatibilidade entre
0 sistema receptor Fcy de camundongo e humano, uma abordagem alternativa &
usar um modelo murino SCID no qual o camundongo imuno deficiente é enxertado
com PBLs ou PBMCs humanos (huPBL-SCID, huPBMC-SCID) fornecendo um
sistema humano com células efetoras humanas e receptores de Fcs. Em tal modelo,
um desafio com antigeno (tal como o toxoide tetanico) ativa as células B para serem
diferenciadas nas células do plasma e secretar imunoglobulinas, portanto,
reconstiuindo a imunidade humoral especifica do antigeno. Portanto, uma
imunoglobulina de alvo duplo divulgada no presente documento que
especificamente se liga em IgE e FcyRIllb nas células B podem ser testadas para
verificar a capacidade de inibir especificamente a diferenciacdo de célula B. tal
experimentacdo pode fornecer dados significantes para a determinacdo do potencial
de tal imunoglobulina a ser usada como um agente terapéutico. Outros organismos,
por exemplo, mamiferos, também podem ser usados para teste. Por exemplo,
devido a sua semelhanca genética com seres humanos, 0s macacos podem ser
adequados odelos terapéuticos e, portanto, pode ser usada para testar a eficacia,
toxicidade, farmacocinética, ou outra propriedade das imunoglobulinas divulgadas
no presente documento. Os testes das imunoglobulinas divulgados no presente
documento nos seres humanos sdo, em Ultima andlise, necessarios para a
aprovacdo como drogas, e assim, é claro que essas experiéncias sao
contempladas. Portanto, as imunoglobulinas divulgadas no presente documento
podem ser testadas em humanos para determinar e sua eficiéncia terapéutica,
toxicidade, farmacocinética e / ou outras propriedades clinicas.

As moléculas de co-engate divulgadas no presente documento podem
conferir desempenho superior em terapéuticos que contém Fc em modelos animais
ou em humanos. Os perfis de ligacao do receptor de tais imunoglobulinas, conforme
descritos nesta especificacdo podem, por exemplo, ser selecionados para aumentar
a poténcia de drogas citotoxicas ou para fungdes efetoras especificas para alvo ou
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células efetoras para melhorar a seletividade da acdo da droga. Além disso, 0s
perfis de ligacdo do receptor podem ser selecionados que forma que reduzem
alguma ou todas as fungdes efetoras, reduzindo assim os efeitos colaterias ou
toxicidade de tais drogas de contém Fc. Por exemplo, uma imunoglobulina com
ligacao reduzida para FcyRllla, FcyRI e FcyRlla pode ser selecionada para eliminar
a maioria das funcdes efetoras mediadas por célula, ou uma imunoglobulina com
ligacdo reduzida com Clg pode ser selecionada para limitar as funcdes efetoras
mediadas por complementos. Em alguns contextos, tais funcbes efetoras sao
conhecidas por terem potenciais efeitos toxicos. Portanto, a eliminagdo deles pode
aumentar a seguranca da droga resistente ao Fc e tal seguranca aprimorada pode
ser caracterizada em modelos animais. Em alguns contextos, tais fungdes efetoras
sdo conhecidas por mediarem a atividade terapéutica desejada. Portanto, o
aprimoramento pode aumentar a atividade ou a poténcia da droga resistentre ao Fc
e tal atividade aprimorada ou poténcia pode ser caracterizada em modelos animais.

Em algumas modalidades, as moléculas de co-engate divulgadas no
presente documento podem ser avaliadas quanto a sua eficacia em modelos
animais clinicamente relevantes de varis doencas humanas. Em muitos casos,
modelos relevantes incluem varios animais transgénicos para especificos antigenos
e receptores.

Relevantes modelos transgénicos tais como aqueles que expressam o
receptor humano de Fcs (por exemplo, CD32b) poderia ser usado para avaliar e
testar as imunoglobulinas e fusbes de Fc quanto a sua eficacia. A avaliacdo de
moléculas de co-engate pela introducdo de genes humanos que diretamente
indiretamente mediam a funcdo efetora em camundongos ou outros roedores pode
permitir que sejam realizados estudos fisiolégicos da efichcia em distarbios
autoimunolégicos e RA. Receptores humanos de Fcs tais como FcyRIIb podem
compreender polimorfismos tais como aqueles no promotor de gene (-343 de G até
C) ou dominio da transmembrana do receptor 187 | ou T que permitiria ainda a
introducdo de polimosfismos humanos especificos e combinados em roedores. Os
varios estudos envolvendo FcRs especificos de polimosfismo néo estdo limitados a
esta secdo, entretanto englobam todas as discussdes e aplicacbes de FcRs de
forma geral conforme especificados através deste pedido. As imunoglobulinas
divulgadas no presente documento podem conferir uma atividade superior em
drogas que contém Fc em tais modelos transgénicos, em particular os variantes
com perfis de ligag&o otimizados para atividade mediada por FcJRIIb humano pode
apresentar atividade superior em camundongo transgénico CD32b. aprimoramento
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semelhantes na eficacia em transgénicos de camundongos para outros receptores
humanos de Fcs, por exemplo FcyRlla, FcyRlI, etc., podem ser observados para
moléculas de co-engate comperfis de ligacdo otimizados para 0s respectivos
receptores. Transgénicos de camundongos para mdultiplos receptores humanos
apresentariam uma atividade aprimorada para imunoglobulinas com perfis de
ligacdo otimizados para os correspondentes multiplos receptores.

Por causa das dificuldades e ambiguidades associadas com o0 uso de
modelos animais para caracterizar th e eficacia potencial de candidatos de
anticorpos terapéuticos em um apaciente humano, alguns polipeptideos variantes
divulgados no presente documento podem ser Uteis como substitutos para avaliagao
do potencial de eficacia em humanos. Tais moléculas substitutas podem imitar —
no sistema animal — o FCR e/ou a biologia complementar de uma correspondente
imunoglobulina humana candidata. Esta imitacdo € mais propensa a se manifestar
por relativas afinidades de associacdo entre especificas imunoglobulinas e
receptores animais vs. humanos. Por exemplo, se for usado um modelo animal para
avaliar o potencial na eficacia em humanos de uma variante de Fc que tem uma
afinidade reduzida para o FcyRIIb humano inibidor, um adequado variante substituto
teria afinidade reduzida para FcyRIl de camundongo. Deve ser também observado
gue as variantes de Fc substitutos poderiam ser criados no contexto de uma
variante de Fc humano, uma variante de Fc animal ou ambos.

Em uma modalidade, os testes de moléculas de co-engate podem incluir o
estudo da efichcia em primatas (por exemplo, modelo de macaco caranguejeiro
cynomolgus) para facilitar a avaliagdo da deplecdo de células-alvo especificas que
abrigam o antigeno alvo. Adicionais modelos primatas incluem, mas néo estao
limitados ao uso do macaco rhesus para avaliar os polipeptideos de Fc em estudo
terapéuticos autoimunoldgicos, de tansplante e cancer.

Os estudos sobre a toxicidade s&o realizados para determinar os efeitos
relacionados com o anticorpo ou fusdo de Fc que ndo podem ser avaliados nos
perfis farmacoldgicos padrao, ou ocorrem apenas depois da administracéo repetida
do agente. A maioria dos testes de toxicidade é realizado em duas espécies — um
roedor e um néo roedor — para garantir que nenhum efeito adverso inesperado seja
ou ndo seja ignorado antes que novos agentes terapéuticos sejam introduzidas no
homem. De forma geral, esses modelos podem medir uma variedade de toxicidades
incluindo genotoxicidade, toxicidade crbnica, imunogenicidade, toxicidade de
reprodutividade / de desenvolvimento e carcinogenicidade. Estdo incluidos dentro
dos parametros referidos acima a medi¢cédo padrdo de consumo de alimentos, peso
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corporal, formacdo de anticorpos, quimica clinica, e examinacdo macro- e
microscopica de o6rgdos / tecidos padrdo (por exemplo, cardiotoxicidade). Os
parametros adicionais de medicdo sao trauma do local da injecdo e medicdo dos
anticorpos neutralizantes, se houverem. Tradicionalmente, os terapéuticos de
anticorpo monoclonal, sozinhos ou conjugados sédo avaliados para reatividade
cruzada com tecidos normais, imunogenicidade / producao de anticorpos, toxicidade
do conjugado ou do ligador e toxicidade “acidental” de espécies radiomarcadas. No
entanto, esses estudos podem ter que ser individualizados para abordar as
preocupacdes especificas e seguir as diretrizes estabelecidas em ICH S6 (Os
estudos de seguranca para os produtos biotecnologicos, também mencionados
acima). Como tal, os principios gerais sdo que os produtos sao suficientemente bem
caracterizados, as impurezas / contaminantes foram removidas, o material de teste
€ comparavel ao longo do desenvolvimento, a conformidade de BPL é mantida.

A farmacocinética (PK) das moléculas de co-engate divulgadas no presente
documento pode ser estudada em uma variedade de sistemas animais, com 0 mais
relevante sendo os primatas ndo humanos tais como 0s macacos cynomolgus e
rhesus. AdministragOes i.v./s.c. isoladas ou repetidas com uma variacdo de dose
6000 vezes (0,05-300 mg/kg) pode ser avaliada para a meia-vida (de dias até
semanas) usando a concentracdo plasmatica e depuracédo. O volume de distribuicdo
de em um estado estacionario e o nivel de absorcéo sistémica também pode ser
medido. Os exemplos de tais parametros geralmente incluem a maxima
concentracéo de plasma observada (Cmax), o tempo para atingir a Cmax (Tmax), a
area sobre o tempo de curva de concentracdo de plasma desdo o tempo O para
afinidade [AUC(0-inf] e aparente meia vida de eliminacdo (T1/2). Adicionais
parametros medidos poderiam incluir a analise comportamental de dados de tempo
de concentracéo obtidos depois da administracao i.v. e biodisponibilidade.

As moléculas de co-engate divulgadas no presente documento podem
conferir uma superior farmacocinética em agentes terapéuticos que contém Fc em
sistemas animais ou humanos. Por exemplo, a ligacdo aprimorada com FcRn pode
aumentar a meia vida e a exposi¢do da droga que contém Fc. Alternativamente,
uma enfraquecida ligagdo com FcRn pode diminuir a meia vida e a exposi¢cao da
droga que contém Fc nos casos em que a exposicdo reduzida € favolravel bem
como quando tal droga possui efeitos colaterais.

E conhecido na técnica que um conjunto de receptores de Fc é
diferencialmente expressado em varios tipos de células imunolégicas, bem como
emdiferentes tipos de tecidos. A distribuicdo do tecido diferencial de receptores de

Peticaio 870190109701, de 28/10/2019, pég. 79/102



10

15

20

25

30

35

68/87

Fc pode em ultimo caso ter um impacto nas propriedades farmacodinamicas (PD) e
nas propriedades farmacocinétcas (PK) das moléculas de co-engate divulgadas no
presente documento. Como as moléculas de co-engate da apresentacdo possuem
afinidades variadas para o conjunto de receptores de Fc, uma adicional varredura
dos polipeptideos para as propriedades de PD e/ou de PK podem ser extremamente
Uteis para definir o equilibrio ideal de PD, PK, e da eficacia terapéutica conferida
para cada um dos polipeptideos candidatos.

Os estudos de farmacodinamica podem incluir, mas néo estéo limitados a, ter
como alvo célula especificas ou bloqueio dos mecanismos de sinalizagdo, medicao
da inibicdo de anticorpos especificos para antigenos, etc. As moléculas de co-
engate divulgadas no presente documento podem ter como alvo particulares de
particulares células efetoras e, portanto, direcionar drogas que contém Fc para
induzir certas atividades para aprimorar a poténcia ou para aumentar a penetracao
em um compartimento fisiolégico particularmente favoravel. Por exemplo, a
atividade de neutrdéfilos e a localizacdo podem ser definidas como alvo por uma
molécula de co-engate que tem como alvo FcyRlIlIb. Tais efeitos farmacodindmicos
podem ser demonstrados em modelos animais ou em humanos.

Uso

Uma vez que as moléculas de co-engate sao feitas conforme descritas no
presente documento, elas podem ser Uteis em uma variedade de métodos. Em uma
modalidade preferencial o método inclui o contato com uma célula que co-expressa
IgE e FcyRIIb com uma molécula de co-engate de forma que ambos o IgE e FcyRIIb
sdo ligados pela molécula de co-engate e a célula é inibida. Pelo termo “inibido”
neste contexto, significa que a molécula de co-engate esta evitando ou reduzindo a
ativacao e / ou a proliferacao de IgE + células B.

As moléculas de co-engate divulgadas no presente documento podem ser
Uteis em uma ampla variedade de produtos. Em uma modalidade as moléculas de
co-engate divulgadas no presente documento sdo terapéuticas, de diagndstico ou
um agente de pesquisa. As moléculas de co-engate podem ser Uteis em uma
composicdo que € monoclonal ou policlonal. As moléculas de co-engate divulgadas
no presente documento podem ser usadas para finalidades terapéuticas. Como sera
apreciado por agueles versados na técnica, as moléculas de co-engate divulgadas
no presente documento podem ser usadas para qualquer finalidade terapéutica em
gue os anticorpos e similares podem ser usados. As moléculas de co-engate podem
ser administradas para um paciente para o tratamento de disturbios incluindo, mas
ndo limitados & doengas autoimunoldgicas e inflamatérias, doencas infecciosas e
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cancer.

Um “paciente” para as finalidades descritas aqui inclui tanto humanos e
outros animais, como por exemplo, outros mamiferos. Portanto, as moléculas de co-
engate divulgadas no presente documento possuem aplicacdes terapéuticas tanto
para humanos quanto para aplicagcdes veterinarias. O termo “tratamento” ou
“tratando” conforme divulgados no presente documento destinam-se a incluir
tratamento terapéutico, bem como profilatico, ou medidas supressivas para uma
doenca ou para um disturbio. Portanto, por exemplo, a administracdo bem-sucedida
de uma molécula de co-engate antes do inicio dos resultados da doenca no
tratamento de uma doenca. Como outro exemplo, a administracdo bem-sucedida de
uma molécula de co-engate otimizada depois da manifestacéo clinica da doenca
para combater os sintomas da doenca compreende o tratamento de uma doenca.
“Tratamento” e “tratando” também englobam a administracdo de uma
imunoglobulina otimizada depois do aparecimento de uma doenca para erradicar a
doenca. A administracdo bem-sucedida de um agente depois do inicio, ou depois
gue os sintomas clinicos se desenvolveram, com possivel reducdo dos sintomas
clinicos e talvez a melhora da doenca, compreende o tratamento de uma doenca.
Aqueles “‘com necessidade de tratamento” incluem mamiferos que ja possuem a
doenca ou distarbio, bem como aqueles que estdo propensos a ter a doenca ou
disturbio, incluindo aqueles em que a doenca ou disturbio deve ser prevenido.

Em uma modalidade, uma molécula de co-engate divulgada no presente
documento € administrada para um paciente com uma doenca que envolve a
expressao imprépria de uma proteina ou outra molécula. Dentro do escopo
divulgado no presente documento, isto significa que inclui doencas e disturbios
caracterizados por proteinas aberrantes por causa de, por exemplo, alteracdes na
guantidade de proteina presente, localizacdo da proteina, modificacdo pos-
translacional, estado de conformacdo, a presenca de uma proteina mutante ou
patdgena, etc. de forma similar, a doenca ou distirbio pode ser caracterizado por
moléculas de alteragdo incluindo, mas n&o limitadas & polissacarideos e
gangliosideos. Uma superabundéancia pode ser devido a qualquer causa incluindo,
mas nao limitada a superexpressao em nivel molecular, aparecimento prolongado
ou acumulado no local de acdo, ou atividade aumentada de uma proteina com
relacdo a normal. Estdo incluidas nesta definicAho as doencdo e disturbios
caracterizados pela reducdo de uma proteina. Esta reducdo pode ser devido a
gualquer causa incluindo, mas néo limitada a expressdo erduzida em nivel
molecular, aparecimento diminuido ou reduzido no local de acdo, formas mutantes
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de uma proteina, ou atividade reduzida de uma proteina com relacdo a normal. Tal
superabundancia ou reducdo de uma proteina pode ser medida com relacdo a sua
expressdo normal, aparecimento, ou atividade da proteina, e tal medicdo pode ter
uma funcdo importante no desenvolvimento e / ou nos testes clinicos das
imunoglobulinas divulgadas no presente documento. S&o divulgados no presente
documento os novos meétodos de tratamento de distirbios mediados por IgE, por
exemplo, alergias alimentares e ambientais e asma alérgica. Em modalidades
preferenciais, as doencas alérgicas que podem ser tratadas pelos produtos e
métodos da invenc¢do incluem asma alérgica e atopica, dermatite atopica e eczema,
rinite alérgica, conjuntivite alérgica, e rinoconjuntivite, encefalomielite alérgica, rinite
alérgica, vasculite alérgica, e choque anafilatico. As alergias ambientais e
alimentares que podem ser tratadas incluem alergias a acaros de poeira, barata,
gato e outros animais, polen (incluindo ambrésia, gramas-bermuda, cardo russo,
carvalho, centeio, e outros), bolores e fungos (por exemplo, Alternaria alternata,
Aspergillus e outros), latex, picadas de insetos (abelhas, vespas e outros), penicilina
e outras drogas, morangos e outras frutas e vegetais, amendoins, soja e outros
legumes, nozes ou outros frutos secos, mariscos e outros frutos do mar, leite e
outros produtos laticinios, trigo e outros graos, e ovos. De fato, qualquer alergia a
alimentos, alergia transmitida por ar, alergia ocupacional, ou outra alergia ambiental
mediada por IgE pode ser tratada por meio de uma quantidade terapéutica dos
produtos apresentados nesta invencdo. Para os exemplos de alergias comuns, veja
Arbes et al., Prevalences of positive skin test responses to 10 common allergens in
the US population: Results from the Third National Health and Nutrition Examination
Survey, Clinical Gastroenterology 116(2), 377-383 (2005).

Também sao divulgados testes diagnésticos para identificar os pacientes que
tendem a apresentar uma resposta clinica favoravel para uma molécula de co-
engate divulgada no presente documento, ou que SA0 pPropensos a apresentar uma
resposta significantemente melhor quando tratados com uma molécula de co-engate
divulgada no presente documento em contraste com um ou mais agente
terapéuticos atualmente utilizados. Qualquer um dentre um nimero de métodos
para a determinacdo de polimorfismos de FcyR em humanos conhecidos na técnica
podem ser usados. Além disso, também sao divulgados os testes progndsticos
realizados nas amostras clinicas, tais como amostras de tecido e sangue. Tais
testes podem ensaiar para atividade, independentemente do mecanismo. Tal
informacédo pode ser usada para identificar pacientes para a inclusdo ou exclusao
em testes clinicos, ou para informar decisfes com respeito as apropriadas dosagens
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e regimes de tratamento. Tais informacgdes também podem ser Uteis para selecionar
a droga que contém uma particular molécula de co-engate que apresenta uma
atividade superior em tal ensaio.

Formulacdo

As composic¢des farmacéuticas sédo contempladas em que uma molécula de
co-engate divulgada no presente documento e um ou mais agentes
terapeuticamente ativos sdo formulados. As formulacbes das moléculas de co-
engate divulgadas no presente documento sdo preparadas para armazenagem pela
mistura de tal imunoglobulina que possui o desejado grau de pureza com opcionais
transportadores farmaceuticamente aceitaveis, excipientes ou estabilizadores
(Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed., 1980, inteiramente
incorporado por referéncia), na forma de formulacbes liofilizadas ou solucbes
aquosas. Os transportadores aceitaveis, excipientes, ou estabilizadores sdo néo
toxicos para os que o recebem nas dosagens e concentracdes utilizadas, e incluem
tampdes tais como fosfato, acetato, citrato e outros acidos organicos; antioxidantes
incluindo acido ascérbico e metionina, preservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzil amoénio; cloreto de hexametdnio; cloreto de benzalcdnio,
cloreto de benzetbnio; fenol, butil orbenzil alcool; parabenos alquil, tais como
parabeno metil ou parabeno propil; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; e
m-cresol); polipeptideos de baixo peso molecular (menos do que cerca de 10
residuos); proteinas, tais como albumina sérica, gelatina ou imunoglobulinas;
polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidoni; aminoacidos tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina; monossacarideos, dissacarideos
e outros carboidratos incluindo glicose, manose, ou dextrinas; agentes de quelacao
tais como EDTA; aclucares como o0 manitol, sacarose, trealose ou sorbitol;
edulcorantes e outros agentes de sabors, preenchedores tais como celulose
microcristalina, lactose, amido de milho e de outros tipos; agentes de ligagao,
aditivos, agentes de coloracdo, contra-ions formadores de sal tais como sdodio;
complexos metalicos (por exemplo complexos de proteina Zn); e / ou surfactantes
nao iénicos tais como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG). Em
uma modalidade, a composi¢do farmacéutica que compreende a imunoglobulina
divulgada no presente documento pode estar em uma forma solUvel em agua, como
estando presentes como sais farmaceuticamente aceitaveis, o que significa a
inclusdo de ambos os sais de adicdo de acido e base. “Sal da adicdo acida
farmaceuticamente aceitavel” se refere aos sais que retém a efetividade biolégica
das bases livres e que ndo séo biologicamente ou de alguma outra forma
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indesejaveis, formadas com acidos inorganicos tais como acido cloridrico, acido
hidrobrémico, acido sulfurico, &cido nitrico, acidos fosféricos e semelhantes, e
acidos organicos tais como acido acético, &cido propibénico, acido glicélico, &cido
piravico, acido oxalico, acido maleico, &cido maldnico, acido succinico, acido
fuméarico, é&cido tartarico, acido citrico, acido benzoico, &cido cinamico, acido
mandeélico, acido metanossulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluenosulfénico,
acidos salicilicos e semelhantes. “Sais de adigcao basica farmaceuticamente
aceitaveis” incluem aqueles derivados de bases inorganicas, tais como sais de
sodio, potassio, litio, amonio, calcio, magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés,
aluminio e semelhantes. Algumas modalidades incluem ao menos um dos sais de
amonio, potassio, sodio, calcio e magnésio salts. Os sais derivados de bases
organicas nao toxicas farmaceuticamente aceitaveis incluem sais de aminas
primarias, secundarias ou terciarias, aminas substituidas incluindo aminas
substituidas de ocorréncia natural, aminas ciclicas e resinas basicas de trocas
ibnicas, tais como isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina,
tripropilamina e etanolamina. As formulagdes a serem usadas para a administracéo
in vivo podem ser estéreis. Isto € rapidamente obtido pela filtracdo através de
membranas de filtracdo estéreis ou outros métodos.

As moléculas de co-engate divulgadas no presente documento também
podem ser formuladas como imunolipossomas. Um lipossoma é uma pequena
vesicula que comreende varios tipos de lipidios, fosfolipidios e / ou surfactantes que
sdo Uteis para a liberacdo de um agente terapéutico em um mamifero. Os
lipossomas contendo a imunoglobulina séo preparados por métodos conhecidos na
técnica. Os componentes do lipossoma sdo dispostos em uma formacéo de duas
camadas, semelhante ao arranjo lipidico das membranas bioldgicas. Os lipossomas
particularmente Uteis podem ser gerados pelo método de evaporacdo em fase
reversa com uma composicao lipidica que compreende fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivada de PEG (PEG-PE). Os lipossomas sao extrusados
através de filtros com tamanho dos poros definidos para render lipossomas com o
diametro desejado.

A molécula de co-engate e outros agentes terapeuticamente ativos m
também podem ser presos em microcapsulas preparadas pelos métodos incluindo
mas nao limitados as técnicas de conservacdo, polimerizacao interfacial (por
exemplo usando microcapsulas de hidroximetilcelulose ou microcapsulas de
gelatina, ou poli-(metilmetacilato) microcapsulas), sistema de distribuicdo de drogas
coloidal (por exemplo, lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes, nano-
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particulas e e nanocapsulas), e macroemulsfes. Tais técnicas sao divulgadas em
Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed., 1980, inteiramente
incorporado por referéncia. As preparagdes de liberacdo sustentada podem ser
preparadas. Os adequados exemplos de preparacdes de liberagdo sustentada
incluem matrizes semipermeaveis de polimeros hidrofébicos sélidos, cujas matrizes
sao artigos formados, como por exemplo, peliculas ou microcapsulas. Os exemplos
de matrizes de liberacdo sustentada incluem poliésteres, hidrogeéis (por exemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou poli(vinil alcool)), poli acido lactico, copolimeros de
L-acido glutaminico e gama etil-L-glutamato, acetato etileno vinil ndo degradavel,
copolimeros do &cido latico-glicélico degradavel tais como Lupron Depot® (que séo
microesferas injetaveis compostas de copolimero de &cido lactico—acido glicdlico e
acetato de leuprolide), acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, e ProLease®
(comercialmente disponivel da Alkermes), que € um sistema de distribuicdo
baseado em microesferas composto da desejada molécula bioativa incorporada na
matriz de poli-DL-lactideo-co-glicolide (PLG).
Administracéo

A administracdo da composicdo farmacéuticacompreende uma molécula de
co-engate divulgada no presente documento, por exemplo, na forma de uma
solucdo aquosa estéril, pode ser feita de variadas maneira incluindo, mas nao
limitadas a administracao oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intraoticamente,
transdermallmente, topicamente, (por exemplo, gels, pomadas, lo¢cbes, cremes,
etc.), intraperitonealmente, intramuscularmente, intrapulmonarmente, vaginalmente,
parenteralmente, retalmente ou intraocularmente. Em alguns casos, por exemplo,
para o tratamento de feridas, inflamacdes, etc., a imunoglobulina pode ser
diretamente aplicada como uma solu¢cdo ou um spray. Como é conhecido na
técnica, a composicdo farmacéutica pode ser formulada de acordo com isso,
dependendo da maneira de introducéo.

A administracdo subcutdnea pode ser usada em circunstancias em que o
paciente pode se autoadministrar a composicao farmacéutica. Muitas terapias
protéicas ndo sdo suficientemente potentes para permitir a formulacdo de uma dose
terapeuticamente eficaz no volume méaximo aceitavel para administracdo
subcutédnea. Esse problema pode ser em parte devido ao uso de formulacdes de
proteinas que compreendem arginina-HCI, histidina e polissorbato. Os anticorpos
divulgados no presente documento podem ser mais favoraveis a administragao
subcutanea, devido a, por exemplo, aumento da poténcia, melhor meia-vida sérica,
ou solubilidade reforgada.
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Como é conhecido na técnica, as proteinas terapéuticas sao frequentemente
liberadas por infusdo intravenosa ou bolus. Os anticorpos divulgados no presente
documento também podem ser fornecidos através de tais métodos. Por exemplo, a
administracdo pode ser feita por infusé@o intravenosa com 0.9% de cloreto de sodio
como um veiculo de infuséo.

A administracdo pulmonar pode ser feita usando um inalador ou nebulizador
e a formulacdo compreende um agente de aerozol. Por exemplo, a tecnologia
inalavel de AERx® comercialmente disponivel pela Aradigm, ou o sistema de
liberacdo pode ser usado. Os anticorpos divulgados no presente documento podem
ser mais amenos para a distribuicdo intrapulmonar. FCRn esta presente nos
pulmdes e pode promover o transporte do pulmdo até o fluxo sanguineo (por
exemplo, Syntonix WO 04004798, Bitonti et al. (2004) Proc. Nat. Acad. Sci.
101:9763-8, ambos inteiramente incorporado por referéncia). De acordo com isso 0s
anticorpos que se ligam com FcRn mais eficientemente no pulmdo ou que séo
liberados mais eficientemente na corrente sanguinea podem ter uma
biodisponibilidade aprimorada em seguida a administracdo intrapulmonar. Os
anticorpos divulgados no presente documento podem ser também mais amenos
para a administracao intrapulmonar devido a, por exemplo, solubilidade aprimorada
ou ponto isoelétrico alterado.

Além disso, as moléculas de co-engate divulgadas no presente documento
podem ser mais amenas para a administracdo oral devido a, por exemplo,
estabilidade aprimorada em pH gastrico e resisténcia aumentada para protedlise.
Além disso, FcRn parece ser expressado no epitélio intestinal de adultos, entdo os
anticorpos divulgados no presente documento com perfil de interacdo com FcRn
aprimorados podem apresentar biodisponibilidade realcada apés a administracédo
oral. O transporte de anticorpos mediado por FcCRn também podem ocorrer nas
membranas mucosas tais como aquelas nos tratos gastrointestinal, respiratorio e
genital.

Além disso, qualquer niumero de sistemas de distribuicdo conhecidos na
técnica pode ser usado e podem ser usados para administrar 0s anticorpos
divulgados no presente documento. Os exemplos incluem, mas nao estao limitados
a encapsulacdo em lipossomas, microparticulas, microesferas, (por exemplo,
microesferas PLA/PGA), e similares. Alternativamente, um implante de um material
poroso, ndo poroso ou gelatinoso, incluindo membranas ou fibras, pode ser usado.

Os sistemas de liberacdo sustentada podem compreender um material
polimérico ou matriz, tais como poliésteres, hidrogéis, poli(vinil alcool ), polilactideos,

Petica0 870190109701, de 28/10/2019, pég. 86/102



10

15

20

25

30

35

75/87

copolimeros de &cido L-glutaminico e etil-L-gutamato, acetato de etileno-vinil,
copolimeros de acido lactico-acido glicdlico tais como Lupron Depot®, e acido poli-
D-(-)-3-hidroxiburirico. Também é possivel administrar um acido nucleico que
codifica uma imunoglobulina divulgada no presente documento, por exemplo, por
infeccdo retroviral, injecdo direta, ou revestimento com lipidios, receptores da
superficie celular, ou outros agentes de transfeccdo. Em todos os casos, 0S
sistemas de liberacdo controlada podem ser utilizados para liberar a imunoglobulina
em ou perto do local desejado da acao.

Dosagem

As guantidades e frequéncias de dosagem de administracdo sao, em uma
modalidade, selecionadas para serem terapeuticamente ou profilaticamente
eficazes. Como é conhecido na técnica, ajustes para a degradacdo proteica,
distribuicdo sistematica contra localizada, e taxa de sintese de nova protease, assim
como a idade, peso corporal, saude geral, sexo, dieta, tempo de administracao,
interacdo medicamentosa e a gravidade da doenca podem ser necessarios e serao
determindveis com a experimentacao de rotina por aqueles versados na técnica.

A concentracdo da molécula de conexao terapeuticamente ativa na
formulacdo pode variar de cerca de 0,1 a 100% em peso. Em uma modalidade, a
concentracdo da molécula de conexdo esta na faixa de 0,003 a 1,0 molar. A fim de
tratar um paciente, uma dose terapeuticamente eficaz da imunoglobulina divulgada
aqui pode ser administrada. Por "dose terapeuticamente eficaz" aqui entende-se
uma dose que produz os efeitos para os quais ela é administrada. A dose exata
dependera da finalidade do tratamento e sera determinavel por alguém versado na
técnica usando técnicas conhecidas. As dosagens podem variar de 0,0001 a 100
mg/kg de peso corporal ou maiores, por exemplo, 0,1, 1, 10 ou 50 mg/kg de peso
corporal. Em uma modalidade, dosagens variam de 1 a 10 mg/kg.

Em algumas modalidades, apenas uma Unica dose da molécula de conexao
€ usada. Em outras modalidades, doses multiplas da molécula de conexdo sao
administradas. O tempo decorrido entre as administragdes pode ser inferior a 1
hora, cerca de 1 hora, cerca de 1-2 horas, cerca de 2-3 horas, cerca de 3-4 horas,
cerca de 6 horas, cerca de 12 horas, cerca de 24 horas, cerca de 48 horas, cerca de
2-4 dias, cerca de 4-6 dias, cerca de uma semana, cerca de 2 semanas, ou mais de
duas semanas.

Em outras modalidades, moléculas de conexdo divulgadas aqui sao
administradas em regimes de dosagem metronémicos, quer por infusdo continua
quer por administracdo frequente sem periodos de descanso prolongado. Tal
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administracdo metronémica pode envolver dosagem em intervalos constantes sem
periodos de descanso. Normalmente tais regimes abrangem infusédo continua ou de
baixa dose cronica por um periodo prolongado de tempo, por exemplo, 1-2 dias, 1-2
semanas, 1-2 meses, ou até 6 meses ou mais. O uso de doses mais baixas pode
minimizar os efeitos colaterais e a necessidade por de periodos de descanso.

Em certas modalidades, as moléculas de conexdo aqui divulgadas e um ou
mais outros agentes terapéuticos ou profilaticos sédo ciclicamente administrados ao
paciente. A terapia em ciclos envolve a administracdo de um primeiro agente em
uma vez, de um segundo agente em um segundo momento, opcionalmente outros
agentes em momentos adicionais, opcionalmente um periodo de descanso, e em
seguida a repeticdo desta sequéncia de administracdo uma ou mais vezes. O
namero de ciclos é tipicamente de 2 a 10. A terapia em ciclos pode reduzir o
desenvolvimento de resisténcia a um ou mais agentes, pode minimizar os efeitos
colaterais, ou pode melhorar a eficacia do tratamento.

Terapias de Combinacao

As moléculas de conexdo divulgadas aqui podem ser administradas
concomitantemente com um oOu mais outros regimes ou agentes terapéuticos.
Regimes ou agentes terapéuticos adicionais podem ser usados para tratar a mesma
doenca, para tratar uma complicacdo que a acompanhe, ou podem ser utilizados
para melhorar a eficacia ou a seguranca da imunoglobulina

Co-terapias particularmente preferidas incluem aquelas que sédo aprovadas
ou estao sendo avaliadas clinicamente para o tratamento de disturbios mediados
por IgE, tais como alergias e asma. Em particular, as composic¢des terapéuticas da
invencdo podem ser utilizadas em combinacdo com anti-inflamatérios como
corticosteroides e/ou broncodilatadores como [(2-agonistas inalados, os dois
principais grupos de medicamentos. Os corticosteroides inalados incluem
fluticasona, budesonida, flunisolida, mometasona, triancinolona e beclometasona,
enquanto que os corticosteroides orais incluem a prednisona, metilprednisolona e
prednisolona. Outros esteroides incluem glicocorticoides, dexametasona, cortisona,
hidroxicortisona, azulfidineicosanoides como prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos, assim como esteroides topicos, como antralina, calcipotrieno,
clobetasol e tazaroteno. Broncodilatadores aumentam o didmetro das vias aéreas e
facilitam o fluxo para e dos pulmdes. Broncodilatores que podem ser combinados
com as terapias da invencao incluem broncodilatadores de curta duracdo, como
metaproterenol, efedrina, terbutalina e albuterol, e broncodilatadores de longa acéao,
como o salmeterol, metaproterenol e teofilina.
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As terapias da invencdo podem ser combinadas com farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroides (NSAIDs), tais como aspirina, ibuprofeno, celecoxib,
diclofenaco, etodolac, fenoprofeno, indometacina, cetoralac, oxaprozin,
nabumentona, sulindaco, tolmentin, rofecoxib, naproxeno, cetoprofeno e
nabumetona. Co-terapias podem incluir anti-histaminicos como a loratadina,
fexofenadina, cetirizina, difenidramina, maleato de clorfeniramina, clemastina e
azelastina. A co-terapia pode incluir o cromoglicato, cromolina sodio e nedrocromil,
assim como descongestionantes, em spray ou oral, tais como oximetazolina,
fenilefrina e pseudoefedrina. As terapias da invencdo podem ser combinadas com
uma classe de anti-inflamatorios chamados antagonistas de receptor de leucotrieno,
como pranlucaste, zafirlucaste e montelucaste, e inibidores da sintese de receptores
de leucotrieno, como zileuton.

As terapias da invencdo podem ser combinadas com outras imunoterapias,
incluindo vacinas de alergia, assim como outros antagonistas de IgE ou FceRs. As
terapias da invencdo podem ser combinadas com antagonistas de quimiocinas ou
citocinas, incluindo, mas néo limitando a anticorpos e fusdes Fc, incluindo, mas nao
limitando a inibidores de quimiocinas CCR3, CCR4, CCR8 e CRTH2, e CCRS5, e
inibidores de citocinas IL-13, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-19, IL-
21, familia de receptores de citocinas de Classe I, IL-22, IL-23, IL-25, IL-27, IL-31 e
IL-33. As terapias da invencdo podem ser combinadas com os moduladores de
adesao, fatores de transcricdo e/ou sinalizacdo intracelular. Por exemplo, as
imunoglobulinas da invencdo podem ser combinadas com os moduladores de NF-
Kb, AP-1, GATA-3, Statl, Stat-6, c-maf, NFATSs, supressores de sinalizacdo de
citocina (SOCS), receptores ativados por proliferador de peroxissomo (PPARS),
MAP quinase, MAPK p38, JNK, e receptores de esfingosina 1-fosfato. As terapias
da invencdo podem ser administradas com tolilato de suplatast, inibidores da
fosfodiesterase 4 (PDE4), bloqueadores dos canais de calcio e moléculas
semelhantes a heparina. Co-terapias possiveis para a invencéo sdo ainda descritas
detalhadamente em Caramori et al., 2008, Journal of Occupational Medicine and
Toxicology 3-S1-S6.

As terapias da invencdo também podem ser usadas em conjunto com um ou
mais antibioticos, agentes antifingicos ou agentes antivirais. Os anticorpos
divulgados aqui podem também ser combinados com outros regimes terapéuticos,
como a cirurgia.

EXEMPLOS

Exemplos abaixo sdo fornecidos apenas para fins ilustrativos. Estes
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exemplos ndo sado destinados a restringir qualquer modalidade divulgada no
presente documento a qualquer aplicagdo particular ou teoria da operacao.
Exemplo 1. Métodos originais para inibicdo de IgE+ FcyRIIb+ células

Imunoglobulina IgE é um iniciador central e propagador da resposta alérgica
no tecido afetado. IgE se liga ao receptor de alta afinidade para IgE (FceRI), um
receptor-chave envolvidos nas manifestacoes imediatas alérgicas, que se expressa
em uma variedade de células efetoras, incluindo os mastocitos, basofilos,
eosindfilos, bem como outros tipos de células. Ligacdo cruzada da FceRI por imune-
complexos IgE-ativa as células, liberando mediadores quimicos como a histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e, o que pode levar ao desenvolvimento da uma
reacdo de hipersensibilidade do tipo I. O anticorpo monoclonal aprovado
Omalizumab (Xolair) neutraliza IgE ligando para ele engajamento e bloqueio com
FcyR. Omalizumab reduz bioativos IgE através do sequestro, atenuando a
guantidade da IgE antigeno especificas que podem ligar para o e sensibilizar as
células dos tecidos basofilos e mastocitos. Essa neutralizagdo da IgE livre
circulante, por sua vez, leva a uma diminui¢do dos sintomas das doencas alérgicas.
Curiosamente, aumentar os niveis séricos de IgE apds o inicio da terapia por causa
da formacdo e complexos omalizumab-IgE podem permanecer elevados até um ano
apos a interrupcao do tratamento. Consequentemente, esse problema pode levar a
resultados falso-negativos em testes de diagndstico e, portanto, os niveis de IgE
devem ser rotineiramente verificados.

Um novo método visando o caminho IgE envolve ndo s6 o bloqueio IgE livre
circulante de participar FcyRs em células efetoras, mas visando a fonte da producéo
de IgE. IgE é secretada por células plasmaticas produtoras de IgE localizado nos
ganglios linfaticos de drenagem no local de ou a entrada do antigeno localmente
nos sitios de reacbes alérgicas. Células plasmaticas produtoras de IgE sao
diferenciadas a partir de células IgE B +. Classe de comutacdo das células B para
producéo de IgE é induzido por dois sinais distintos, o que pode ser fornecida por
células Th2.

Existem duas formas de imunoglobulinas: a membrana e secretadas forma
ancoradas. A forma de membrana ancorada difere da forma segregada em que o
primeiro tem um peptideo-membrana de ancoragem que se estende do término do
C da cadeia pesada. Imunoglobulina de membrana ancorada em células B, também
conhecido como o receptor da célula B (BCR) complexa, € critico para as fungdes
de ceélulas B. Ele pode converter sinais para descansar as células B a se diferenciar
em ativado linfoblastos e células plasmaticas secretoras de Ig.
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As células diferenciadas B expressando membrana ancoradas IgE, aqui
referidas como células milge + B, possuir um mecanismo de retroalimentacdo
negativa sobre o natural - a inibicdo do receptor de Fc FcyRIIb. FcyRIlb é expresso
em uma variedade de células imunes, incluindo as células B, células dendriticas,
mondcitos, macrofagos e, onde ela desempenha um papel crucial na regulacéo
imune. Na sua funcdo normal das células B, FcyRIlIb serve como um mecanismo de
feedback para modular a ativacdo de células B através a receptor de célula B
(BCR). Engate de BCR pelo antigeno complexado imune em células B maduras
ativando uma cascata de sinalizacao intracelular, incluindo a mobilizacado de célcio,
0 que leva a proliferacédo e diferenciacdo celular. No entanto, como anticorpos 1gG
com especificidade para a antigeno sdo produzidos, os complexos imunes
associadas (ICs) pode ligar de maneira cruzada a BCR com FcyRIllb, onde a
ativacdo da BCR ¢ inibida pelo engate de FcyRIIb e vias de sinalizacao intracelular
associadas que interferem com o0s caminhos a jusante da ativacdo BCR. A
expressdo da FcyRIlb na superficie das células Mogi+ B, que usam Mogi como
BCR, serve como um regulador negativo desses tipos celulares.

Uma nova estratégia para inibir a doenca mediada por IgE, ilustrada na
Figura 1, é inibir as células IgE + B (Isto é, as células B expressando membrana
ancoradas IgE) por coengatando a membrana ancorada IgE e a inibicdo dos
receptores FcyRIlb. Em células B, que tem a comutacdo de classe para expressar
IgE, mIgE serve como BCR (aqui referida como migE BCR). Esta abordagem
potencialmente imitam o mecanismo biol6gico natural de supressao mediadas por
imunocomplexos da ativacdo das células B, impedindo assim a diferenciacdo em
células plasmaticas produtoras de IgE. Células plasmaticas produtoras de IgE
residem na medula 6ssea e, provavelmente, ttm uma vida util das varias semanas a
varios meses. Como as novas células plasmaticas secretoras de IgE passam por
estagios de células migE-expressando B durante a diferenciacdo, se a sua geracao
€ revogada, inibindo seus precursores de células migeE+ B com o tratamento anti-
IgE, as células do plasma existente vai morrer dentro de semanas a meses, e,
assim, a producao da IgE também ir4 gradualmente diminuir. Importante, inibicdo de
células de memoéria IgE + B, que carregam migE, também seria inibida por
imunoglobulinas anti-Igg que coengatam FcyRIIb com alta afinidade. Se isso
ocorrer, a terapia pode ter impacto a longo prazo sobre a doencga fundamental.

Exemplo 2. Anticorpos Anti-IgE com alta afinidade para FcyRIIb

Sob condi¢des fisiologicas, a ponte do BCR com FcyRIlb e subsequente
supressdo de células e posterior B ocorre através de complexos imunes da IgG
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antigeno cognato e. A estratégia do projeto era reproduzir este efeito usando um
anticorpo unico reticulacdo. 1IgG Humano ligando FcyRIllb humano com afinidade
fraca (superior a 100 nm para 1gGl), e a inibicdo mediada FcyRIlIb ocorre em
resposta imune-complexos, mas ndo IgG monomérica. Foi fundamentado que
grande afinidade para este receptor (menos de 100 nM) seria necesséria para a
inibico maxima da ativacao de células B. A fim de aumentar a atividade inibitéria da
anticorpos anti-de IgE da invencéo, a regido Fc foi projetada com variantes que
melhoram a ligacdo de FcyRIIb. Variantes Fc projetadas foram descritos que ligam
ao FcyRIIb com afinidade melhorada em relagdo a IgG1 nativa (USSN 12/156, 183,
apresentado 30 de maio de 2008, intitulado “Métodos e Composi¢des para Inibigdo
de células expressando CD32b”, aqui expressamente incorporadas por referéncia).

As variantes foram originalmente geradas no contexto de um anticorpo
visando a antigeno CD19, um componente de regulacdo do complexo co-receptor
BCR. A regidao Fv deste anticorpo € uma versdo de anticorpo humanizado e
amadurecido por afinidade 4G7, e é aqui referida como HUAM4G7. Os genes Fv
deste anticorpo foram subclonados em um vetor de expressdao mamifero pTT5
(Conselho Nacional de Pesquisa do Canada). MutacSes no dominio Fc foram
introduzidas utilizando mutagénese direcionada por local (QuikChange, Stratagene,
Cedar Creek, TX). Além disso, o controle de variantes nocautes com afinidade para
receptores de Fcs ablacionada foram geradas compreendendo as substituicdes
G236R e L328R (G236R/L328R). Esta variante é conhecida como Fc-KO ou Fc
nocaute. Construcdes de cadeia pesada e leve foram co-transfectadas em células
HEK293E de expresséao, e anticorpos foram purificados utilizando cromatografia de
afinidade da proteina A (Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

Proteina recombinante humana FcyRIlIb para estudos de ligacdo foram
obtidos da R&D Systems (Minneapolis, MN). Genes codificando FcyRlla e proteinas
receptoras FcyRllla foram obtidos a partir do Colecao Gene de Mamifero (ATCC), e
subclonados no vetor pTT5 (Conselho Nacional de Pesquisa do Canadd) contendo
6X etiquetas His. Formas alélicas dos receptores (H131 e R131 for FcyRlla e V158 e
F158 para FcyRllla) foram gerados utilizando mutagénese QuikChange. Vetores
codificando os receptores foram transfectadas em células HEK293T proteinas e
foram purificados utilizando cromatografia de afinidade a niquel.

As variantes foram testadas para a afinidade do receptor usando a tecnologia
Biacore, também conhecido como Biacore neste documento, uma ressonancia de
plasmon de superficie de tecnologia (SPR), com base para o estudo de interacbes
biomoleculares em tempo real. Medigdes SPR foram feitas usando um instrumento
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Biacore 3000 (Biacore, Piscataway, NJ). A proteina A/G (Pierce Biotechnology) chip
CM5 biossensor (Biacore) foi gerada utilizando um protocolo de engate padrao de
amina primaria. Todas as medi¢cfes foram realizadas utilizando tampéao HBS-EP (10
mM HEPES pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% vol/vol surfactante P20,
Biacore). Anticorpos em 20 nM ou 50 nM em tampao HBS-EP foram imobilizados
sobre a superficie de proteina A/G e FcyRs foram injetados. Apds cada ciclo, a
superficie foi regenerada pela injecdo de tampéo glicina (10 mM, pH 1,5). Os dados
foram processados zerando o tempo de resposta e antes da injecdo de FcyR e
subtraindo os sinais adequados inespecifica (resposta de referéncia e canal de
injecdo do tampédo da operacdo). Analises cinéticos foram realizados pelo ajuste
global de associacdo de dados com um modelo de ligagdo Langmuir 1:1 Langmuir
usando software BlAevaluation (Biacore).

Um conjunto representativo de sensogramas para a ligacdo de variantes
selecionados de anticorpos anti-CD19 para FcyRIlb é mostrado na Figura 2. As
afinidades de todas as variantes e WT (nativo) IgG1 a todos a FcyRs, obtido a partir
de ajustes dos dados Biacore vinculativo, sdo plotados na Figura 3 e desde
numericamente na Figura 4. Considerando que o WT IgG1 Fc liga com FcyRIlIb com
MM de afinidade (Ko = 1,8 uM na Figura 4), uma série das variantes, por exemplo,
G236D/S267E, S239D/S267E, e S267E/L328F, foram projetados ligando o receptor
inibitério com mais forca. A variante S239D/I332E, conforme descrito em USSN
11/124,620, também tem afinidade melhorada para a ativacao de receptores FcyRlla
e FcyRllla, e portanto, é capaz de citotoxicidade melhorada mediada por anticorpo-
dependente mediada por células (ADCC) e fagocitose (ADCP). A variante
G236R/L328R, também conhecida por Fc-nocaute ou Fc-KO, falta de ligacdo ao
receptor de Fcs, e é usado como um controle nos experimentos aqui descritos

Variantes selecionadas foram construidas em anticorpos que alvejam de IgE.
As regides variaveis de cadeia leve e pesada (VH e VL) de anticorpos anti-IlgE estéo
dispostas na Figura 5. Omalizumab é um anticorpo humanizado que esta
atualmente aprovado para o tratamento da asma alérgica, e € comercializado sob o
nome Xolair. MaE1l é o precursor murino de Omalizumab. H1L1 MaEll é uma
versdo humanizada nova de MaE1l. Genes codificando os dominios de VH e VL
pesado e leve destes anticorpos anti-IgE foram sintetizados comercialmente (Blue
Heron Biotechnologies). A regido variavel de genes VH e VL também foi sintetizada
do anticorpo para anti-virus respiratorio sincicial (VRS) motavizumab, utilizados nos
experimentos aqui descritos como controle negativo. Genes VL foram subclonados
no vetor de expressao de mamiferos pTT5 (NRC-BRI, Canadd) codificando a cadeia

Peticaio 870190109701, de 28/10/2019, pég. 93/102



10

15

20

25

30

35

82/87

constante Ckappa. Genes VH foram subclonados de vetores pTT5 para a
codificacdo de cadeias nativa IgGl variantes e constantes. Sequencias de
aminoacido das cadeias constantes selecionadas sao fornecidas na Figura 6. Todo
o DNA foi sequenciado de confirmar a fidelidade das sequéncias. As sequéncias de
aminoacido do comprimento total de cadeias pesadas e leves de anticorpos
selecionados séo fornecidas na Figura 7.

Plasmidios de cadeia pesada e leve contendo genes foram co-transfectado
em células HEK293E usando Lipofectamine (Invitrogen) e cultivadas em meio 293
FreeStyle (Invitrogen). Apos 5 dias de crescimento, os anticorpos foram purificados
a partir da cultura sobrenadante por afinidade de proteina A utilizando resina
MabSelect (GE Healthcare).

IgG1 anti-IgE variante e nativas foram testados para a ligacdo de IgE e
FcyRIlb usando Biacore. DNA de codificacdo da regido Fc de IgE que contém a local
de ligacdo para a anticorpos anti-de IgE utilizado, foi sintetizada (Blue Heron
Biotechnologies) e subclonado no vetor pTT5. Fc de IgE foi expressa em células
293E e purificado utilizando proteina A, como descrito acima. Medi¢cdes SPR foram
realizadas utilizando a proteina A/ método de captura de anticorpo descrito acima,
exceto que o analito era FcyRllb ou a regido Fc de IgE. Ajuste dos dados e
aquisicdo sdo como descritos acima. Figura 8 fornece resultados de ligacdo de
equilibrio constante (KDS) obtidos a partir dessas experiéncias obrigatorias, bem
como a afinidade vezes em relagédo aos IgG1 nativas para a ligacdo de FcyRIlb. A
Figura 9 mostra parcelas destes dados. Os resultados confirmam a alta dos
Anticorpos afinidade para IgE, e que a variante S267E/L328F melhora a ligagéo de
FcyRIIb mais duas ordens de grandeza, de acordo com resultados anteriores.

O uso de variantes especificas, por exemplo S267E/L328F e S239D/I332E,
destinam-se aqui como prova de conceito para a mecanismo descrito neste
documento, e ndo sédo destinados a restringir a invencédo ao seu uso particular. Os
dados fornecidos USSN 12/156, 183 e USSN 11/124, 620 indicam que um numero
de variantes de engenharia, em posicdes especificas Fc, fornece as propriedades
especificas. Substituicbes para melhorar a afinidade FcyR, especialmente para
FcyRIIb, inclui: 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328, e 332.
Em algumas modalidades, substituicbes séo feitas para, a0 menos, uma ou mais
das seguintes posi¢cOes nao limitante para aumentar a afinidade de FcyRIlb: 235,
236, 239, 266, 267, 268, e 328.

Combinacdes ndo limitantes de posi¢cdes para fazer substituicbes para
aumentar a afinidade de FcyRIlIb inclui: 234/239, 234/267, 234/328, 235/236,
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235/239, 235/267, 235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268, 236/328, 237/267,
239/267, 239/268, 239/327, 239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327,
267/328, 267/332, 268/327, 268/328, 268/332, 326/328, 327/328, e 328/332. Em
algumas modalidades, combinacdes de posicOes para fazer substituicdes para
aumentar a afinidade de FcyRIIb inclui, mas nédo estdo limitadas a: 235/267,
236/267, 239/268, 239/267, 267/268, e 267/328.

Substituicbes para aumentar a afinidade de FcyRIlb inclui: 234D, 234E,
234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M,
267D, 267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y, e 332E. Em algumas
modalidades, combinacdes de posicdes para fazer substituicbes para aumentar a
afinidade de FcyRIlb inclui, mas nédo estdo limitadas a: 235Y, 236D, 239D, 266M,
267E, 268D, 268E, 328F, 328W, e 328Y.

Combinacdes de substituicbes para aumentar a afinidade de FcyRIlb inclui:
L234D/S267E, L234E/S267E, L234F/S267E, L234E/L328F, L234W/S239D,
L234W/S239E, L234W/S267E, L234W/L328Y, L235D/S267E, L235D/L328F,
L235F/S239D, L235F/S267E, L235F/L328Y, L235Y/G236D, L235Y/S239D,
L235Y/S267D, L235Y/S267E, L235Y/H268E, L235Y/L328F, G236D/S239D,
G236D/S267E, G236D/H268E, G236D/L328F, G236N/S267E, G237D/S267E,
G237N/S267E, S239D/S267D, S239D/S267E, S239D/H268D, S239D/H268E,
S239D/A327D, S239D/L328F, S239D/L328W, S239D/L328Y, S239D/I332E,
S239E/S267E, V266M/S267E, S267D/H268E, S267E/H268D, S267E/H268E,
S267E/N325L, S267E/A327D, S267E/A327E, S267E/L328F, S267E/L328I,
S267E/L328Y, S267E/I332E, H268D/A327D, H268D/L328F, H268D/L328W,
H268D/L328Y, H268D/I332E, H268E/L328F, H268E/L328Y, A327D/L328Y,
L328F/I332E, L328WI/I332E, e L328Y/I332E. Em algumas modalidades,
combinacdes de substituicbes para aumentar a afinidade de FcyRIlb inclui, mas néo
estdo limitadas a: L235Y/S267E, G236D/S267E, S239D/H268D, S239D/S267E,
S267E/H268D, S267E/H268E, e S267E/L328F.

Exemplo 3. Inibicdo In vitro de células IgE+ B por anticorpos anti-lgE com alta
afinidade de FcyRIlb

Um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi criado para detectar IgE.Placas de

fundo plano foram preparados por revestimento com tampao NaBicarbonate pH 9,4,
seguido por aderéncia com anti-IgE, anticorpos de captura de 10 ug/ml durante a
noite em pH 9,4 (tampédo 0,1 M NaBicarbonate). Depois de uma noite, a placa foi
blogueada com 3% BSA/PBS, diluicdes e de seérie de IgE (de um kit ELISA IgE
humano, Bethyl Laboratories) foi adicionado 3x de 1 ug/ml. ApGs trés horas, as
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placas foram lavadas 3x (200 ul) com TTBS, IgE e ligada foi medido. HRP- anticorpo
conjugado caprino anti-humano policlonal de IgE (Bethyl Laboratories) foi
adicionado em (1:5000) por 1 hora em 1% BSA / PBS. As amostras foram lavadas
3x e IgE foi detectado com TMB substrato peroxidase (KPL, Inc 50-76-00). As
reacdes foram interrompidas com 50ul 2N H2SO4 e ler a 450 nm

A Figura 10 mostra a captura de IgE com varios anticorpos anti-humano de
IgE, incluindo um pool de trés anticorpos monoclonais anti-Igg (MabTech;
107/182/101), e MaE11_1gG1_G236R/L328R Omalizumab_IgG1_G236R/L328R. Os
dados mostram que o0 reagente comercial anticorpo anti-Ig (MabTech),
Omalizumab, e seu anticorpo principal quimérico MaE11l sdo capazes de capturar
IgE. Com vista a utilizacdo deste exame para detectar IgE, foi necessario determinar
se 0s anticorpos MaE11 omalizumab electronico iria interferir com a IgE a captura
com o reagente MabTech anti-IgE. O ensaio foi repetido conforme descrito acima, a
concentracdo de IgE e de absorbancia foi calculada usando uma curva padrao.
Figura 11 mostra que o anticorpo anti-lIgE omalizumab_G236R/L328R nao
competindo com a anticorpo anti-IgE MabTech no protocolo de ELISA atual.

Anticorpos anti variante Fc IgE foram testados quanto a capacidade de inibir
as células IgE B +. Humano PBMCs foram induzidos para mudanca de classe para
células produtoras de IgE B pela adicdo de 5 ng/ ml a interleucina-4 (IL-4) e 100 ng /
anticorpo anti-CD40 ml (G28.5 clone IgG1). O anticorpo anti-CD40 é um agonista de
CD40, e, portanto, imita a atividade a CD40L co-ativador. Variando a concentragao
de anticorpos anti-IgE foram adicionadas, e as amostras foram incubadas por 12
dias. Placas de ELISA foram preparadas e bloqueadas como descrito acima, com 5
ug / ml Mabtech anti-IgE como a anticorpo de captura. E 100 ul de amostras de
PBMC foram adicionados incubadas> 3 horas, e depois lavados com 3x TTBS (200
ul). Anticorpo-HRP conjugado anticorpo foi acrescentado e detectadas como
descrito acima. Absorvancia a 450 nm foi convertido para IgE concentracao,
utilizando uma curva padréo. Os resultados sdo mostrados na Figura 12.

Anticorpos sem ligagdo FcyR (variantes G236R/L328R) nao tendo
especificidade para IgE (anticorpo anti-RSV Motavizumab) nao teve efeito sobre a
producédo de IgE a partir de células diferenciadas B. Em contraste, os anticorpos
variantes com maior afinidade para FcyRIIb inibiu a producéo de IgE. Estes dados
sugerem que a co-participacdo da superficie IgE e do receptor inibitorio FCyR inibe a
classe de comutacdo FcyRIlb de células B desse tipo de imunoglobulina. Inibicdo
das células IgE + B reduz a numero de células expressando IgE do plasma, que por
sua vez, reduz a quantidade de IgE detectado. Para avaliar a seletividade dessa
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atividade para a producéo IgE células B, IgG2 humana foi medido a partir a mesma
amostra usando um teste ELISA 1gG2 (Bethyl Laboratories). A Figura 13 mostra que
a secrecao de 1gG2 néo foi inibida, indicando que a atividade inibitéria de anticorpos
anti-lg com alta afinidade de FcyRIlb é seletivo para células de classe de
comutagdo IgE. Repita deste experimento usando versdes variante a aprovado
anticorpo anti-lgE  Omalizumab mostrou resultados semelhantes inibitoria pela
variante com alta afinidade de FcyRIIb (Figura 14).

A capacidade de anticorpos anti-IgE de alta afinidade FcyRIllb para inibir a
producéo IgE foi avaliada na presencga de estimulagédo mIgE BCR. O teste acima foi
repetido, com a mudanca para classe IgE promovido pela IL-4 e [1-anticorpo CD40
agonista, e além disso as células B foram ativados usando anti-mu ou anticorpo
anti-CD79b. Estes anticorpos de ligacdo cruzada com BCR, proporcionando assim
um sinal semelhante para antigeno imune-complexos. Anticorpo anti-mu ligacdes
cruzadas membrana ancoradas IgM e anti-CD79b ligacbes cruzadas CD79b, que é
um componente de sinalizagdo do complexo BCR. PBMCs foram incubados por 14
dias com IL-4, a-CD40, e nem anti-CD79b OU anti-mu, IgE e foi detectado como
descrito acima. Os resultados para o anti-CD79b (figura 15) e anti-mu (Figura 16)
mostram que a anticorpos anti-IgE de alta afinidade para FcyRIlb sdo capazes de
inibir a producado de IgE, quando as células B sdo estimuladas através de ligacao
cruzada BCR.

Uma estratégia adicional para inibir células IgE + B é esgota-lo. Isto pode ser
efetuado através de um anticorpo anti-IgE, que é melhorada pela funcao efetora. A
variante de ligacdo S239D/I332E aumenta para ativacdo do receptor FcyRlla e
FcyRIlla (Figura 3 e Figura 4), e, portanto, melhora funcdes efetoras ADCC e ADCP.
O ensaio de célula B acima foi realizado utilizando uma variante S239D/I332E dos
anticorpos anti-Igg Omalizumab. PBMCs foram incubados por 14 dias com IL-4, a-
CD40, e nem anti-CD79b (figura 17) ou anti-mu (figura 18), e IgE foi detectado como
descrito acima. Os resultados (Figuras 17 e 18) mostram que 0s anticorpos anti-IgE
com funcgéo efetora otimizada sdo capazes de inibir a producéo de IgE da classe de
comutacgdo de células IgE + B

Exemplo 4. Inibicdo In vivo de células IgE+ B por anticorpos anti-IgE com alta

afinidade para FcyRIlb

As imunoglobulinas divulgadas no presente documento foram avaliadas
através de um modelo do rato huPBL-SCID como um substituto para a atividade
terapéutica em seres humanos. Este estudo examinou a capacidade de anticorpos
anti-lgE aqui descritos para inibir a atividade das células B e de desenvolvimento
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das células de plasma em resposta a um alérgeno humano comum - proteina de
acaros de poeira Der p 1. Neste método, os leucécitos do sangue periférico humano
(PBLs) de um doador de sangue com a resposta alérgica para Der p 1, foram
enxertados para camundongos imuno-deficientes e SCID tratados com o0s
anticorpos ou variante nativa de anti-IgE. Os camundongos foram desafiados com
antigeno para estimular uma resposta imune, producdo de imunoglobulinas e foi
medido para analisar o curso de desenvolvimento de células B em células
plasmaticas.

Os doadores de sangue foram selecionados para alergia para antigenos de
acaros com base na presenca de anticorpos anti-IgE contra a Der p 1. Um doador
com reatividade positiva foi obtido leucaferesado para células mononucleares do
sangue periférico (PBMC). O protocolo para o estudo é fornecido na Figura 20. Um
dia antes da injecao de células mononucleares, os camundongos receberam por via
intraperitoneal (ip) com 100 ul injecbes de anti-anticorpo asialo GM (Wako,
Richmond, VA) para esgotar células murino natural killer (NK). No dia seguinte, os
ratos foram injetados com (i.p.) 3x107 PBLs em um volume de 0,5 ml. Apos a
injecdo de células mononucleares, os ratos foram divididos em 5 grupos diferentes
de camundongos com 7 ratos em cada grupo. No 7° dia pds-injecdo de células
mononucleares, foi colhido sangue de todos os ratos através do seio retro-orbital /
plexo (OSP), puncao para a determinacdo de IgG humana e os niveis IgE por ELISA
(ZeptoMetrix, Buffalo, NY). Dois dias depois (dia 9), os ratos foram injetados i.p. com
10 mg/kg anticorpo ou PBS. No dia 11, os ratos foram injetados i.p. com 15 ug de
antigeno de &caros de poeira Der p 1 (LoTox Natural Der p 1, Indoor
Biotechnologies, Charlottesville, VA). No 23° dia (12 dias apdés a vacinagao
antigeno), foi colhido sangue de todos os ratos para determinacao de IgG humana e
anticorpos IgE. No mesmo dia, os camundongos receberam uma segunda injecao ip
com 10 mg / kg anticorpo OU PBS. Dois dias depois (dia 25), os camundongos
receberam um refor¢co de vacinacao ip de 10 ug de antigeno acaro de poeira Der p
1. No 37° dia (12 dias ap0s reforco de antigeno), foi colhido sangue pela OPS para a
determinacdo de imunoglobulina humana. Humano concentragdes de IgG e IgE
foram medidos por métodos ELISA semelhantes aos descritos acima.

Os resultados sdo mostrados nas Figuras 20 e 21 para niveis de soro IgG e
IgE, respectivamente. Antes de desafio antigénico, os niveis de IgG humana e
anticorpos IgE foram baixos em todos os grupos. Apos a imunizagao Der p 1, todos
0S grupos apresentaram elevados niveis de IgG humana, indicando uma resposta
imunoldgica robusta por células B enxertadas, tanto para antigenos Der p 1
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vacinados quanto para antigeno de camundongo enddgenos. Em contraste com a
resposta de IgG, os grupos de tratamento diferiram significativamente na sua
producdo de anticorpos IgE. Omalizumab e versdo IgGl de H1L1 MaE1l1l foram
equivalentes ao veiculo em sua capacidade para inibir a produgdo de IgE humana.
5 No entanto, a versdo FcyRIIb melhorada (IIbE, S267E/L328F) de H1L1 MaE11l né&o
apresentou niveis detectaveis de IgE humana. A versdo FC-KO (variante
G236R/L328R) do H1L1 MaE1l1, que nao tem carater vinculativo para todas FcyRs,
mostrando um aumento na produc¢éo de IgE humana.
Isto é possivelmente devido a sua capacidade de mIgE humano com ligagédo
10 cruzada e assim ativar células IgE + B, mas a sua completa falta de FcyRIIb
inibitéria ou atividades citotoxicas FcyRlla/llla, tais como aqueles possuidos pelas
versdes IIbE e IgG1 do anticorpo. Estes dados in vivo mostram que 0s anticorpos
anti-lgE com alta afinidade para FcyRIllb sdo capazes de inibir ativacdo de células
Ige +B humana e diferenciacdo de plasma das células secretoras de
15 imunoglobulina, e assim contribuir para o potencial das imunoglobulinas divulgadas
no presente documento para tratar desordens mediadas por IgE
Todas as referéncias citadas sdo aqui expressamente incorporadas por
referéncia em sua totalidade.
Considerando modalidades especificas que foram descritas acima para fins
20 de ilustracdo, sera apreciado por agueles versados na técnica que inumeras
variagcbes de detalhes podem ser feitas sem se afastar da invengcdo conforme
descrito nas reivindicagcbes anexadas.
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REIVINDICACOES
1. Anticorpo, caracterizado pelo fato de que compreende:
a) uma cadeia pesada compreendendo:

i) regido variavel da cadeia pesada compreendendo SEQ ID NO:17; e
ii) um dominio Fc variante de um polipeptideo Fc de IgG original de humano; e
b) uma cadeia leve compreendendo uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo SEQ ID NO:21, em que o referido dominio Fc variante compreende
substituicbes de aminoacido 267E e 328F; e em que a numeragéo é de acordo com o
indice EU de Kabat.
2. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de
que o referido dominio Fc variante € um dominio Fc de IgG1 humano variavel.
3. Anticorpo, caracterizado pelo fato de que compreende uma cadeia
pesada que possui SEQ ID NO:42 e uma cadeia leve que possui SEQ ID NO:40.
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Figura 4
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KD (M) Vezes KD (M) Vezes
gG1 Nativo 25" 1.0 5% 10
S267E 285 14 9% 089
G236D/S267E 325 0088 22T 039
s230D/s267E /T 16 TR 42
s267EN328F 2 12 885 097
230013326 i 20 225 309
G236RIL328R  n.d. n.d.

FcyRllb

KD (M) Vezes
= 10
S 59
25 7
125 150
425 42
8'5385' 20

n.d.

V158 FcyRllla
KD (M) Vezes
2.0E-07 1.0
6.9E-07 0.29
n.d.

6.2E-08 3
n.d.

6.8E-09 29
n.d.



4/15

Figura §
Omalizumab VH (SEQ ID N°: 1)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSGYSWNWIRQAPGKGLEWVASITYDGSTNYNPSV
KGRITISRDDSKNTFYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGQGTLVTVSS

Omalizumab VH CDR1 (SEQ ID N°: 2
YSITSGYSW

Omalizumab VH CDR2 (SEQ ID N°: 3
TYDGS

Omalizumab VH CDR3 (SEQ ID N°: 4)
GSHYFGHWHFAV

Omalizumab VL (SEQ ID N°: 5

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASYLESGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSHEDPYTFGQGTKVEIK

Omalizumab VL CDR1 (SEQ ID N°: 6)
QSVDYDGDSY

Omalizumab VL CDR2 (SEQ ID N°: 7
AASYLES

Omalizumab VL CDR3 (SEQ ID N°: 8
SHEDPYT

MaE11 VH (SEQ ID N°: @

DVQLQESGPGLVKPSQSLSLACSVTGYSITSGYSWNWIRQFPGNKLEWMGSITYDGSSNYNPSL
KNRISVTRDTSQNQFFLKLNSATAEDTATYYCARGSHYFGHWHFAVWGAGTTVTVSS

MaE11 VH CDR1 (SEQ ID N°: 10)
YSITSGYSW

MaE11 VH CDR2 (SEQ ID N°: 11)
TYDGS

MaE11 VH CDR3 (SEQ ID N°: 12)
GSHYFGHWHFAV

MaE11 VL (SEQ ID N°: 13)

DIQLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPILLIYAASYLGSEIPARF
SGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATFYCQQSHEDPYTFGAGTKLEIK

MaE11 VL CDR1 (SEQ ID N°: 14)
QSvVDYDGDSY

MaE11 VL CDR2 (SEQ ID N°: 15)
AASYLGS
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Figura 5 (continuagao)

MaE11 VL CDRS3 (SEQ ID N°: 16)
SHEDPYT
HiL1MaE11 VH (SEQ ID N?: 17)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSITSGYSWNWIRQPPGKKLEWIGSITYDGSSNYNPSLKSRVTISRDTSKN
QFSLKLSSVTAADTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGAGTLVTVSS

HiL1 MaE11 VH CDR1 (SEQ ID N°: 18)
YSITSGYSW

HiL1 MaE11 VH CDR2 (SEQ ID N°: 19)
TYDGS

H1L1 MaE11 VH CDR3 (SEQ ID N°: 20
GSHYFGHWHFAV

H1L1 MaE11 VL (SEQ ID N°: 21)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASYLGSEIPARF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSHEDPYTFGAGTKLEIK

HiL1 MaE11 VL CDR1 (SEQ ID N°: 22
QSVDYDGDSY

H1L1 MaE11 VL CDR2 (SEQ ID N°: 23
AASYLGS

H1L1 MaE11 VL CDR3 (SEQ ID N°: 24
SHEDPYT

TES-C21 VH (SEQID N°: 25)

QVQLQQSGAELMKPGASVKISCKTTGYTFSMYWLEWVKQRPGHGLEWVGEISPGTFTTNYNEKF
KAKATFTADTSSNTAYLQLSGLTSEDSAVYFCARFSHFSGSNYDYFDYWGQGTSLTVSS

TES-C21 VH CDR1 (SEQ ID N°: 26)
YTFSMYW

TES-C21 VH CDR2 (SEQ ID N°: 27)
SPGTFT

TES-C21 VH CDR3 (SEQ ID N°: 28)
FSHFSGSNYDYFDY

TES-C21 VL (SEQ ID N°: 29)

DILLTQSPAILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTDGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSG
TEFTLNINSVESEDIADYYCQQSDSWPTTFGGGTKLEIK

TES-C21 VL CDR1 (SEQ ID N°: 30)
QSIGTN
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Figura 5 (continuagéo)

TES-C21 VL CDR2 (SEQ ID N°: 31)
YASESIS

TES-C21 VL CDR3 (SEQ ID N°: 32)
SDSWPTT
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Figura 6
Ckappa cadeia leve (SEQ ID N°: 33

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDST
YSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

laG1 Nativo cadeia constante (SEQ ID N°: 34

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

S267E/L328F 1gG1 cadeia constante (SEQ ID N°: 35)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK

G236D/S267E 1gG1 cadeia constante (SEQ ID N°: 36

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSL
SSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLDGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK
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Figura 7

Omalizumab cadeia leve (VH-Ck) (SEQ ID N°: 37)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGKAPKLLIYAASYLESGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSHEDPYTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKS
GTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Omalizumab 1gG1 cadeia pesada (SEQ ID N°; 38)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSGYSWNWIRQAPGKGLEWVASITYDGSTNYNPSV
KGRITISRDDSKNTFYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Omalizumab S267E/L 328F cadeia pesada (SEQ ID N°: 39)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGYSITSGYSWNWIRQAPGKGLEWVASITYDGSTNYNPSV
KGRITISRDDSKNTFYLQMNSLRAEDTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGQGTLVTVSSASTKGPS
VFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVP
SSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY
KCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

H1L1 MaE11 cadeia leve (VH-Ck) (SEQ 1D N°: 40)

DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVDYDGDSYMNWYQQKPGQPPKLLIYAASYLGSEIPARF
SGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSHEDPYTFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT
ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC
EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

H1L1 MaE11 IgG1 cadeia pesada (SEQ ID N°; 41)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSITSGYSWNWIROPPGKKLEWIGSITYDGSSNYNPSLKSRVTISRDTSKN
QFSLKLSSVTAADTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGAGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

H1L1 MaE11 S267E/L328F cadeia pesada (SEQ ID N°: 42)

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCAVSGYSITSGYSWNWIRQPPGKKLEWIGSITYDGSSNYNPSLKSRVTISRDTSKN
QFSLKLSSVTAADTAVYYCARGSHYFGHWHFAVWGAGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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Figura 8
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 16
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Figura 18
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Figura 20
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