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presente invencao fornece métodos de tratar, prevenir, diminuir a
progressado, ou melhorar os sintomas de doencas imunoldgicas
mediadas pela célula T, particularmente doengas autoimunes (por
exemplo, diabetes autoimune (isto é, diabetes tipo 1 ou diabetes melito
dependente de insulina (IDDM)) e esclerose multipla) através do uso
de anticorpos humanos anti-CD3. Os anticorpos da invengéo sé&o
preferivelmente usados em regimes de dosagem de dose baixa,
regimes de dosagem crénica ou regimes que envolvem a redosagem
depois de um certo periodo de tempo. Os métodos da invencéao
fornecem a administragao de anticorpos que especificamente se ligam
a subunidade épsilon dentro do complexo CD3 humano. Tais
anticorpos modulam a interagao de aloantigeno/receptor de célula T e,
assim, regulam a citotoxicidade mediada pela célula T associada com
disturbios autoimunes. Adicionalmente, os métodos da invencéo
fornecem o uso de anticorpos humanos anti-CD3 modificados tal que
eles exibem funcéo efetora reduzida ou eliminada e ativagao de célula
T quando comparado com anticorpos humanos anti-CD3 né&o
modificados.
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“USO DE UM ANTICORPO HUMANO ANTI-CD3”

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica beneficio de Pedido Provisério US de
No. Serial 60/813.903, depositado em 14 de junho de 2006 e Pedido
Provisdrio US de No. Serial 60/871.361, depositado em 21 de dezembro de
2006, os conteudos dos quais sdo incorporados aqui como referéncia para
todos os fins.
1. INTRODUCAO

A presente invengdo fornece métodos para tratar, prevenir,
diminuir a progressdo de, ou melhorar os sintomas de doengas imunologicas
mediadas pela célula T, particularmente doengas autoimunes (p. ex., diabetes
autoimune (isto €, diabetes tipo 1 ou diabetes melito dependente de insulina
(IDDM)) e esclerose multipla) através do uso de anticorpos anti-CD3
humano. Os anticorpos da invengdo sdo de preferéncia usados em regimes de
dosagem de dose baixa, regimes de dosagem cronica ou regimes que
envolvem a redosagem depois de certo periodo de tempo. Os métodos da
invencdo fornecem a administragdo de anticorpos que se ligam
especificamente a subunidade épsilon dentro do complexo CD3 humano. Tais
anticorpos modulam a interagdo de aloantigeno/receptor de célula T e assim,
regulam a citotoxicidade mediada pela célula T associada com disturbios
autoimunes. Adicionalmente, os métodos da invengdo fornecem o uso de
anticorpos anti-CD3 humano modificados tal que eles exibem fung¢do efetora
reduzida ou eliminada e ativagdo de célula T quando comparado com
anticorpos anti-CD3 humano ndo modificados.
2. ANTECEDENTES DA INVENCAO
2.1 Doenc¢as Autoimunes

Doengas autoimunes sido causadas quando o sistema imune do



10

15

20

25

2

corpo, que normalmente defende o corpo contra bactérias, virus e outros
agentes infecciosos, ataca tecido, células e orgdo “proprios”. A mobilizagdo
do sistema imune contra tais alvos proprios é denominada autoimunidade.
Embora alguma autoimunidade esteja presente em todo individuo, rigidos
sistemas de controle suprimem as células de reconhecimento préprio do
sistema imune em uma extensdo que a autoimunidade € normalmente
assintomatica. Estados de doenga surgem quando ha alguma interrup¢do no
sistema de controle, permitindo que as células autoimunes escapem da
supressdo, ou quando hé alguma alteragdo em um tecido alvo tal que ele ndo €
mais reconhecido como prdprio. Os mecanismos latentes dessas alteragdes
ndo sdo bem entendidos, mas foram teorizados como sendo o resultado de
estimula¢do imune aberrante em individuos geneticamente predispostos.

Doengas autoimunes podem ser especificas de o6rgdo ou
sistémicas e s3o provocadas por mecanismos patogénicos que diferem.
Autoimunizagdo especifica de o6rgdo € caracterizada por tolerdncia e
supressdo no compartimento de célula T, expressdo aberrante de antigenos de
complexo de histocompatibilidade principal (MHC), mimetismo antigénico e
variagOes alélicas em genes de MHC. Doengas autoimunes sistémicas
geralmente envolvem ativagdo de célula B policlonal e anormalidade de
células T imunorregulatorias, receptores de célula T e genes de MHC.
Exemplos de doencas autoimunes especificas de 6rgdo sdo diabetes, psoriase
cutinea, colite ulcerativa, hipertiroidismo, insuficiéncia adrenal autoimune,
anemia hemolitica, esclerose maultipla e cardite reumatica. Doencgas
autoimunes sistémicas representativas incluem lapus sistémico, eritematoso,
artrite reumatodide, artrite psoridtica, poliomiosite da sindrome de Sjogren,
dermatomiosite e escleroderma.

Além disso, embora n3o tendo um distarbio autoimune,
receptores de transplante de 6rgios frequentemente experimentam sintomas

similares e requerem terapias similares a pacientes autoimunes. O ataque do
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sistema imune no(s) 6rgdo(s) transplantado(s) pode levar a faléncia de 6rgéo
ou complica¢des sistémicas mais graves, p. ex., doenga enxerto-contra-
hospedeiro (GVHD) em receptores de transplante de medula dssea.

Ha uma clara necessidade por estratégias melhoradas para
tratar distirbios autoimunes e/ou modular resposta imune. Atualmente,
distarbios de sistema imune sdo tratados com agentes imunossupressores tal
como cortisona, derivados de aspirina, hidroxicloroquina, metotrexato,
azatioprina, ciclofosfamida e varias substidncias biologicas tal como
anticorpos anti-TNF e/ou combinagdes dos precedentes. Os tratamentos
variavelmente bem-sucedidos, dependendo do paciente individual e distarbio.
Entretanto, um dilema no uso de tais terapias imunossupressoras surge em que
quanto maior a supressdo imune e assim aumenta o potencial de tratamento
bem-sucedido do disturbio imune, maior o risco do paciente comegar a
desenvolver infec¢des oportunistas. Adicionalmente, devido a natureza
comprometida do sistema imune do paciente, mesmo uma infec¢do menor
pode rapidamente tornar-se de grave preocupagao.

2.1.1 Diabetes

Diabetes ¢ tipicamente classificada como um de dois tipos:
diabetes tipo 1 ou tipo 2. Diabetes tipo 2 é uma doenga ndo autoimune que €
tipicamente diagnosticada em adultos. E uma doenga progressiva que se
desenvolve quando o corpo ndo produz insulina suficiente ou falha em usar
eficientemente a insulina que produz (um fendmeno conhecido como
resisténcia a insulina). Pacientes diagnosticados com diabetes tipo 2 estdo
tipicamente na idade de 45, acima do peso (IMC de 25 ou mais alto) ou
obesos (IMC de 30 ou mais alto), fisicamente inativos, tém hipertensio
(pressdo sanguinea de 140-90 mm de Hg ou mais alta em adultos) e tém
colesterol HDL de 35 mg/dL ou mais baixo e/ou nivel de triglicerideo de 250
mg/dL.

Diabetes tipo 1, também conhecida como diabetes juvenil ou
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diabetes melito dependente de insulina, é uma doenga autoimune que ¢
tipicamente diagnosticada em criangas (embora diabetes tipo 1 de Inicio
Adulto possa estar presente em adultos). Diabetes melito dependente de
insulina (IDDM) afeta 15 milhdes de pessoas nos Estados Unidos com 12
milhdes de pessoas adicionalmente estimadas como sendo assintomaticas no
momento e assim, inconscientes de que elas tém essa doenca. Fatores de risco
para desenvolver diabetes tipo 1 incluem fatores genéticos presumiveis,
exposi¢do a virus da infincia ou outros fatores ambientais e/ou presenca de
outro disturbio autoimune. Embora os fatores genéticos associados com
diabetes tipo 1 nf3o sejam plenamente entendidos, riscos para o
desenvolvimento da doenga foram ligados tanto a histéria familiar como a
etinicidade. Por exemplo, uma crianga que tem um parente ou irmdos com
diabetes tipo 1 tem um risco maior de desenvolver diabetes tipo 1 que uma
crianga de pais ndo diabéticos ou com irmios ndo diabéticos. Adicionalmente,
os fatores genéticos associados ao risco de desenvolver diabetes tipo 1
parecem estar ligados a um tipo de HLLA particular: HLA-DR3 e DR4 estdo
associados com um maior risco em caucasianos; HLA-DR7 estd associado
com um maior risco em pessoas de descendéncia africana e HLA-DRO9 esta
associado com um maior risco em pessoas de descendéncia japonesa.

Fatores desconhecidos, incluindo virus da infincia ou
exposi¢do a algum outro fator ambiental (p. ex., exposi¢do a certas comidas
ou substincias quimicas), também sdo teorizadas como potencializando ou
ativando um fator genético herdado e causando o inicio de diabetes tipo 1.
Virus que foram associados com diabetes tipo 1 incluem virus coxsackie B,
enterovirus, adenovirus, da rubéola, citomegalovirus e virus Epstein-Barr. Por
ultimo, a presenga de outros disturbios autoimunes, tal como doenga da
tiredide e doengas celiaca, eleva o risco de desenvolver diabetes tipo 1.

A diabetes tipo 1 é causada por uma resposta autoimune em

que as células B produtoras de insulina do pancreas (também conhecidas
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como células da ilhota) sdo gradualmente destruidas. O estagio inicial da
doenga, denominado insulite, é caracterizado por infiltragcdo de leucdcitos no
pancreas e esta associado tanto com inflamac¢do pancreatica como com a
liberagdo de anticorpos citotoxicos anti-célula-p. Conforme a doenga
progride, o tecido lesionado também pode atrair linfocitos, causando ainda
lesdo adicional as células B. Além disso, ativagdo geral subsequente de
linfocitos, por exemplo, em resposta a uma infecgfio viral, alergia alimentar,
substincia quimica ou estresse, podem resultar em ainda mais células da
ilhota sendo destruidas. Estagios iniciais da doenga sio frequentemente ndo
vistos ou mal diagnosticados visto que sintomas clinicos de diabetes
tipicamente se manifestam apenas apds 80% das células B terem sido
destruidas. Uma vez que os sintomas ocorram, o diabético tipo 1 ¢
normalmente dependente de insulina por toda a vida. A desregulagdo de
niveis de glicose sanguinea associados com diabetes pode levar a cegueira,
insuficiéncia renal, lesdo neural e é um fator contribuinte principal na
etiologia de acidente vascular cerebral, doenga cardiaca coronaria e outros
distarbios vasculares sanguineos.
2.1.2 Esclerose Miiltipla

Esclerose multipla (MS) ¢ uma doenga crénica, inflamatdria
incapacitante do sistema nervoso central (SNC). MS ¢ tipificada
patologicamente por focos inflamatérios multiplos, placas de desmielinag3o,
gliose e patologia axonal no cérebro e medula espinhal. Embora os eventos
causais que precipitam a doenga sejam desconhecidos, linhas convergentes de
evidéncias sugerem que a doenga € causada por uma perturbagdo na fung¢io
imune. Esta perturbagdo permite que células do sistema imune ataquem a
mielina, a bainha de isolamento que circunda os axénios localizados no SNC
(isto &, o cérebro e medula espinhal). Quando observadas microscopicamente,
as placas consistem em células inflamatodrias, células astrogliais, edema e

fragmentos de mielina destruida. Quando a mielina € danificada, impulsos
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elétricos ndo podem viajar rapidamente ao longo das vias da fibra neural no
cérebro e medula espinhal. O transtorno de condutividade elétrica resulta em
fadiga e perturba¢des da visdo, for¢a, coordenagdo, equilibrio, sensac¢ées €
funcdo da bexiga e intestinos. Assim, sintomas tipicos incluem um ou mais de
fraqueza ou paralisia em uma ou mais extremidades, tremor em uma ou mais
extremidades, espasticidade muscular, atrofia muscular, movimento
disfuncional, dorméncia ou sensagdo anormal em qualquer area,
formigamento, dor facial, dor em extremidade, perda de visio em um ou
ambos os olhos, dupla visdo, incdbmodo ocular, movimentos oculares rapidos
incontrolaveis, coordenagdo diminuida, perda de equilibrio, habilidade
diminuida em controlar movimentos pequenos ou complexos, anormalidades
na caminhada ou marcha, espasmos musculares, tonteira, vertigem, hesitagdo
urindaria, urgéncia urinaria, frequéncia urindria aumentada, incontinéncia,
memoria diminuida, espontaneidade diminuida, julgamento diminuido, perda
de habilidade para pensar abstratamente, perda de habilidade para generalizar,
depressdo, tempo de atengdo diminuido, fala ininteligivel, dificuldade em
discurso ou fala compreensiva, fadiga, constipa¢do, perda de audi¢do e/ou
reflexo de Babinski positivo. Os sintomas recorrem periodicamente, duram
dias a meses, entdo reduzem ou desaparecem. Em cada recorréncia, 0OS
sintomas podem variar ou ser completamente diferentes conforme novas areas
sdo afetadas.

Estudos da histéria natural de MS sugerem que ha padrdes
diferentes de atividade de doenga. Alguns pacientes tém ataques raros, alguns
tém ataques frequentes e outros gradualmente, mas regularmente pioram sem
experimentar ataques. Pacientes que tem ataques raros e estio minimamente
incapacitados dez anos apds serem diagnosticados com MS sdo ditos com
tendo MS benigna. Este grupo constitui apenas cerca de 10-15% da populagdo
de pacientes de MS total, embora haja alguma evidéncia sugerindo que este

curso pode ser mais comum do que € atualmente apreciado. Paciente que tem
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ataques com recuperagio plena ou parcial e sdo de outro modo estaveis entre
ataques sdo definidos como tendo MS reincidente-remitente.
Aproximadamente 80-90% dos pacientes com MS experimentam inicialmente
um curso reincidente-remitente. Desses, aproximadamente 50% terdo
dificuldade em caminhar 15 anos ap6s o inicio e 80% irdo por fim (ap6s cerca
de 25 anos) experimentar progressdo gradual de desabilidade com ou sem
ataques. Pacientes que primeiro experimentam exacerbagbes e mais tarde
experimentam progressio gradual de desabilidade tém MS progressiva
secundaria. Aproximadamente 10-15% de pacientes com MS ndo
experimentam um ataque inicial. Aqueles pacientes que gradualmente pioram
apOs o aparecimento do primeiro sintoma tém MS progressiva primaria.
Poucos pacientes com MS progressiva primaria tém irdo experimentar mais
tarde uma exacerbagdo. Esses pacientes tém MS progressivo-reincidente.

N3o ha até agora cura para MS. Muitos pacientes vdo bem sem
terapia de modo algum, especialmente visto que muitas medica¢des tém
graves efeitos colaterais e algumas portam riscos significativos. Entretanto,
trés formas de interferon beta (AVONEX® (interferon beta-1a),
BETASERON® (interferon beta-1b) e REBIF® (interferon beta-la)) foram
aprovados no momento atual pela Administracdo de Alimento e Farmaco para
tratamento de MS reincidente-remitente. Demonstrou-se que interferon beta
reduz o nimero de exacerbagdes e pode diminuir a progressdo de desabilidade
fisica. Quando o ataque ocorre, eles tendem a ser mais curtos e menos graves.
O FDA também aprovou uma forma sintética de copolimero de proteina
basica de mielina I, COPAXONE® (acetato de glatirémero), para o
tratamento de MS reincidente-remitente. O copolimero I tem poucos efeitos
colaterais e estudos indicam que o agente pode reduzir a taxa de reincidéncia
em quase um ter¢o. Um tratamento imunossupressor, NOVATRONE®
(mitoxantrona), também esta aprovada pelo FDA para o tratamento de MS

avancada ou cronica.
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resulta em proliferacdo clonal da célula T e respostas de célula T especificas
de classe. Por exemplo, em CTLs a resposta a ativagio também inclui a
liberagdo de enzimas citotOxicas que resultam em apoptose/destruicdo da
célula alvo.

2.3 Modulacdo de ativacio de células T por anticorpos monoclonais

A descoberta de que doengas autoimunes sdo pelo menos
parcialmente causadas por agdo de célula T aberrante levou a investigacdo de
terapias que ou eliminam clones de célula T problematica (aqueles que
expressam TcRs contra antigenos proprios) ou reduzem seletivamente
atividade/ativacdo de célula T indesejada. A ativagdo de célula T devido a
ligagdo de TcR ¢é, entretanto, um fendémeno inesperadamente complexo
devido a participagdo de uma variedade de moléculas de superficie celular
expressas na populacdo de célula T que responde (Billadeau ef al., 2002, J
Clin Invest 109: 161-168; Weiss, 1990, J Clin Invest 86: 1015-1022; Leo et
al., 1987, PNAS 84: 1374-1378; Weiss et al.,, 1984, PNAS 81: 4169-4173;
Hoffman et al., 1985, J Immunol 135: 5-8).

Terapias direcionadas contra ativagdo de célula T geral foram
problematicas em que o TcR é composto de um heterodimero ligado por
dissulfeto, contendo duas glicoproteinas integrais de membrana, clonalmente
distribuidas, a e B, ou y e 8. A maior parte da pesquisa em modulacdo de
ativagdo de célula T foi feita em conexdo com melhoria de supressio imune
em receptores de transplante de 6rgdos. Um dos primeiros métodos bem-
sucedidos clinicamente para reduzir seletivamente ativagdo de célula T foi o
uso de anticorpos monoclonais. A Pat. US No. 4.658.019 descreve um novo
hibridoma (designado OKT3, No. de Acesso da ATCC CRL-8001) que
produz um anticorpo monoclonal murino contra um antigeno encontrado em
essencialmente todas as células T periféricas humanas normais. A liga¢do de
OKT3 em célula T in vivo produz imunossupressdo pronunciada, reversivel.

Descobriu-se que OKT3 reconhece um epitopo na subunidade € do complexo
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CD3 humano (Salmeron et al., 1991, J Immunol 147: 3047-3052; Transy et
al., 1989, Eur J Immunol 19: 947-950; veja também Pat. US No. 4.658.019).
O complexo CD3 (também conhecido como T3) é compreendido por proteina
invariantes de baixo peso molecular, que nio se associam covalentemente
com o TcR (Samelson et al, 1985, Cell 43: 223-231). Pensa-se que as
estruturas de CD3 representam moléculas acessérias que podem ser os
elementos transdutores de ativagdo de sinais iniciados na liga¢do do TcR a-f
a seu ligante.

OKT3 possui propriedades ativadoras e supressoras de célula
T (Van Seventer, 1987, J Immunol 139: 2545-2550; Weiss, 1986, Ann Rev
Immunol 4: 593-619). Ligacéo cruzada mediada por receptor de Fc de mAb
anti-CD3 ligado a TcR resulta em expressdo e prolifera¢do de marcador de
ativagdo de célula T (Weiss ef al, Ann Rev Immunol 4: 593-619). De modo
similar, a administrag¢do in vivo de OKT?3 resulta tanto da ativac¢io de célula T
como supressdo de respostas imunes (Ellenhorn ef al., 1990, Transplantation
50: 608-12; Chatenoud, 1990, Transplatation 49: 697). Administragdo diaria
repetida de OKT3 resulta em profunda imunossupressdo e fornece tratamento
eficaz de rejeicdo apos transplante renal (Thistlehwaite, 1984, Transplantation
38: 695).

O uso de mAbs terapéuticos, incluindo, por exemplo, OKT3, ¢
limitado por problemas de efeitos colaterais de “primeira dose”, que variam
de sintomas semelhantes a gripe suave até toxicidade severa. Acredita-se que
os efeitos colaterais de primeira dose sdo causados por produgdo de citocina
estimulada por ativacdo de célula T. Foi mostrado que as propriedades
ativadoras de anticorpos monoclonais anti-CD3 resultam de ligagdo cruzada
de TcR mediada pelos anticorpos ligados as célula T (através de seu dominio
variavel) e as células portadoras de FcyR (através de seu dominio Fc)
(Palacios et al., 1985, Eur J Immunol 15: 645-651. Ceuppens et al., 1985; J
Immunol 134: 1498-1502; Kan et al., 1986, Cell Immunol. 98: 181-185). Por
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exemplo, descobriu-se que o uso de OKT3 desencadeia a ativacdo de células
T ligadas a mAb e células portadoras de FcyR antes de concluir a supressdo
imune, resultando em uma massiva liberacdo sistémica de citocinas
(Abramowicz, 1989, Transplantation 47: P606; Chatenoud, 1989, N Eng J
Med 25: 1420-1421). Efeitos colaterais relatados de terapia de OKT3 incluem
sintomas semelhantes a gripe, dificuldade respiratoria, sintomas neurologicos
e necrose tubular aguda que pode seguir a primeira e as vezes a segunda
inje¢do do mAb (Abramowicz, 1989, Transplantation 47: P606; Chatenoud,
1989, N Eng J Med 25: 1420-1421; Toussaint, 1989, Transplantation 48: 524;
Thistlethwaite, 1988, Am J Kids Dis 11: 112; Goldman, 1990,
Transplantation 50: 148).

Dados obtidos usando modelos experimentais em chimpanzés
e camundongos sugeriram que prevenir ou neutralizar a ativagdo celular
induzida por mAbs anti-CD3 reduz a toxicidade desses agentes (Parleviet,
1990, Transplantation 50: 889; Rao, 1991, Transplantation 52: 691; Alegre,
1990, Eur J Immunol 20: 707; Alegre, 1990, Transplant Proc 22: 1920;
Alegre 1991, Transplantation 52: 674; Alegre, 1991, J Immunol 146: 1184-
1191; Ferran, 1990, Transplantation 50: 642). Resultados prévios relatados
em camundongos usando fragmentos F(ab'), de 145-2C11, um anti-CD3 de
camundongo de criceto que compartilha muitas propriedades com OKT3,
sugeriram que, na auséncia de ligagdo de FcyR e ativagdo celular, mAbs anti-
CD3 retém pelo menos algumas propriedades imunossupressoras in vivo
(Hirsch, 1991, Transplant Proc 23: 270; Hirsch, 1991, J Immunol 147: 2088).
Além disso, a administragdo de anticorpos anti-CD3 com liga¢do reduzida a
FcyR a pacientes humanos resultou em geralmente apenas efeitos colaterais
suaves e nado os efeitos de primeira classe severos associados com a
administragdo de OKT3 (Herold et al., Diabetes 54: 1763).
2.4 Anticorpos monoclonais imunossupressores que exibem ativacao de

célula T reduzida
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A Pat. US No. 6.491.916, Pub. de Pedido de Pat. US No.
2005/0064514 e Pub. de Pedido de Pat. US No. 2005/0037000 descrevem a
modifica¢do das regides Fc de imunoglobulinas tal que moléculas variantes
exibem ligacdo acentuada ou reduzida a varios receptores de Fc quando
comparadas a imunoglobulinas com dominios Fc selvagens. Em particular,
as/os patentes/pedidos descrevem modificagdes as regides Fc de anticorpos de
IgG tal que a afinidade pelo FcyR é acentuada ou reduzida seletivamente.
Fazendo sob medida a afinidade para ativar ou suprimir receptores Fc, a
resposta imune especifica elicitada pelo mAb terapéutico pode ser mais
seletivamente controlada. Por exemplo, foram identificadas muta¢des na
porcdo CH, de um IgG4 de OKT3 humanizado (P234A e L235A) que
reduzem significativamente a ligagdo do mAb a FcyRI e II humano e murino
e levam a um fendtipo de ativagdo marcadamente reduzido in vitro (Alegre et
al., 1992, 8° Congresso Internacional de Imunologia 23-28; Alegre et al.,
1994, Transplantation 57: 1537-1543; Xu et al., 2000, Cell Immunol 200: 16-
26). De modo importante, este mAb variante reteve a capacidade de induzir
modulagdo e imunossupressdo de TcR (Xu et al., 2000, Cell Immunol 200:
16-26). Descobriu-se que outras modificagdes ao dominio Fc de anticorpos
anti-CD3, tal como mutagdes para tornar o anticorpo aglicosilado ou outras
mutagdes dos residuos de dominio Fc, para reduzir a liga¢do a FcyR reduzem
a toxicidade enquanto mantém atividade imunossupressora (veja, p. ex.,
Patente US 6.491.916; Patente US 5.834.597, Keymulen ez al., 2005, N Eng J
Med 325: 2598, todos os quais s@o incorporados como referéncia aqui em
suas totalidades).

3. RESUMO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece métodos para tratar, prevenir,
diminuir a progressdo de e melhorar os sintomas de doengas imunolégicas
mediadas pela célula T, particularmente doengas autoimunes, em individuos

diagnosticados com tais doengas (e/ou em individuos predispostos a
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em necessidade deste de wuma quantidade terapeuticamente ou
profilaticamente eficaz de um anticorpo anti-CD3. Em particular, os métodos
da invengdo fornecem a administragio de anticorpos que se ligam
especificamente a subunidade épsilon do complexo CD3 humano. Por
exemplo, tais anticorpos podem ser ou podem ser derivados de (p. ex., versdes
humanizadas ou quimerizadas de) um dos anticorpos Leu-4, 500A2, CLB-
T3/3, M291, YTH 12,5 ou BMAO030, ou competir com um de Leu-4, 500A2,
CLB-T3/3, M291, YTH 12,5 ou BMAO30 pela liga¢do (p. ex., em um ensaio
de ELISA ou de imunoprecipitagio). Em uma modalidade preferida, o
anticorpo tem a especificidade de ligagdo do anticorpo monoclonal murino

OKT3 (veja, p. ex., Patente US Nos. 4.658.019 e 6.113.901, que sdo
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quaisquer receptores de complemento, tal como, Clq, como determinado em
ensaios usados rotineiramente. Em modalidades particulares, o anticorpo ¢
aglicosilado. Em outras modalidades, o anticorpo ndo possui um dominio Fc
(p. ex., ¢ um fragmento Fab, F(ab'), ou anticorpo de cadeia tinica). Em outras
modalidades, o anticorpo tem um dominio Fc que tem uma ou mais
modificagdes de aminoacidos que reduzem ou abolem a liga¢do do dominio
Fc a um ou mais de um FcyR. Em certas modalidades, o dominio Fc tem uma
modifica¢do de aminoacido (isto €, inser¢do, substitui¢do, dele¢cdo) em um ou
mais dos residuos 234, 235, 236 ou 237. Em modalidades preferidas, o
dominio Fc tem uma alanina na posi¢do 234 da regido Fc (CH2) e ou uma
alanina na posi¢do 235 da regido Fc (CH2), em particular tendo alanina em
234 e 235, tal como OKT3yl (ala-ala). Em outras modalidades, o dominio Fc
tem um glutamato na posigdo 235.

A inveng¢do particularmente fornece métodos para tratar,
prevenir, diminuir a progressdo de e/ou melhorar os sintomas de doengas
autoimunes tal como diabetes tipo I, esclerose maultipla, psoriase, artrite
reumatoéide, lpus (particularmente, cutdneo), doenga do intestino inflamatoéria
(IBD), doenga de Crohn, colite ulcerativa, efeitos de transplante de 6rgéos,
doenga enxerto-contra-hospedeiro (GVHD), etc. Particularmente, os métodos
da invencdo sdo vantajosos em individuos com doenga em estagio inicial para
diminuir ou reduzir a necessidade de outra terapia; por exemplo, no
tratamento ou profilaxia de diabetes tipo I, os métodos da inveng¢do podem
reduzir a necessidade de administra¢do de insulina exdgena ao individuo.
Além disso, os métodos da invenc¢do reduzem vantajosamente a incidéncia de
ou resultam em nenhuma incidéncia de sindrome de liberagdo de citocina
associada com administragdo de anticorpos terapéuticos e em particular,
anticorpos anti-CD3. A sindrome de liberag¢do de citocina é manifestada por,
por exemplo, cefaléia, ndusea, vomito, febre, mialgias, artralgias e tremor €

pode ser causada por niveis séricos aumentados de, por exemplo, 1L-2, IL-6,
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citado disturbio por 2 meses, 4 meses, 6 meses, 8 meses, 10 meses, 12 meses,
15 meses, 18 meses, 21 meses, ou 24 meses em rela¢do a um individuo com
pardmetros clinicos similares que nio recebeu tratamento.

De acordo com a invengdo, o anticorpo anti-CD3 humano é
administrado para reduzir efeitos adversos, tal como a liberagdo de citocina
associada com administragdo de anticorpo, ativagio de EBV (como
evidenciado por doengas linfoproliferativas induzidas por EBV, p. ex.,
mononucleose) ou linfopenia (definida como <1000 linfécitos/uL de soro),
associado com administragdo de anticorpos anti-CD3 humano e também
reduz o nimero de doses e duracdo da administragio. Conforme aqui
utilizado, “curso de tratamento” ou “rodada de tratamento” significa
administragdo de anticorpos anti-Cd3 humano todo dia, dia sim, dia ndo ou a
cada 3 ou 4 dias por um periodo de tempo, p. ex., até 30 dias. Em
modalidades particulares, a inveng¢do fornece um regime de tratamento de
administragdo de uma dose do anticorpo anti-CD3 humano por 2 dias, 3 dias,
4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias ou
14 dias. Em modalidades preferidas, a administracdo é efetuada em dias
consecutivos, mas pode ser efetuada em dias alternativos ou em um programa
que alterne varios dias consecutivos em que o anticorpo anti-CD3 humano €
administrado com varios dias consecutivos em que nenhum anticorpo €
administrado. Em certas modalidades, a dose administrada é a mesma em
cada dia do regime. Entretanto, em modalidades preferidas, a dose
administrada aumenta progressivamente nos primeiros poucos dias do regime
(p. ex., aumentam progressivamente nos primeiros quatro dias do regime)
para reduzir ou eliminar a incidéncia de sindrome de liberagdo de citocina.

Em modalidades especificas, a dose administrada ¢é de

aproximadamente 5-50 pg/kg/dia, de preferéncia, 20-30 pg/kg/dia, de maior
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Em modalidades especificas, para reduzir a possibilidade de
liberacdo de citocina e outros efeitos adversos, as primeiras 1, 2, 3 ou 4 doses
ou todas as dose do regime sd3o administradas mais vagarosamente, em
relagdo a injegdo bolus, por administra¢do intravenosa. Por exemplo, uma
dose de 51 pg/m°/dia pode ser administrada por cerca de 5 minutos, cerca de
15 minutos, cerca de 30 minutos, cerca de 45 minutos, cerca de 1 hora, cerca
de 2 horas, cerca de 4 horas, cerca de 6 horas, cerca de 8 horas, cerca de 10
horas, cerca de 12 horas, cerca de 14 horas, cerca de 16 horas, cerca de 18
horas, cerca de 20 horas e cerca de 22 horas. Em certas modalidades, a dose ¢
administrada por infuséo lenta por um periodo de, p. ex., 20 até 24 horas. Em
modalidades especificas, a dose é infundida por uma bomba, de preferéncia
aumentando-se a concentragdo de anticorpo administrado conforme a infuséo
progrida.

Alternativamente, a dose diaria total pode ser dividida em duas
ou mais porgdes iguais e administrada como infusdes bolus no dia em
intervalos de 6, 8, 10 ou 12 horas. Por exemplo, uma dose de 13 pg/kg/dia/dia
pode ser administrada em quatro doses de 3-4 pg/kg/dia em intervalos de 6
horas para reduzir o nivel de liberagdo de citocina causado pela administragio
do anticorpo.

Em outras modalidades, uma fragdo determinada das doses
para o regime de 51 pg/m%dia até 826 pg/m’/dia descrito acima €
administrada em doses que aumentam progressivamente. Em certas
modalidades, a fracdo é de 1/10, 1/4, 1/3, 1/2, 2/3, ou % das doses diarias
do(s) regime(s) descritos acima. Consequentemente, por exemplo, quando a
fragdo é de 1/10, as doses diarias serdo de 5,1 ;,tg/m2 no dia 1, 10,3 ug/m2 no
dia 2, 20,7 pg/m® no dia 3, 41,3 pg/m” no dia 4 e 82,6 ug/m” nos dias 5 até 14.
Quando a fragfo é de 1/4, as doses serdo de 12,75 pg/m” no dia 1, 25,5 pg,/m2
no dia 2, 51 pg/m?® no dia 3, 103 pg/m” no dia 4 e 207 pg/m’ nos dias 5 até 14.

Quando a fragdo ¢ de 1/3, as doses serdo de 17 ug,/m2 no dia 1, 34,3 ug/m2 no
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dia 2, 69 pg/m” no dia 3, 137,6 pg/m?® no dia 4 e 275,3 pg/m® nos dias 5 até
14. Quando a fracéo é de 1/2, as doses serdo de 25,5 ug/m2 nodial, 51 |.Lg/m2
no dia 2, 103 pg/m’ no dia 3, 207 pug/m? no dia 4 e 413 pg/m?* nos dias 5 até
14. Quando a fragdo € de 2/3, as doses serdo de 34 ug/m2 no dia 1, 69 ug,/m2
no dia 2, 137,6 pg/m” no dia 3, 275,3 pg/m’” no dia 4 e 550, 1 pg/m” nos dias 5
até 14. Quando a fragdo é de 3/4, as doses serdo de 38,3 pg/m? no dia 1, 77,3
pg/m® no dia 2, 155,3 ug/m? no dia 3, 309,8 ug/m* no dia 4 e 620 pg/m’* nos
dias 5 até 14. Em outras modalidades, o regime ¢ idéntico a um daqueles
descritos acima, mas apenas nos dias 1 até 4, dias 1 até 5, ou dias 1 até 6. Por
exemplo, em uma modalidade particular, as doses serdo de 17 pg/m?® no dia 1,
34,3 pg/m® no dia 2, 69 pg/m® no dia 3, 137,6 pg/m’ no dia 4 e 275,3 pg/m’
nos dias 5 e 6.

Em outras modalidades, doses no regime sdo administradas
por certo numero de dias consecutivos, seguidos por um certo nimero de dias
sem quaisquer doses administradas, seguidos novamente por doses
administradas em um certo nimero de dias consecutivos e assim por diante
até, por exemplo, 14 (ou, p. ex., 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19 ou 20) doses serem administradas no total. Por exemplo, no dia 1, dia 2,
dia 3 e dia 4 doses de um dos regimes descritos acima podem ser
administradas por quatro dias consecutivos e entdo trés dias sem quaisquer
doses e entdo no dia 5, 6, 7 e 8 doses sdo administradas, seguidos por outros
trés dias sem doses e entdo no dia 9, 10, 11, 12 doses do dia, com trés dias
fora e finalmente as doses dos dias 13 e 14.

Em certas modalidades, o anticorpo administrado de acordo
com esses regime € OKT3yl(ala-ala), de preferéncia, administragdo
intravenosa de OKT3yl(ala-ala), tal como o titulo sérico do anticorpo
administrado em 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 2 semanas,
3 semanas ou 1 més apos o ultimo dia do regime de dosagem (isto é, €

administrado para atingir uma dose “farmacologicamente equivalente™).
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Em certas modalidades, o anticorpo anti-CD3 humano ¢
administrado para atingir certo nivel de modula¢do e cobertura combinada de
complexos de receptor de célula T em células T, como determinado por
métodos bem conhecidos na técnica, veja, p. ex., Exemplo 11 de publicagdo
de pedido de patente US 2003/0108548, que € por meio deste incorporado
como referéncia em sua totalidade. Em modalidades especificas, o regime de
dosagem atinge uma cobertura e modulagio de receptor de célula T
combinada de pelo menos 50%. 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou de 100%
com, em modalidades especificas, pouco ou nenhum anticorpo anti-CD3
humano livre detectavel (por exemplo, menos de 200 ng/mL o farmaco
detectado no sangue do paciente por métodos padrdes conhecidos na técnica).

Em modalidades especificas, o anticorpo anti-CD3 humano
n3o ¢ administrado por doses didrias por varios dias, mas em vez disso é
administrado por infusdo de um modo ininterrupto por 4 horas, 6 horas, 8
horas, 10 horas, 12 horas, 15 horas, 18 horas, 20 horas, 24 horas, 30 horas ou
36 horas. A infusdo pode ser constante ou pode partir de uma dosagem mais
baixa, por exemplo, pelas primeiras 1, 2, 3, 5, 6, ou 8 horas da infusfio e entdo
aumentar para um dosagem mais alta dai em diante. No curso da infusdo, o
paciente recebe uma dose igual a quantidade administrada, por exemplo, nos
regimes de dia 5 até 20 expostos acima. Por exemplo, uma dose de
aproximadamente 150 pg/m?, 200 pg/m?, 250 pg/m’, 500 pg/m>, 750 ug/mz,
1000 pg/m?, 1500 pg/m? 2000 pg/m?, 3000 pg/m?, 4000 pg/m>, 5000 pg/m?>,
6000 pg/m®, 7000 pg/m* 8000 pg/m? ou 9000 pg/m®. Em particular, a
velocidade e duragdo da infusdo é desenhada para minimizar o nivel de
anticorpo anti-CD3 humano livre no individuo apdés a administragio. Em
certas modalidades, o nivel de anticorpo anti-CD3 humano livre ndo deve
exceder 200 ng/mL de anticorpo livre. Além disso, a infusdo € desenhada para
atingir uma cobertura e modulagdo de receptor de célula T combinadas de

pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou de 100%.
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Em outras modalidades, o anticorpo anti-CD3 humano e
administrado cronicamente para tratar, controlar, manter, prevenir, ou
diminuir a progressdo de ou retardar o inicio da doengca ou distarbio
autoimune. Por exemplo, em certas modalidades, uma dose baixa do
anticorpo anti-CD3 humano € administrada uma vez por més, duas vezes por
mes, trés vezes por més, uma vez por semana ou mesmo mais frequentemente
ou como uma alternativa ao regime de dosagem de 6 até 14 dias discutido
acima ou apds a administragdo de tal regime para acentuar ou manter seu
efeito terapéutico. Tal dose baixa pode estar em qualquer ponto a partir de 1
pg/m” até 100 pg/m>, de preferéncia aproximadamente 5 pg/m?, 10 pg/m>, 15
ng/m?, 20 pg/m?, 25 ug/m?, 30 pg/m?, 35 pg/m?, 40 pg/m?, 45 pg/m?, ou 50
pg/m’. Em certas modalidades, o anticorpo anti-CD3 humano € administrado
cronicamente subsequente a administragdo de um regime de dosagem de 1 até
30 dias como descrito acima, por exemplo, para manter o efeito terapéutico do
regime.

Em outras modalidades, o individuo pode ser re-dosado em
algum momento subsequente & administragio do regime de dosagem do
anticorpo anti-CD3 humano, de preferéncia, com base em um ou mais
pardmetros fisiolégicos, mas pode ser feito uma questio de curso. Tal
redosagem pode ser administrada e/ou a necessidade de tal redosagem
avaliada 6 meses, 9 meses, 1 ano, 15 meses, 18 meses, 2 anos, 30 meses ou 3
anos apds a administragdo de um regime de dosagem e pode incluir
administrar um curso de tratamento a cada 6 meses, 9 meses, 1 ano, 15 meses,
18 meses, 2 anos, 30 meses ou 3 anos.

Em modalidades especificas, a individuos € administrada uma
rodada subsequente de tratamento de anticorpo anti-CD3 humano com base
em uma ou uma combinag¢do da razdo de células CD4/CDS8, contagem de
células CDS8, inversio CD4/CD3, razdo de células CD4/CD25, razido de
células CD4/FoxP3, razdo de células CD4/CD40, razdo de células CD4/IL-10
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como uma formulagdo de liberagdo controlada.

Adicionalmente, em certas modalidades, a invengdo fornece
métodos e regimes para administrar anticorpos anti-CD3 humano que
reduzem a gravidade e/ou incidéncia de efeitos adversos tal como, mas nio
limitando a, liberagdo de citocina, apoptose, ativagdo de EBV, reacdo imune
contra o anticorpo anti-CD3 humano, linfopenia, anemia, neutropenia,
trombocitopenia ou infec¢do secundaria.

Em modalidades preferidas da inveng¢do delas, com respeito a
tratamento, diminuindo a progressdo de, retardando o inicio de o prevenindo
diabetes tipo 1 ou disturbio, o individuo reteve pelo menos 95%, 90%, 80%,
70%, 60%, 50%, 40%, 30% ou 20% de fun¢do de célula B antes do inicio de
tratamento e, em algumas modalidades, a fun¢do de célula B melhora em
niveis de pré-tratamento em pelo menos 5%, 10%, 20%, 30% ou 40%.

Em certas modalidades, a predisposi¢do para desenvolvimento
de diabetes tipo I de manifesta como um nivel de glicose em jejum
prejudicado, isto é, pelo menos uma determinagdo de um nivel de glicose de
100-125 mg/dL apés jejum (oito horas sem comida), ou uma tolerancia a
glicose prejudicada em resposta a um teste de tolerincia de glicose oral de 75
gramas (OGTT), isto é, pelo menos uma determinac¢do de um nivel de glicose
de 2 horas de 140-199 mg/dL em resposta a um OGTT de 75. Em outras
modalidades, os individuos sdo positivos para um ou mais autoanticorpos
reativos contra antigenos de células da ilhota, tal como, anticorpos GAD, tal
como GAD 65 e/ou GAD 67, IA-2 ou anticorpos anti-insulina. Em outras
modalidades, a predisposi¢do para desenvolvimento de diabetes tipo I tem um
primeiro ou segundo grau relativo a quem ¢é um diabético tipo 1
diagnosticado. Em certas modalidades, a predisposi¢do € diagndstico positivo
no paciente ou em um primeiro ou segundo grau relativo de acordo com
critérios aceitos da técnica de pelo menos outro distarbio autoimune

incluindo, mas néo limitando a, doenga da tiredide, diabetes tipo 1, artrite
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reumatoide, lupus eritematoso sistémico, adenopatia enddcrina multipla e
doencga celiaca. Em algumas modalidades, o distarbio autoimune é uma
doencga autoimune relacionada a DR4 ou DR3 de MHC.

Com respeito ao tratamento de diabetes tipo 1 em um paciente
diagnosticado e a prevengdo/retardo de sintomas desta em um individuo
predisposto, o anticorpo anti-CD3 humano com toxicidade reduzida ¢
administrado para atingir, ou manter um nivel de hemoglobina glicosilada
(HA1 ou HA1c) de menos de 8%, menos de 7,5%, menos de 7%, menos de
6,5%, menos de 6%, menos de 5,5% ou 5% ou menos. No inicio do
tratamento, paciente de preferéncia, tém um nivel de HA1 ou HAlc de menos
de 8%, menos de 7,5%, menos de 7%, menos de 6,5%, menos de 6%, ou, de
maior preferéncia, de 4%-6% (de preferéncia, medido na auséncia de outro
tratamento para diabetes tal como administra¢do de insulina exogena).

Em certas modalidades, uma ou mais moléculas de ligagdo a
CD3 (p. ex., um ou mais anticorpos anti-CD3 humano) sdo administradas para
prevenir uma reducdo de massa de célula B associada com diabetes
autoimune. Em algumas modalidades, apds um ou mais cursos de tratamento
com anticorpo anti-CD3 humano de acordo com a inveng&o, o nivel de massa
de célula B do paciente diminui em menos de 1%, menos de 5%, menos de
10%, menos de 20%, menos de 30%, menos de 40%, menos de 50%, menos
de 60%, ou menos de 70% dos niveis de pré-tratamento de pelo menos 3
meses, pelo menos 6 meses, pelo menos 9 meses, pelo menos 1 ano, pelo
menos 18 meses, pelo menos 2 anos, pelo menos 3 anos, pelo menos 5 anos,
pelo menos 7 anos ou pelo menos 10 anos apds o tratamento inicial. Ainda em
outra modalidade da inven¢do, apds um ou mais cursos de tratamento com
anticorpo anti-CD3 humano de acordo com a inveng¢do, o nivel de massa de
célula B do paciente é mantém-se pelo menos 99%, pelo menos 90%, pelo
menos 80%, pelo menos 70%, pelo menos 60%, pelo menos 50%, pelo menos

40%, ou pelo menos 30% de niveis de pré-tratamento por pelo menos 4
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meses, pelo menos 6 meses, pelo menos 9 meses, pelo menos 12 meses, pelo
menos 18 meses, pelo menos 24 meses, pelo menos 30 meses, pelo menos 3
anos, pelo menos 5 anos, ou pelo menos 10 anos apds a primeira rodada de
tratamento.

Em outra modalidade da inveng¢do, com respeito ao tratamento
de diabetes tipo 1, apds um ou mais cursos de tratamento com anticorpo anti-
CD3 humano de acordo com a invengdo, o nivel de fun¢do de célula B do
paciente mantém-se pelo menos 99%, pelo menos 95%, pelo menos 90%,
pelo menos 80%, pelo menos 70%, pelo menos 60%, ou pelo menos 50% de
niveis de pré-tratamento por pelo menos 4 meses, pelo menos 6 meses, pelo
menos 9 meses, pelo menos 12 meses, pelo menos 18 meses, pelo menos 24
meses, ou pelo menos 30 meses apds o fim do tratamento ou apds a primeira
rodada de tratamento e a contagem de linfocito média do paciente nio €
menos de 800 células/mL, menos de 750 células/mL, menos de 700
células/mL, menos de 650 células/mL, menos de 600 células/mL, menos de
550 células/mL, menos de 500 células/mL, menos de 400 células/mL, menos
de 300 células/mL ou menos de 200 células/mL no mesmo periodo. Em outra
modalidade da invengdo, apds um curso de tratamento com um anticorpo anti-
CD3 de acordo com a invengdo, o nivel de fun¢do de célula B do paciente
mantém-se pelo menos 99%, pelo menos 95%, pelo menos 90%, pelo menos
80%, pelo menos 70%, pelo menos 60%, ou pelo menos 50% de niveis de
pré-tratamento por pelo menos 4 meses, pelo menos 6 meses, pelo menos 9
meses, pelo menos 12 meses, pelo menos 18 meses, pelo menos 24 meses, ou
pelo menos 30 meses apds o fim do tratamento e a contagem de plaquetas
média do paciente ndo é menos de 100.000.000 plaquetas/ml., menos de
75.000.000 plaquetas/mL, menos de 50.000.000 plaquetas/mL, menos de
25.000.000 plaquetas/mL, menos de 1.000.000 plaquetas/mL, menos de
750.000 plaquetas/mlL., menos de 500.000 plaquetas/mL, menos de 250.000
plaquetas/mL, menos de 150.000 plaquetas/mL. ou menos de 100.000
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plaquetas/mL.

A administragdo dos anticorpos anti-CD3 previne dano as
células da ilhota, retardando desse modo o inicio da doenca ou, uma vez que
ocorra doenga diagnosticavel, progressio de doencga, reduzindo e/ou
retardando a necessidade de administracio de insulina. Além disso, a
invengdo fornece métodos para tratamento tais que uma tUnica rodada de
tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses,
a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um anticorpo anti-CD3 (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3),
resulta em um nivel de HA1 ou HAlc que é de 7% ou menos, 6,5% ou
menos, 6% ou menos, 5,5% ou menos, ou 5% ou menos 6 meses, 9 meses, 12
meses, 15 meses, 18 meses, ou 24 meses apds a rodada prévia de tratamento
da primeira rodada de tratamento. Especificamente, em tais métodos da
inveng¢do, uma uUnica rodada de tratamento ou rodada de tratamento a cada 6
meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou
a cada 24 meses com um anticorpo anti-CD3 (de preferéncia, sem qualquer
tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), diminui o nivel
médio de HA1 ou HAlc no paciente em cerca de 5%, cerca de 10%, cerca de
15%, cerca de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de 35%, cerca de
40%, cerca de 45%, cerca de 50%, cerca de 55%, cerca de 60%, cerca de 65%
ou cerca de 70% quando comparado a niveis de pré-tratamento em 6 meses, 9
meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, ou 24 meses ap0Os a rodada prévia de
tratamento da primeira rodada de tratamento. Além disso, apds tratamento
com um anticorpo anti-CD3 de acordo com a inven¢do em uma Unica rodada
de tratamento ou uma rodada de tratamento repetida a cada 6 meses, a cada 9
meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24
meses (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos
anti-CD3 humano), o nivel médio de HA1 ou HAlc no paciente aumenta

apenas em cerca de 0,5%, cerca de 1%, cerca de 2,5%, cerca de 5%, cerca de
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10%, cerca de 15%, cerca de 20%, cerca de 25%, cerca de 30%, cerca de
35%, cerca de 40%, cerca de 45%, ou cerca de 50% quando comparado a
niveis de pré-tratamento em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses,
ou 24 meses apos a rodada prévia de tratamento ou da primeira rodada de
tratamento. Em outras modalidades, apds uma unica rodada de tratamento ou
rodadas de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a
cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um anticorpo anti-
CD3 humano de acordo com os métodos da invengdo (de preferéncia, sem
qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), o nivel
médio de HA1 ou HAlc no paciente estd maior em cerca de 10%, cerca de
20%, cerca de 30%, cerca de 40%, cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%
ou maior que cerca de 100% menos que os niveis em um paciente que iniciou
tratamento convencional com pardmetros clinicos similares e foi administrado
tratamento convencional apdés a mesma quantidade de tempo, cujos niveis
foram determinados em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, ou
24 meses apds a rodada prévia de tratamento ou da primeira rodada de
tratamento.

Em outra modalidade, o anticorpo anti-CD3 humano ¢
administrado para atingir ou manter a resposta de peptideo C em um
individuo que foi diagnosticado com diabetes autoimune, ou tem uma
predisposi¢do a esta, como determinado por um teste de tolerdncia a refeigdo
mista (MMTT), teste de tolerdncia s glicose oral (OGTT), teste de tolerancia
intravenosa (IGTT) ou procedimento de grampo de glicose em duas fases. Em
modalidades preferidas, os pacientes tém uma resposta de peptideo C para
MMTT, OGTT, IGTT ou procedimento de grampo de glicose em duas fases
(de preferéncia MMTT) que resulta em uma area sob curva (AUC) de pelo
menos 80 pmol/mL/240min, de preferéncia, pelo menos 90 pmol/mL/240min,
de maior preferéncia pelo menos 100 pmol/mL/240min, ou mesmo pelo

menos 110 pmol/mL/240min. Além disso, a invengdo fornece métodos de
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tratamento tais que ap6s uma Unica rodada de tratamento a cada 6 meses, a
cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada
24 meses com um anticorpo anti-CD3 humano (de preferéncia, sem qualquer
tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), o nivel de
resposta de peptideo C no paciente é pelo menos 99%, pelo menos 98%, pelo
menos 95%, pelo menos 90%, pelo menos 85%, pelo menos 80%, pelo menos
75%, pelo menos 70%, pelo menos 65%, ou pelo menos 60% da resposta de
pré-tratamento apos a rodada prévia de tratamento ou da primeira rodada de
tratamento. Especificamente, em tais métodos da inven¢io, apés uma tUnica
rodada de tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses,
a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com
um anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da invengdo (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3
humano), o nivel médio de resposta de peptideo C a um MMTT, OGTT,
IGTT ou procedimento de grampo de glicose em duas fases no paciente
diminui em menos de 1%, menos de 5%, menos de 10%, menos de 20%,
menos de 30%, menos de 40%, menos de 50% dos niveis de pré-tratamento
como determinado em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, ou
24 meses apoOs a rodada prévia de tratamento ou da primeira rodada de
tratamento. Além disso, apos uma unica rodada de tratamento ou rodada de
tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses,
a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um anticorpo anti-CD3 humano de
acordo com métodos da inveng¢do (de preferéncia, sem qualquer tratamento
interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), o nivel médio de resposta de
peptideo C a um MMTT, OGTT, IGTT ou procedimento de grampo de
glicose em duas fases no paciente esta pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 70% ou 100% maior que 0s niveis em um paciente que iniciou terapia
para diabetes convencional com parametros clinicos similares e foi

administrada terapia para diabetes convencional pelo periodo de 6 meses, 9
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meses, 12 meses, 15 meses, ou 18 meses ou que ndo recebeu qualquer terapia,
a citada resposta de peptideo sendo determinada em 6 meses, 9 meses, 12
meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds o tratamento prévio.

Em modalidades especificas, ap6s uma unica rodada de
tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12
meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um
anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da invencdo (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3
humano), os pacientes diagnosticados com diabetes autoimune, ou que tém
uma predisposi¢do a esta, tém uma resposta de peptideo C a MMTT, OGTT,
IGTT ou procedimento de grampo de glicose em duas fases (de preferéncia,
MMTT) que resulta em uma AUC de pelo menos 40 pmol/mL/240min, 50
pmol/mL/240min, 60 pmol/mL/240min, 70 pmol/mL/240min, 80
pmol/mL/240min, de preferéncia, pelo menos 90 pmol/mL/240min, de maior
preferéncia pelo menos 100 pmol/mL./240min, ou mesmo pelo menos 110
pmol/ml./240min, a citada resposta determinada 6 meses, 9 meses, 12 meses,
15 meses, 18 meses ou 24 meses apos a rodada prévia de tratamento ou apos a
rodada prévia de tratamento.

A determinagdo de resposta de peptideo C é uma medida de
fungdo de célula B como é conhecido por alguém versado na técnica. Em
outras modalidades, a funcdo de célula B ou fungdo de célula B residual €
determinada por Liberagdo de Insulina de Primeira Fase (FPIR). Em
modalidades preferidas, os pacientes antes do tratamento com um anticorpo
anti-CD3 humano de acordo com a inveng¢io tém um FPIR de pelo menos 300
pmol/L, pelo menos 350 pmol/L, pelo menos 400 pmol/L, pelo menos 450
pmol/L, pelo menos 500 pmol/L, de preferéncia, pelo menos 550 pmol/L, de
maior preferéncia pelo menos 600 pmol/L, ou mesmo pelo menos 700
pmol/L. Além disso, a inven¢do fornece métodos de tratamento tais que apOs

uma Unica rodada de tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a
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cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada
24 meses com um anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da
inven¢do (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD3 humano), o FPIR € pelo menos 99%, pelo menos 98%,
pelo menos 95%, pelo menos 90%, pelo menos 85%, pelo menos 80%, pelo
menos 75%, pelo menos 70%, pelo menos 65%, ou pelo menos 60% da
resposta de pré-tratamento, o citado FPIR determinado 6 meses, 9 meses, 12
meses, 15 meses, 18 meses, ou 24 meses apds o tratamento prévio ou
tratamento inicial. Especificamente, em tais métodos da invengdo, apds uma
unica rodada de tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9
meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24
meses com um anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da
invengdo (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD3 humano), o FPIR médio no paciente diminui em menos
de 1%, menos de 5%, menos de 10%, menos de 20%, menos de 30%, menos
de 40%, menos de 50% dos niveis de pré-tratamento, o citado FPIR
determinado 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, ou 24 meses
apoOs o tratamento prévio. Além disso, apds uma unica rodada de tratamento
ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a
cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um anticorpo anti-
CD3 humano de acordo com métodos da inven¢do (de preferéncia, sem
qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), o FPIR
médio no paciente estd pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 70% ou
100% maior que os niveis em um paciente que iniciou terapia para diabetes
convencional com pardmetros clinicos similares e foi administrada terapia
para diabetes convencional pelo periodo de 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15
meses, ou 18 meses, o citado FPIR sendo determinado 6 meses, 9 meses, 12
meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds o tratamento prévio ou rodada

inicial de tratamento. Em modalidades especificas, apds uma tnica rodada de
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tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12
meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um
anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da invengdo (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3
humano), os pacientes tém um FPIR de pelo menos 300 pmol/L, pelo menos
400 pmol/L, de preferéncia, pelo menos 500 pmol/L, de maior preferéncia
pelo menos 600 pmol/L, ou mesmo pelo menos 700 pmol/L, o citado FPIR
determinado em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses
apOs a rodada prévia de tratamento ou rodada inicial de tratamento.

Em outras modalidades especificas da inveng¢do, com respeito
ao tratamento de diabetes tipo 1, no inicio do tratamento, o individuo ndo
requer administragdo de insulina ou requer menos de 1 U/kg/dia, de
preferéncia menos que 0,5 U/kg/dia, ainda de maior preferéncia menos que
0,25 U/kg/dia e ainda de maior preferéncia menos que 0,1 U/kg/dia. Em
certas modalidades, um Unico tratamento ou rodada de tratamento a cada 6
meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou
a cada 24 meses com um anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos
da inven¢do (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD3 humano), previne o requerimento para administra¢do de
insulina ou retarda a necessidade de administrar insulina em pelo menos 6
meses, pelo menos 1 ano, pelo menos 18 meses, pelo menos 2 anos, pelo
menos 30 meses, pelo menos 3 anos, pelo menos 5 anos, pelo menos 7 anos
ou pelo menos 10 anos (em média para uma populacdo de pacientes com
diabetes tipo 1). Em outras modalidades, um Gnico tratamento ou rodada de
tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses,
a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um anticorpo anti-CD3 humano de
acordo com meétodos da invengdo (de preferéncia, sem qualquer tratamento
interveniente com anticorpos anti-CD3 humano), resulta ou em uma

diminui¢do (por exemplo, de 10%, 20%, 30%, 40%, ou 50%) na quantidade
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de insulina requerida em média por dia, ou em nenhuma alteragdo na
quantidade média de insulina requerida por dia, ou em um aumento de menos
de 1%, menos de 5%, menos de 10%, menos de 20% ou menos de 30% de
insulina administrada, em média, por dia quando comparado 4 dose média de
pré-tratamento de insulina por dia. Em certas modalidades, uma tnica rodada
de tratamento ou rodada de tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada
12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, ou a cada 24 meses com um
anticorpo anti-CD3 humano de acordo com métodos da invengdo (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3
humano), resulta em uma dose diaria média de insulina que & 10%, 20%,
50%, 75%, 90%, 99% menos que a dose diaria média de insulina requerida
para um paciente similarmente situado (isto é, pardmetros quimicos similares
no comego do periodo do més ou ano) que ndo recebeu o tratamento de
anticorpo anti-CD3 humano.

Em outras modalidades, com respeito ao tratamento de um
individuo diagnosticado com diabetes autoimune, ou tendo uma predisposi¢do
a esta, os métodos da invencdo resultam em uma redugdo em episddios
hipoglicémicos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais episodios em um periodo de um dia,
dois dias, 5 dias, 10 dias ou 15 dias quando comparado a pacientes
similarmente situados que nfo foram administrados com o anticorpo anti-CD3
humano da invengio.

Em modalidades especificas, o individuo recebeu células da
ilhota transplantadas recebeu administragdo de uma quantidade eficaz
profilaticamente ou terapeuticamente do anticorpo anti-CD3 de acordo com
os métodos da invengdo. Em uma modalidade especifica, o individuo que
recebeu células da ilhota transplantadas é um adulto. Em outra modalidade
especifica, o individuo que recebeu células da ilhota transplantadas tem
menos que 21 anos de idade ou tem menos que 18 anos de idade.

Com respeito ao tratamento de esclerose multipla, o anticorpo
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anti-CD3 € administrado para atingir ou manter uma pontuagdo de
desabilidade de acordo com a Escala de Desabilidade Expandida de Kurtzke
(EDSS) de 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0,
8,5, ou 9,0. Além disso, a invengdo fornece métodos tais que apds um unico
tratamento ou tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a
cada 15 meses, a cada 18 meses, a cada 2 anos, a cada 2,5 anos, ou a cada 3
anos com um anticorpo anti-CD3 de acordo com os métodos da inveng¢io (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD?3),
a pontuacdo EDSS € a mesma, ndo mais que meia etapa, ndo mais que uma
etapa, ndo mais que uma etapa e meia, ndo mais que duas etapas, nio mais
que duas etapas e meia, ndo mais que trés etapas, ndo mais que trés etapas €
meia, ndo mais que quatro etapas, ndo mais que quatro etapas € meia, nio
mais que cinco etapas, ndo mais que cinco etapas € meia, ndo mais que seis
etapas, ndo mais que seis etapas e meia, ndo mais que sete etapas, ndo mais
que sete etapas e meia, ndo mais que oito etapas, ndo mais que oito etapas €
meia maior que a pontuagdo EDSS de pré-tratamento, a citada pontuagdo
determinada 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses
apOs o tratamento prévio. Especificamente, em tais métodos da invengéo,
apOs um Unico tratamento ou tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a
cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, a cada 2 anos, a cada 2,5
anos, ou a cada 3 anos com um anticorpo anti-CD3 de acordo com os métodos
da invencdo (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD?3), a pontuagdo EDSS média do paciente aumenta em nao
mais que meia etapa, uma etapa, uma etapa e meia, duas etapas, duas etapas e
meia, trés etapas, trés etapas e meia, quatro etapas, quatro etapas € meia, cinco
etapas, cinco etapas e meia, seis etapas, seis etapas € meia, sete etapas, sete
etapas e meia, oito etapas, oito etapas e meia em rela¢do a pontuagdo de pré-
tratamento, a citada pontuagdo determinada 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15

meses, 18 meses ou 24 meses apds o tratamento prévio. Além disso, apos um
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unico tratamento ou tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12
meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, a cada 2 anos, a cada 2,5 anos, ou a
cada 3 anos com um anticorpo anti-CD3 de acordo com os métodos da
invengdo (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD3), a pontuagdo EDSS média no paciente estd pelo menos
meia etapa, uma etapa, uma etapa e meia, duas etapas, duas etapas e meia, trés
etapas, trés etapas e meia, quatro etapas, quatro etapas e meia, cinco etapas,
cinco etapas e meia, seis etapas, seis etapas e meia, sete etapas, sete etapas €
meia, oito etapas ou oito etapas e meia menor que a pontuacdo em um
paciente que iniciou terapia para esclerose multipla convencional pelo periodo
de 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, 2 anos, 2,5 anos ou 3
anos, a citada pontuagdo determinada 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses,
18 meses, ou 24 meses apods o tratamento prévio. Em modalidades especificas,
6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, 2 anos, 2,5 ano ou 3 anos
apOs tratamento (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com
anticorpos anti-CD3), os pacientes tém uma pontuagdo EDSS de pelo menos
1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, ou 9,0.

Em modalidades especificas da inven¢do, pacientes
diagnosticados com esclerose multipla (p. ex., de acordo com critérios de
McDonald) e antes da administra¢do do anticorpo anti-CD3 da inveng¢do tém
uma pontuagdo EDSS de pelo menos 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0 4,5, 5,0,
5,5,6,0,6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5, 9,0 ou 9,5.

Em outras modalidades com respeito ao tratamento de
esclerose multipla, o anticorpo anti-CD3 ¢ administrado para atingir redugéo
na frequéncia, duragdo e/ou gravidade dos ataques de MS em relagdo ao
mesmo paciente antes da terapia. Além disso, a invenc¢io fornece métodos de
tratamento tais que um Unico tratamento ou tratamento a cada 6 meses, a cada
9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18 meses, a cada 2 anos, a

cada 2,5 anos, ou a cada 3 anos com um anticorpo anti-CD3 de acordo com os
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métodos da invenc¢do (de preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente
com anticorpos anti-CD3), a frequéncia, dura¢do e/ou gravidade dos ataques
de MS sdo reduzidos em 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% ou
90% em relagdo a niveis de pré-tratamento, as citadas determinacdes feitas 6
meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds o tratamento
prévio. Especificamente, em tais métodos da inven¢do, apds um tGnico
tratamento ou tratamento a cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a
cada 15 meses, a cada 18 meses, a cada 2 anos, a cada 2,5 anos, ou a cada 3
anos com um anticorpo anti-CD3 de acordo com os métodos da invengdo (de
preferéncia, sem qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3),
a frequéncia, duragdo e/ou gravidade dos ataques de MS do paciente
aumentam em ndo mais de 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%
ou 90% em relagdo condigdes de pré-tratamento, as citadas determinagdes
feitas 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds 0
tratamento prévio. Além disso, apdés um Gnico tratamento ou tratamento a
cada 6 meses, a cada 9 meses, a cada 12 meses, a cada 15 meses, a cada 18
meses, a cada 2 anos, a cada 2,5 anos, ou a cada 3 anos com um anticorpo
anti-CD3 de acordo com os métodos da invenc¢do (de preferéncia, sem
qualquer tratamento interveniente com anticorpos anti-CD3), a frequéncia,
duragdo e/ou gravidade médias dos ataques de MS sio reduzidas em relagdo a
um paciente que iniciou terapia de esclerose multipla convencional com
parametros clinicos similares e recebeu administra¢do de terapia de esclerose
multipla convencional pelo periodo de 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses,
18 meses, 2 anos, 2,5 anos ou 3 anos, a citada determinagéo feita em 6 meses,
9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses, ou 24 meses apos o tratamento
prévio.

Em outras modalidades com respeito ao tratamento de
psoriase, o anticorpo anti-CD3 ¢ administrado para atingir uma redugcdo na

pontuagio do Indice de Gravidade e Area de Psoriase (PASI) do individuo de
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pelo menos 20%, pelo menos 35%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo
menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos
65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, ou pelo menos
85%, em relacdo a condigdes pré-tratamento, as citadas determinagdes feitas
em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds O
tratamento prévio. Sendo os métodos da invengdo melhoram a pontuagio de
avaliacdo global de um individuo em pelo menos 25%, pelo menos 35%, pelo
menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, ou pelo menos 85%, em relagdo a condi¢des pré-tratamento,
as citadas determinag¢des feitas em 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18
meses ou 24 meses apos o tratamento prévio.

Em outras modalidades com respeito ao tratamento de artrite
reumatoéide, o anticorpo anti-CD3 € administrado para atingir uma melhora na
condi¢do do individuo como avaliado por qualquer escala de gravidade de
artrite conhecida na técnica (p. ex., escala de gravidade de artrite reumatoide
(RASS)) em pelo menos 25%, pelo menos 35%, pelo menos 30%, pelo menos
40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%,
pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 100% em
relacdo a condigles pré-tratamento, as citadas determinacgdes feitas em 6
meses, 9 meses, 12 meses, 15 meses, 18 meses ou 24 meses apds o tratamento
prévio.

Em certas modalidades, o diagnostico de um distarbio
autoimune ou manifestacdo de uma predisposi¢cdo de um distarbio autoimune
¢ baseado na detecgdo de linfécitos T citotoxicos (“CTLs”) que reconhecem
antigenos especificos de doador (isto é, CTLs autorreativos) no sangue
periférico do individuo e/ou tecido alvo do distirbio imune. Em certas

modalidades, o anticorpo anti-CD3 da inveng¢do é administrado para atingir
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uma redugdo de pelo menos 10%, pelo menos 20%, pelo menos 35%, pelo
menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos
55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%,
pelo menos 80%, ou pelo menos 85% em ntimero absoluto, ou proporgio, dos
CTLs autorreativos do individuo como determinado por ensaio de
imunoponto (immunospot) (p. ex., ELISPOT) em relagdo a condig¢do pré-
tratamento, as citadas determinac¢des feitas 6 meses, 9 meses, 12 meses, 15
meses, 18 meses ou 24 meses apos o tratamento prévio.

Em modalidades preferidas, o paciente estd abaixo de 21 anos
de idade, 18 anos de idade, abaixo de 15 anos de idade, abaixo de 12 anos de
idade, abaixo de 9 anos de idade, ou abaixo de 5 anos de idade ou da infincia
até 3 anos de idade, de 2 até 5 anos de idade, de 5 até 9 anos de idade, de 9 até
12 anos de idade, de 12 até 20 anos de idade. Em outras modalidades, o
paciente é um adulto.

A invengdo também fornece métodos de terapia de
combinag¢do. Os métodos da invengdo podem ser efetuados em combinagdo
com qualquer tratamento padr@o para a indicagdo particular, tal como
tratamentos anti-inflamatorios e/ou imunossupressores padrdes administrados
para o tratamento ou melhora de doengas autoimunes. Por exemplo, com
respeito ao tratamento de diabetes tipo 1, a terapia de anticorpo anti-CD3
humano da invengdo pode ser administrada junto com outras terapias para
diabetes, tal como, mas ndo limitando a, administracdo de insulina,
exenatideo, pramlintideo ou uma combinagdo desses. Com respeito ao
tratamento de esclerose multipla, a terapia de anticorpo anti-CD3 humano da
invengdo pode ser administrada com outras terapias conhecidas na técnica
para o tratamento de esclerose maultipla, tal como, mas ndo limitando a,
administragdo de interferon beta (p. ex., AVONEX®, BETASERON® e
REBIF®), imunossupressor (p. ex., mitoxantrona), copolimero de proteina

basica de mielina 1 (p. ex., COPAXONE®), ou uma combinac¢io destes. Os



10

15

20

25

39

anticorpos de CD3 da inven¢do podem adicionalmente ser administrados com
outras terapias tal como anticorpos anti-IL-2, antagonistas de citocina e
terapias esteroidais (por exemplo, mas ndo limitando a, glicocorticoides,
dexametasona, cortisona, hidrocortisona, prednisona, prednisolona,
triancinolona, azulfifina, etc.), anti-inflamatérios nio esteroidais (NSAIDS),
tal como, mas ndo limitando a aspirina, ibufreno, diclofenac, etodolac,
fenoprofen, indometacina, cetolorac, oxaprozina, nabumetona, sulindac,
tolmentina, naproxeno, ou cetoprofeno, imunossupressores, tais como,
metotrexato ou ciclosporina e inibidores de TNF-o, tais como, mas n#o
limitando a, etanercept e infliximab. Em certas modalidades da inveng3o,
individuos que se tornaram refratarios a tratamentos convencionais sdo
tratados usando métodos da inven¢do. Em certas modalidades, o anticorpo
anti-CD3 humano € administrado em combinagdo com um ou mais antigenos
de célula de ilhota, tal como GAD, IA-2 ou outros antigenos que sdo ligados
por autoantigenos encontrados em pacientes com diabetes tipo 1.

A invenc¢do, em outras modalidades, fornece métodos para
produzir anticorpos anti-CD3 humano, particularmente anticorpos derivados
de OKT3, tais como, mas ndo limitando a, OKTy1 (ala-ala), em células CHO.
Em modalidades particulares, a invengdo fornece métodos para produzir
anticorpos anti-CD3 humano compreendendo (a) cultivar células CHO que
foram transfectadas com o vetor de expressio pMGX1303, ou progénie
dessas, em meios sob condi¢des adequadas para a expressio do citado
anticorpo anti-CD3 humano; e (b) recuperar o citado anticorpo anti-CD3
humano a partir dos citados meios.

3.1 TERMINOLOGIA

Conforme aqui utilizado, o termo “cerca de” ou
“aproximadamente”, quando usado em conjunto com um numero, se refere a
qualquer numero dentro de 1, 5 ou 10% do niimero referenciado ou dentro de

erro experimental tipico de métodos usados para medigdo.
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Conforme aqui utilizado, o termo “andlogo” no contexto de
polipeptideos se refere a um polipeptideo que possui uma funcgio idéntica ou
similar conforme um segundo polipeptideo, mas nido necessariamente
compreende uma sequéncia de aminodcidos idéntica ou similar do segundo
polipeptideo, ou possui uma estrutura idéntica ou similar ao segundo
polipeptideo. Um polipeptideo que tem uma sequéncia de aminoacidos similar
se refere a um segundo polipeptideo que satisfaz pelo menos um dos
seguintes: (a) um polipeptideo que tém uma sequéncia de aminoacidos que
possui pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%,
pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de identidade com a sequéncia de
aminoacidos de um segundo polipeptideo; (b) um polipeptideo codificado por
uma sequéncia nucleotidica que se hibridiza sob condi¢des estringentes a uma
sequéncia nucleotidica codificando um segundo polipeptideo de pelo menos 5
residuos de aminoécidos contiguos, pelo menos 10 residuos de amino4cidos
contiguos, pelo menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 20
residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 25 residuos de aminoacidos
contiguos, pelo menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 50
residuos de aminodacidos contiguos, pelo menos 60 residuos de aminoacidos
contiguos, pelo menos 70 residuos de amino4cidos contiguos, pelo menos 80
residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 90 residuos de aminoacidos
contiguos, pelo menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos
125 residuos de aminoacidos contiguos, ou pelo menos 150 residuos de
aminoacidos contiguos; e (c) um polipeptideo codificado por uma sequéncia
nucleotidica que possui pelo menos pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo
menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos
60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%o,

pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de
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identidade com a sequéncia nucleotidica codificando um segundo
polipeptideo. Um polipeptideo com estrutura similar a um segundo
polipeptideo se refere a um polipeptideo que tem uma estrutura secundaria,
terciaria ou quaternaria similar ao segundo polipeptideo. A estrutura de um
polipeptideo pode ser determinada por métodos conhecidos por aqueles
versados na técnica, incluindo, mas ndo limitando a, sequenciamento
peptidico, cristalografia de raios-X, ressonincia magnética nuclear, dicroismo
circular e microscopia eletrénica por cristalografia.

Para determinar a identidade porcentual de duas sequéncias de
aminoacidos ou de duas sequéncias de acido nucleico, as sequéncias sio
alinhadas para fins de comparagdo 6tima (p. ex., interrup¢des podem ser
introduzidas na sequéncia de uma primeira sequéncia de aminoacidos ou
acido nucleico para alinhamento 6timo com uma segunda sequéncia de
aminoacidos ou 4cido nucleico). Os residuos de aminoécidos ou nucleotideos
em posi¢des de aminodcidos ou posigdes nucleotidicas correspondentes sdo
entdo comparados. Quando uma posi¢do na primeira sequéncia é ocupada
pelo mesmo residuo de aminoacido ou nucleotideo como a posi¢do
correspondente na segunda sequéncia, entdo as moléculas sdo idénticas
naquela posi¢do. A identidade porcentual entre as duas sequéncias é uma
fun¢do do nimero de posi¢des idénticas compartilhadas pelas sequéncias (isto
€,% de identidade = numero de posi¢des de sobrepostas idénticas/numero
total de posi¢cdes x 100%). Em uma modalidade, as duas sequéncias tém o
mesmo comprimento.

A determinagdo de identidade porcentual entre duas
sequéncias também pode ser realizada usando um algoritmo matematico. Um
exemplo preferido, ndo limitante de um algoritmo matematico utilizado para a
compara¢do de duas sequéncias € o algoritmo de Karlin e Altschul, 1990,
Proc Natl Acad USA 87: 2264-2268, modificado como em Karlin e Altschul,
1993, Proc Natl Acad USA 90: 5873-5877. Tal algoritmo € incorporado nos
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programas NBLAST e XBLAST de Altschul et al, 1990, J Mol Biol 215:
403. Buscas nucleotidicas de BLAST podem ser realizadas com os
parametros do programa nucleotidico NBLAST ajustados, p. ex., para
pontuacdo=100, comprimento de palavra=12 para obter sequéncias
nucleotidicas homodlogas a moléculas de acido nucleico da presente invengao.
Buscas proteicas de BLAST podem ser realizadas com os pardmetros do
programa XBLAST ajustados, p. ex., para pontuagio=50, comprimento de
palavra=3 para obter sequéncias de aminoacidos homélogas a moléculas
proteicas da presente invengdo. Para obter alinhamentos interrompidos para
fins de comparagdo, Gapped BLAST pode ser utilizado como descrito em
Altshul et al.,, 1997, Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402. Sendo, PSI-BLAST
pode ser usado para realizar uma busca iterada que detecta relagdes distantes
entre moléculas (I/d.). Quando se utiliza os programas BLAST, Gapped
BLAST e PSI-BLAST, os pardmetros padrdes dos respectivos programas (p-
ex., XBLAST e NBLAST) podem ser usados (veja, p. ex., portal do NCBI).
Outro exemplo preferido, ndo limitante de um algoritmo matematico utilizado
para a comparagdo de sequéncias é o algoritmo de Myers e Miller, 1988,
CABIOS 4: 11-17. Tal algoritmo ¢ incorporado no programa ALIGN (versdo
2.0) que ¢é parte do pacote de programas de alinhamento de sequéncias GCG.
Quando se utiliza o programa ALIGN para comparar sequéncias de
aminoacidos, uma tabela de residuo de peso PAMI120, uma penalidade de
comprimento de interrup¢do de 12 e uma penalidade de interrup¢do de 4
podem ser usadas.

A identidade porcentual entre duas sequéncias pode ser
determinada usando técnicas similares aquelas descritas acima, com ou sem
permitir interrupgdes. No calculo de identidade porcentual, tipicamente
apenas pareamentos exatos sdo contados.

Conforme aqui utilizado, o termo “analogo” no contexto de

um analogo ndo proteinaceo se refere a uma segunda molécula organica ou
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inorgénica que possui uma fungdo similar ou idéntica a uma primeira
molécula orgénica ou inorginica e € estruturalmente similar a primeira
molécula orgénica ou inorganica.

Conforme aqui utilizado, o termo ‘“antagonista” ¢©
“antagonistas” se referem a qualquer proteina, polipeptideo, peptideo,
anticorpo, fragmento de anticorpo, molécula grande ou molécula pequena
(menos de 1 kD) que bloqueia, inibe, reduz ou neutraliza a funcdo, atividade
e/ou expressdo de outra molécula. Em varias modalidades, um antagonista
reduz a funcdo atividade e/ou expressdo de outra molécula em pelo menos
10%, pelo menos 15%, pelo menos 20%, pelo menos 25%, pelo menos 30%,
pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo
menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%,
ou pelo menos 99% em relagdo a um controle tal como salina tamponado com
fosfato (PBS).

Conforme aqui utilizado, os termos “anticorpo” e “anticorpos”
se referem a anticorpos monoclonais, anticorpos multiespecificos, anticorpos
humanos, anticorpos humanizados, anticorpos quiméricos, Fvs de cadeia
unica (scFv), anticorpos de cadeia Unica, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'),
anticorpos Fvs ligados por dissulfeto (sdFv) e anti-idiotipicos (anti-1d)
(incluindo, p. ex., anticorpos anti-Id para anticorpos da invengdo) €
fragmentos de ligagdo a epitopo de qualquer um dos acima. Em particular,
anticorpos  incluem moléculas de imunoglobulina e fragmentos
imunologicamente ativos de moléculas de imunoglobulina, isto é, moléculas
que contém um sitio de ligagdo a antigeno. Moléculas de imunoglobulina
podem ser de qualquer tipo (p. ex., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), classe (p-
ex., IgGy, IgGy, IgGs;, IgGy, IgA, e IgA,) ou subclasse.

Conforme aqui utilizado, o termo “peptideo C” se refere a um

peptideo de 31 aminodcidos clivado a partir da pro-insulina conforme ela €



10

15

20

25

44

convertida em insulina. A pro-insulina consiste em uma cadeia A, um
peptideo de conexdo (peptideo C) e uma cadeia B. Apds a pro-insulina ser
clivada, o peptideo C permanece nos granulos secretorios de células beta no
pincreas com a insulina e é co-secretado com a insulina em resposta a
estimulagdo por glicose. O peptideo C € assim liberado a partir do péancreas
em quantidades equimolares com a insulina e pode ser usando como um
marcador de produgdo de insulina enddgena.

Conforme aqui utilizado, o termo “derivado” no contexto de
polipeptideos se refere a um polipeptideo que compreende uma sequéncia de
aminoacidos que foi alterado pela introducdo de substitui¢des, delegdes ou
adi¢ées de residuos de aminoacidos. O termo “derivado” conforme aqui
utilizado também se refere a um polipeptideo que foi modificado, isto é, pela
adesdo covalente de qualquer tipo de molécula ao polipeptideo. Por exemplo,
mas ndo por modo de limitagdo, um anticorpo pode ser modificado, p. ex., por
glicosilagdo, acetilagdo, peguila¢do, fosforilagdo, amidacgdo, derivagdo por
grupos protetores/bloqueadores conhecidos, clivagens proteoliticas, ligagdo a
um ligante ou outra proteina celular, etc. Um polipeptideo derivado pode ser
produzido por modificagdes quimicas usando técnicas conhecidas por aqueles
versados na técnica, incluindo, mas n3o limitando a clivagem quimica
especifica, acetilagdo, formilagdo, sintese metabdlica de tunicamicina, etc.
Adicionalmente, um polipeptideo derivado pode conter um ou mais
aminoacidos néo classicos. Um derivado de polipeptideo possui uma fungédo
similar ou idéntica conforme o polipeptideo a partir do qual ele foi derivado.

Conforme aqui utilizado, o termo “disturbio” e “doenga” sao
usado alternadamente para referirem-se a uma patologia em um individuo.
Em particular, o termo “doenga autoimune” é usado alternadamente com o
termo “distarbio autoimune” para referir-se a uma patologia em um individuo
caracterizada por injuria celular, tecidual e/ou a 6rgdos causada por uma

reagdo imunolégica do individuo para suas préprias células, tecidos e/ou
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orgaos.

Conforme aqui utilizado, o termo “epitopos” se refere a
fragmentos de um polipeptideo ou proteina que tém atividade antigénica ou
imunogénica em um animal, de preferéncia em um mamifero e da maior
preferéncia em um humano. Um epitopo que tem uma atividade imunogénica
€ um fragmento de um polipeptideo ou proteina que elicita uma resposta de
anticorpo em um animal. Um epitopo que tem atividade antigénica é um
fragmento de um polipeptideo ou proteina ao qual um anticorpo se liga
imunoespecificamente como determinado por qualquer método bem
conhecido por alguém versado na técnica, por exemplo, por imunoensaios.
Epitopos antigénicos ndo precisam necessariamente ser imunogénicos.

[3

Conforme aqui utilizado, o termo “regido Fc¢” é usado para
definir uma regido C-terminal de uma cadeia pesada de IgG. Embora os
limites possam variar levemente, a regido Fc de cadeia pesada de IgG humana
€ definida por estender-se de Cys226 até a extremidade carbdxi-terminal. A
regido Fc de uma IgG compreende dois dominios constantes, CH2 e CH3. O
dominio CH2 de uma regido Fc de IgG humana geralmente se estende do
aminoacido 231 até o aminoacido 341. O dominio CH3 de uma regido Fc de
IgG humana geralmente se estende do aminoacido 342 até 447. A regido Fc
de uma IgG compreende dois dominios constantes, CH2 e CH3. O dominio
CH2 de uma regido Fc de IgG humana (também referido como dominio
“Cy2”) geralmente se estende do aminoacido 231-340. O dominio CH2 ¢é
Unico em que ele ndo esta intimamente pareado com outro dominio. Em vez
disso, duas cadeias de carboidrato ramificadas ligadas por N sdo interpostas
entre os dois dominios CH2 de uma IgG nativa intacta.

Por todo o presente relatorio descritivo, a numerag¢do dos
residuos em uma cadeia pesada de IgG € aquela do indice EU como em Kabat

et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed. Public Health

Service, NH1. MD (1991), expressamente incorporadas aqui como
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aminodcidos contiguos, pelo menos 50 residuos de aminoacidos contiguos,
pelo menos 60 residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 70 residuos de
aminodcidos contiguos, pelo menos 80 residuos de aminoacidos contiguos,
pelo menos 90 residuos de aminoacidos contiguos, pelo menos 100 residuos
de aminoacidos contiguos, pelo menos 125 residuos de aminoacidos
contiguos, pelo menos 150 residuos de amino4acidos contiguos, pelo menos
175 residuos de aminoécidos contiguos, pelo menos 200 residuos de
aminodcidos contiguos, ou pelo menos 250 residuos de aminoacidos
contiguos da sequéncia de aminoacidos de segundo polipeptideo, diferente,
em que o citado peptideo ou polipeptideo retém pelo menos uma fungdo do
segundo polipeptideo, diferente.

Conforme aqui utilizado, o termo “proteina de fusdo” se refere
a um polipeptideo que compreende uma sequéncia de aminoacidos de uma
primeira proteina ou fragmento funcional, analogo ou derivado desse e uma
sequéncia de aminoécidos de uma proteina heterdloga (isto é, uma segunda
proteina ou fragmento funcional, andlogo ou derivado desse). Em
modalidades particulares, uma proteina de fusdo compreende uma molécula
de liga¢do a CD3 e uma proteina heterdloga, polipeptideo ou peptideo.

Conforme aqui utilizado, o termo “célula hospedeira” se refere
a célula individual particular transfectada com uma molécula de acido
nucleico e a progénie ou progénie potencial de tal célula. A progénie de tal
c€lula pode nio ser idéntica a célula parental transfectada com a molécula de
acido nucleico devido a muta¢des ou influéncias ambientais que podem
ocorrer em geragdes sucessivas ou integracdo da molécula de acido nucleico
no genoma da célula hospedeira.

Conforme aqui utilizado, o termo “se hibridiza sob condi¢des
estringentes” descreve condi¢des para hibridizagdo e lavagem sob as quais
sequéncias nucleotidicas com pelo menos 60% (65%, 70% de preferéncia

75%, 80% ou 85% e de maior preferéncia, 90% ou 95%) de identidade umas
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com as outras permanecem tipicamente hibridizadas umas as outras. Tais
condi¢gdes estringentes sdo conhecidas por aqueles versados na técnica e
podem ser encontradas em Current Protocols in Molecular Biology, John
Wiley & Sons, NY (1989) 6.3.1-6.3.6. Em um, exemplo ndo limitante
condi¢bes de hibridizagdo estringente s3o hibridizagdo em cloreto de
sodio/citrato de sédio (SSC) 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais
lavagens em SSC 0,1X, SDS 0,2% em cerca de 68°C. Em um exemplo
preferido, nd@o limitante condigdes de hibridiza¢do estringente sdo
hibridizagdo em SSC 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais
lavagens em SSC 0,2 X, SDS 0,1% em 50-65°C (isto €, uma ou mais lavagens
a 50°C, 55°C, 60°C ou 65°C). Entende-se que os acidos nucleicos da
invencdo ndo incluem moléculas de acido nucleico que se hibridizam sob
essas condigdes somente a uma sequéncia nucleotidica que consiste em
apenas nucleotideos A ou T.

Conforme aqui utilizado, o termo “episodio hipoglicémico™ se
refere a um nivel de glicose sanguineo em um individuo de menos de 60
mg/dL que resulta em sintomas tipicos de hipoglicemia tal como encharque
de suor, nausea, visdo borrada (p. ex., vendo pontos), instabilidade, labios
e/ou lingua dormente, irritabilidade, desmaio, pele pegajosa, confusio,
nervosismo, fraqueza e/ou batimento cardiaca rapido.

Conforme aqui utilizado, o termo “agente imunomodulatorio”
e variagdes deste se referem a um agente que modula um sistema imune do
hospedeiro. Em certas modalidades, um agente imunomodulatério é um
agente imunossupressor. Em certas outras modalidades, um agente
imunomodulatoério ¢ um agente  imunoestimulatério. Agentes
imunomodulatoérios incluem, mas ndo estdo limitados a, moléculas pequenas,
peptideos, polipeptideos, proteinas de fusdo, anticorpos, moléculas
inorganicas, agentes miméticos e moléculas orgénicas.

(13

Conforme aqui utilizado, o termo se liga
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imunoespecificamente a um antigeno” e termos andlogos se referem a
peptideos, polipeptideos, proteinas de fusdo e anticorpos ou fragmentos
desses que se ligam especificamente a um antigeno ou um fragmento e ndo se
ligam especificamente a outros antigenos. Um peptideo ou polipeptideo que
se liga imunoespecificamente a um antigeno pode se ligar a outros peptideos
ou polipeptideos com afinidade mais baixa como determinado, p. ex., por
imunoensaios, BIAcore, ou outros ensaios conhecidos na técnica. Anticorpos
ou fragmentos que se ligam imunoespecificamente a um antigeno pode reagir
cruzadamente com antigenos relacionados. De preferéncia, anticorpos ou
fragmentos que se ligam imunoespecificamente a um antigeno ndo reagem
cruzadamente com outros antigenos.

Conforme aqui utilizado, 0 termo “se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3” e termos analogos se referem
a peptideos, polipeptideos, proteinas de fusdo e anticorpos ou fragmentos
desses que se ligam especificamente a um polipeptideo CD3 ou um fragmento
deste e ndo se ligam especificamente a outros polipeptideos. Um peptideo ou
polipeptideo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 pode
se ligar a outros peptideos ou polipeptideos com afinidade mais baixa como
determinado, p. ex., por imunoensaios, BIAcore, ou outros ensaios
conhecidos na técnica. Anticorpos ou fragmentos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 podem reagir cruzadamente
com antigenos relacionados. De preferéncia, anticorpos ou fragmentos que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 ou fragmento desse nio
reagem cruzadamente com outros antigenos. Anticorpos ou fragmentos que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 podem ser identificados,
por exemplo, por imunoensaios, BIAcore, ou outras técnicas conhecidas por
aqueles na técnica. Um anticorpo ou fragmento desse se liga especificamente
e um polipeptideo CD3 quando ele se liga a um polipeptideo CD3 com

afinidade mais alta que a qualquer antigeno de reagdo cruzada como
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determinado usando técnicas experimentais, tais como radioimunoensaios
(RIA) e ensaios imunoadsorventes ligados a enzima (ELISAs). Veja, p. ex.,

Paul, ed., 1989, Fundamental Immunology Second Edition, Raven Press,

Nova lorque nas paginas 332-336 para uma discussdo quanto a especificidade
de anticorpo.

Conforme aqui utilizado, o termo “em combinag¢do” se refere
ao uso de mais de um agente profilatico e/ou terapéutico. O uso do termo “em
combinagdo” ndo restringe a ordem em que agentes profilaticos e/ou
terapéuticos sdo administrados a um individuo com uma doenga ou disturbio.
Um primeiro agente profilatico ou terapéutico pode ser administrado antes (p.
eX., 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas,
6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, ou 12
semanas apos) da administragio de um segundo agente profilatico ou
terapéutico (diferente do primeiro agente profilatico ou terapéutico) a um
individuo com uma doenga ou disturbio.

Conforme aqui utilizado, o termo “isolado” no contexto de um
peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo se refere a um
peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo que ¢é
consideravelmente livre de material celular ou proteinas contaminantes da
célula ou fonte tecidual a partir da qual ele é derivado, ou consideravelmente
livte de precursores quimicos ou outras substdncias quimicas quando
sintetizado quimicamente. A linguagem “consideravelmente livre de material
celular” inclui preparagdes de peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou
anticorpo em que o peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo é
separado de componentes celulares das células a partir das quais ele é isolado
ou produzido recombinantemente. Assim, um peptideo, polipeptideo, proteina
de fusdo ou anticorpo que € consideravelmente livre de material celular inclui

preparacgdes de um peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo que
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tem menos de cerca de 30%, 20%, 10% ou 5% (por peso seco) de proteina
heterdloga (também referida como “proteina contaminante”). Quando o
peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo é produzido
recombinantemente, ele também € de preferéncia, consideravelmente livre de
meio de cultura, isto €, o meio de cultura representa menos de cerca de 20%,
10% ou 5% do volume da preparagdo de proteina. Quando o peptideo,
polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo € produzido por sintese quimica,
cle é de preferéncia consideravelmente livre de precursores quimicos ou
outras substancias quimicas, isto é, ele é separado de precursores quimicos ou
outras substincias quimicas que estdo envolvidas na sintese do peptideo,
polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo. Consequentemente, tais
preparagdes de um peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou anticorpo tém
menos de cerca de 30%, 20%, 10% ou 5% (por peso seco) de precursores
quimicos ou compostos fora o peptideo, polipeptideo, proteina de fusdo ou
anticorpo de interesse. Em uma modalidade preferida, uma molécula de
ligagdo a CD3 ¢ isolada. Em outra modalidade preferida, um anticorpo anti-
CD3 humano ¢ isolado.

Conforme aqui utilizado, o termo “isolado” no contexto de
moléculas de 4cido nucleico se refere a uma molécula de acido nucleico que é
separada de outras moléculas de acido nucleico que estdo presentes na fonte
natural da molécula de acido nucleico. Além disso, uma molécula de acido
nucleico “isolada”, tal como uma molécula de cDNA, pode ser
consideravelmente livre de outro material celular, ou meio de cultura quando
produzida por técnicas recombinantes, ou consideravelmente livre de
precursores quimicos ou outras substancias quimicas quando sintetizado
quimicamente e pode ser livre de cDNA ou outras moléculas de DNA
gendmico, p. ex., foi isolada de outros clones em uma biblioteca de acido
nucleico. Em uma modalidade preferida, uma molécula de acido nucleico que

codifica uma molécula de ligagdo a CD3 ¢ isolada. Em outra modalidade
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preferida, uma molécula de 4cido nucleico que codifica um anticorpo anti-
CD3 humano € isolada.

Conforme aqui utilizado, os termos “ndo responsivo” e
“refratario” descrevem pacientes tratados com um agente profilatico ou
terapéutico atualmente disponivel para um disturbio autoimune que ndo ¢
clinicamente adequado para abrandar um ou mais sintomas associados com o
distarbio imune. Tipicamente, tais pacientes sofrem de doenga grave,
persistentemente ativa e requerem terapia adicional para melhorar os sintomas
associados com seus distirbios autoimunes.

Conforme aqui utilizado, o termo “inicio” de doenga com
referéncia a diabetes tipo 1 se refere a um paciente que conflui com os
critérios estabelecidos para diagnostico de diabetes tipo 1 pela Associacdo de
Diabetes Americana (veja, Mayfield et al, 2006, Am Fam Physician 58:
1355-1362).

Conforme aqui utilizado, os termos “acido nucleicos” e
“sequéncias nucleotidicas” incluem moléculas de DNA (p. ex., cDNA ou
DNA gendmico), moléculas de RNA (p. ex., mRNA), combinac¢des de
moléculas de DNA e RNA ou moléculas de DNA/RNA hibridas e analogos
de moléculas de DNA ou RNA. Tais andlogos podem ser gerados usando, por
exemplo, analogos nucleotidicos, que incluem, mas nio estdo limitados a,
bases de inosina ou tritiladas. Tais analogos também podem compreender
moléculas de DNA ou RNA compreendendo cernes modificados que
proporcionam atributos benéficos as moléculas tal como, por exemplo,
resisténcia a nuclease ou uma habilidade aumentada para cruzar membranas
celulares. Os 4acidos nucleicos ou sequéncias nucleotidicas podem ser de
simples fita, de dupla fita, podem conter tanto porg¢des de simples fita como
de dupla fita e podem conter por¢des de tripla fita, mas de preferéncia sdo
DNA dupla fita.

Conforme aqui utilizado, os termos “agente profilatico” e
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“agentes profilaticos” se referem a moléculas de liga¢do a CD3 que podem ser
usadas na prevengdo, tratamento, controle ou melhora de um ou mais
sintomas de uma doeng¢a autoimune. Em certas modalidades, o termo “agente
profilatico” se refere a anticorpos anti-CD3 humano (p. ex., OKT3 e variantes
e derivados deste).

Conforme aqui utilizado, o termo “quantidade profilaticamente
eficaz” se refere aquela quantidade de uma molécula de ligagdo a CD3
suficiente para prevenir o desenvolvimento, recorréncia ou inicio de um ou
mais sintomas de um distarbio. Em certas modalidades, o termo “quantidade
profilaticamente eficaz” se refere a quantidade de um anticorpo anti-CD3
humano suficiente para prevenir o desenvolvimento, recorréncia ou inicio de
um ou mais sintomas de um distirbio.

Conforme aqui utilizado, o termo “prevenir”, “prevenindo” e
“prevencdo” se referem a prevencdo da recorréncia ou inicio de um ou mais
sintomas de um disturbio autoimune ou inflamatério em um individuo
resultando da administragdo de um agente profilatico ou terapéutico.

Conforme aqui utilizado, um “protocolo” inclui programas de
dosagem e regimes de dosagem. Os protocolos aqui sdo métodos de uso e
incluem protocolos profilaticos e terapéuticos. Um “regime de dosagem” ou
“curso de tratamento” pode incluir a administragdo de varias doses de um
agente terapéutico ou profilatico por 1 até 20 dias.

Conforme aqui utilizada, a expressio “efeitos colaterais”
abrange efeitos indesejados e adversos de um agente terapéutico ou
profilatico. Efeitos adversos sdo sempre indesejados, mas efeitos indesejados
ndo sdo necessariamente adversos.

Conforme aqui utilizado, os termos “individuo” e “paciente”
sdo usados alternadamente. Conforme aqui utilizado, os termos “individuo” e
“individuos” se referem a um animal, de preferéncia um mamifero incluindo

um ndo primata (p. e€x., uma vaca, porco, cavalo, gato, cachorro, rato e
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camundongo) e um primata (p. ex., um macaco ou um humano) e de maior
preferéncia um humano.

Conforme aqui utilizado, o termo “sinergistico” se refere a
uma combinacdo de agentes profilaticos ou terapéuticos que € mais eficaz que
os efeitos aditivos do agente na combinagdo quando administrado
individualmente. Um efeito sinergistico de uma combinacdo de agentes
profilaticos ou terapéuticos pode permitir o uso de dosagens mais baixas de
um ou mais agentes e/ou administragdo menos frequente dos citados agentes a
um individuo com um distarbio autoimune. A habilidade para utilizar
dosagens mais baixas de agentes profilaticos ou terapéuticos e/ou para
administrar os citados agentes menos frequentemente reduz a toxicidade
associada com a administragdo dos citados agentes a um individuo sem
reduzir a eficacia dos citados agentes na preveng¢do ou tratamento de
distarbios autoimunes. Além disso, um efeito sinergistico pode resultar em
eficacia melhorada de agentes na preveng¢do ou tratamento de distarbios
autoimunes. Finalmente, efeito sinergistico de uma combinagdo de agentes
profilaticos ou terapéuticos pode evitar ou reduzir efeitos colaterais adversos
ou indesejados associados com terapia de agente unico.

Conforme aqui utilizado, os termos ‘“agente terapéutico” e
“agentes terapé€uticos” se referem a moléculas de ligacdo a CD3 que podem
ser usadas na prevencdo, tratamento, controle ou melhora de um ou mais
sintomas de uma doenga autoimune ou inflamatéria. Em certas modalidades,
o termo “agente terapéutico” se refere a anticorpos anti-CD3 humano (p. ex.,
OKT3 e variantes e derivados deste).

Conforme  aqui  utilizado, o termo  “quantidade
terapeuticamente eficaz” se refere aquela quantidade de um agente terapéutico
suficiente para resultar em melhora de um ou mais sintomas de um disturbio.
Com respeito a diabetes, uma quantidade terapeuticamente eficaz de

preferéncia se refere a quantidade de agente terapéutico que reduz
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requerimentos de insulina didria média do individuo em pelo menos 20%,pelo
menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos
45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%,
pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo
menos 90%, pelo menos 95%.

Conforme aqui utilizado, os termos “tratar”, “tratamento” e
“tratando” se referem a melhora de um ou mais sintomas associados com um
distarbio autoimune ou inflamatoério que resulta da administra¢gdo de uma ou
mais moléculas de ligagdo a CD3. Em particular, tais termos se referem a
melhora de um ou mais sintomas associados com um distirbios autoimunes
que resulta da administragdo de um ou mais anticorpos anti-CD3 humano.
4. DESCRICAO DA FIGURAS

FIGS. 1A e 1B. Sequéncias de regides variaveis de OKT3. A
FIG. 1A e a FIG. 1B mostram os alinhamentos da sequéncia (linha 1) de
aminoacidos de dominio variavel da cadeia leve de OKT3 (FIGS. 1A) (SEQ
ID NO: 1) e da cadeia pesada (FIGS. 1B) (SEQ ID NO: 5), a sequéncia de
dominio variavel dos anticorpos humanos escolhidos como estrutura
aceitadora de cadeia pesada e leve (linha 2) (SEQ ID Nos: 2 e 6,
respectivamente) e as sequéncias de dominio variavel de OKT3 humanizado
(linhas 3-5) (SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQID NO: 8 ¢
SEQ ID NO: 9). As escolhas de CDR séo isoladamente sublinhadas. Linhas 3-
5 mostram apenas diferengas a partir da sequéncia aceitadora humana, com as
diferencas ndo CDR mostradas com duplo sublinhado. Tracejados indicam
interrupgdes introduzidas nas sequéncias para maximizar o alinhamento. A
numeracdo € como em Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological

Interest, 5* Ed. Public Health Service, NH1. MD (1991), que ¢ incorporada

aqui como referéncia.
FIGS. 2A-2D. FIGS. 2A e 2B, sequéncias de aminoacidos e

nucleotidica, respectivamente, da cadeia leve de OKT3y1 humanizado (SEQ
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ID Nos: 10 e 11, respectivamente). FIGS. 2C e 2D, sequéncias de
aminodacidos e nucleotidica, respectivamente, da cadeia pesada de OKT3yl
humanizado (ala-ala) (SEQ ID Nos: 12 e 13, respectivamente).

FIG. 3. Representagdo esquematica de vetor de expressdo em
mamifero pMGX1303, contendo regides codificantes para OKT3 humanizado
e capaz de promover a expressdo do anticorpo humanizado em célula CHO.

5. DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invenc¢do fornece métodos para tratar, prevenir,
diminuir a progressdo de, ou melhorar os sintomas de doengas ou distirbios
autoimunes usando proteinas, particularmente, anticorpos, direcionados
contra o complexo CD3 associado com o receptor de célula T humana ou
TcR. Em modalidades particulares, o anticorpo se liga a subunidade épsilon
do complexo CD3. Os métodos da invengdo podem ser usados com qualquer
anticorpo anti-CD3 humano apresentado aqui ou conhecido na técnica, p. ex.,
OKT3, ChAglyCD3 (TRX4™) HUM291 (visilizumab; Nuvion™), UCHT],
Leu4, 500A2, CLB-T3/3, BMAO030 e YTH 12,5 e varia¢gdes ou derivados
desse. Em uma modalidade da inveng¢do o anticorpo é OKT3, de preferéncia
versdes humanizadas de OKT3 ou um anticorpo que compete pela ligacdo,
por exemplo, como determinado por ensaio de imunoprecipitagdo ou ELISA,
com OKT3. Em outra modalidade, o anticorpo é OKT3 humanizado, que foi
modificado em um ou mais residuos de aminoacidos para exibir ativagdo de
célula T e/ou ligagdo a FcR reduzidas quando comparado com um anticorpo
OKT3 humanizado ndo modificado, tal como tendo uma alanina, p. ex., no
residuo niumero 234 do dominio Fc e uma alanina, p. ex., no residuo nimero
235 do dominio Fc. De preferéncia, os anticorpos anti-CD3 humano sdo
administrados em dosagens mais baixas ou por periodos mais curtos de tempo
que regimes de dosagem anteriores. Em particular, a inven¢do contempla
regimes de dosagem em que menos de 9.000 ng/m’> e de preferéncia, menos

de 8.000 pg/m?, menos de 7.500 pg/m’, menos de 7.000 ng/m’, ou menos de
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modulam a atividade de célula T de sangue periférico.

Em uma modalidade especifica, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 inibem ativacdo de célula T em
pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo
menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos
70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95%, ou pelo menos 98% e inibem proliferacdo de célula T em
pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo

menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos
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ex., o anticorpo monoclonal OKT3 murino) expressio e/ou liberagdo de
citocina em um ensaio in vivo ou in vitro descrito aqui ou bem conhecido por
alguém versado na técnica. Em uma modalidade especifica, anticorpos que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 nio induzem um
aumento na concentragdo de citocinas tais como, p. ex., IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-9, IL-12 e IL-15 no soro de um individuo que recebeu administragdo de
tal anticorpo. Em uma modalidade alternativa, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 induzem expressio e/ou
liberagdo de citocina em um ensaio in vivo ou in vitro descrito aqui ou bem
conhecido por alguém versado na técnica, mas em niveis menores que aqueles
induzidos por anticorpos anti-CD3 nio modificados, tais como o anticorpo
monoclonal OKT3 murino. Concentra¢des de soro de um citocina podem ser
medidas por qualquer técnica bem conhecida por alguém versado na técnica
tal como, p. ex., ELISA.

Em outra modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo induzem anergia de célula T em um
ensaio in vivo ou in vitro descrito aqui ou bem conhecido por alguém versado
na técnica. Em uma modalidade alternativa, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 ndo induzem anergia de célula
T em um ensaio in vivo ou in vitro descrito aqui ou bem conhecido por
alguém versado na técnica. Em outra modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 elicitam um estado de ndo
responsividade antigeno-especifica por pelo menos 30 minutos, pelo menos 1
hora, pelo menos 2 horas, pelo menos 6 horas, pelo menos 12 horas, pelo
menos 24 horas, pelo menos 2 dias, pelo menos 5 dias, pelo menos 7 dias,
pelo menos 10 dias ou mais em um ensaio in vivo ou in vitro descrito aqui ou
conhecido por alguém versado na técnica.

Em outra modalidade, anticorpos que se ligam

imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 inibem a ativagdo de célula T
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em pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%,
pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 98% e inibem proliferagdo de célula T
em pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo menos 35%, pelo menos 40%,
pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 98% em um ensaio in vivo ou in vitro
descrito aqui ou bem conhecido por alguém versado na técnica.

Ainda em outra modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 concluem cobertura ou
modulagdo de célula T em pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos
60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 98% e
inibem proliferagdo de célula T em pelo menos 25%, pelo menos 30%, pelo
menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos
60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%, pelo
menos 99% e de preferéncia em 100% em um ensaio in vivo ou in vitro
descrito aqui ou bem conhecido por alguém versado na técnica.

Em outra modalidade, o dominio Fc de um anticorpo que se
liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 ndo se liga
detectavelmente a um ou mais dos receptores Fc (“FcR”) FcRI, FcRII e/ou
FcRIII expressos por uma célula imune tal como célula T, mondcito e
macrofago.

Anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 incluem, mas nio estdo limitados a, anticorpos
monoclonais, anticorpos multiespecificos, anticorpos humanos, anticorpos

humanizados, anticorpos quiméricos, Fvs de cadeia tnica (scFv), anticorpos
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de cadeia Unica, fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), fragmentos F(ab'),,
anticorpos Fvs ligados por dissulfeto (sdFv) e anti-idiotipicos (anti-Id)
(incluindo, p. ex., anticorpos anti-Id para anticorpos da invengdo) €
fragmentos de ligagdo a epitopo de qualquer um dos acima. Em particular,
anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3
incluem moléculas de imunoglobulina e por¢des imunologicamente ativas de
moléculas de imunoglobulina, isto é, moléculas que contém um sitio de
ligagdo a antigeno que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3. As moléculas de imunoglobulina da invengdo podem ser de qualquer
tipo (p. ex., IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), classe (p. ex., IgG, IgG,, 1gGs,
IgGy, IgA, e IgA,) ou subclasse de molécula de imunoglobulina. Em uma
modalidade especifica, os anticorpos que se ligam imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3 e medeiam a atividade de célula T compreendem um
dominio Fc ou fragmento deste (p. ex., CH2, CH3 e/ou as regides de dobra de
um dominio Fc). Em uma modalidade preferida, os anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 e medeiam a atividade de
célula T compreendem um dominio Fc ou fragmento deste que ndo se liga
detectavelmente a um FcR (p. ex., um ou mais de um FcRI, FcRII, FcRIII)
expresso por uma célula imune ou reduziu a ligagdo a FcR quando comparado
a um anticorpo com um dominio Fc selvagem.

Os anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 podem ser de qualquer origem animal incluindo passaros €
mamiferos (p. ex., humano, murino, macaco, ovelha, coelho, cabra,
porquinho-da-india, camelo, cavalo ou galinha). De preferéncia, os anticorpos
da inveng¢do sdo anticorpos humanos, humanizados ou quiméricos. Anticorpos
humanos que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 incluem
anticorpos que tém a sequéncia de aminoacidos de uma imunoglobulina
humana e anticorpos isolados de bibliotecas de imunoglobulina humana ou de

camundongos que expressam anticorpos de genes humanos.
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Os anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 podem ser monoespecificos, biespecificos, triespecificos ou
de maior multiespecificidade. Anticorpos multiespecificos podem ser
especificos para diferentes epitopos de um polipeptideo CD3 ou podem ser
especificos tanto para um polipeptideo CD3 assim como para um epitopo
heter6logo, tal como um polipeptideo heterdlogo ou material de suporte
solido. Veja, p. ex., publicagdes PCT WO 93/17715, WO 92/08802, WO
91/00360 e WO 92/05793; Tutt et al., J Immunol 147: 60-69 (1991); Patente
US Nos. 4.474.893, 4.714.681, 4.925.648. 5.573.920 e 5.601.819 e Kostelny
et al., J Immunol 148: 1547-1553 (1992).

A presente invengdo fornece anticorpos que tém uma alta
afinidade de ligacdo por um polipeptideo CD3. Em uma modalidade
especifica, um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3 tem uma constante de taxa de associag@o ou taxa Kijigseso (@nticorpo (Ab)
+ antigeno (Ag)""#*%*° _-> Ab-Ag) de pelo menos 10°M's™!, pelo menos 5 x
10°M's™!, pelo menos 10°M's™, pelo menos 5 x 10°M s, pelo menos 10'M"
's”, pelo menos 5 x 10'M's™, ou pelo menos 10°M™'s”'. Em uma modalidade
preferida, um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3 tem uma kijigacao de pelo menos 2 x IOSM'ls'l, pelo menos 5 x 10° M'Is'l,
pelo menos 10°M's™, pelo menos 5 x 10°M's™, pelo menos 10'M™'s™, pelo
menos 5 x 10'M™'s™, ou pelo menos 10*°M's™.

Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 tem uma constante de taxa de
associagdo ou taxa Kyesjigamento (anticorpo (Ab) + antigeno (Ag)<éesigamene __>
Ab-Ag) de menos de 107's”', menos de 5 x 10”'s™, menos de 107s™, menos de
5x 107%™, menos de 10 s, menos de 5 x 10'35'], menos de 10™s™, menos de
5x 10™s™, menos de 107s™, menos de 5 x 107s™, menos de 10%s™!, menos de
5% 10%s", menos de 107s™, menos de 5 x 10”s™, menos de 10®s”', menos de

5 x 10%s”, menos de 10”s”, menos de 5 x 10'95'], ou menos de 10"% . Em
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uma modalidade preferida, um anticorpo que se liga imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3 tem uma Kj;gacso de menos de 5 x 10™*s™, menos de 107°%s
' menos de 5 x 10°s™!, menos de 10, menos de 5 x 10!, menos de 107s
1, menos de 5 x 10'75'1, menos de 10'85'1, menos de 5 x 10'85", menos de 107°s”
' menos de 5 x 10”s™, ou menos de 107%™,

Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 tem uma constante de
afinidade ou K, (Kiigagao/Kdesligamento) de pelo menos 10° 1Y pelo menos 5 x 10
M, pelo menos 10> M, pelo menos 5 x 10> M, pelo menos 10* M, pelo
menos 5 x 10* M'l, pelo menos 10° M pelo menos 5 x 10° M, pelo menos
10° M, pelo menos 5 x 10° M, pelo menos 10’ M, pelo menos 5 x 10’ M,
pelo menos 10° M, pelo menos 5 x 108 M, pelo menos 10° M, pelo menos
5 x 10° M, pelo menos 10'° M, pelo menos 5 x 10'° M, pelo menos 10"
M'l, pelo menos 5 x 10" M", pelo menos 10"? M'I, pelo menos 5 x 10" M",
pelo menos 10" M, pelo menos 5 x 10" M, pelo menos 10" M, pelo
menos 5 x 10" M, pelo menos 10"° M, ou pelo menos 5 x 10> M. Ainda
em outra modalidade, um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 tem uma constante de dissociagido ou Ky (Kdesligamento/Kiigagao)
de menos de 1072 M, menos de 5 x 10? M, menos de 1073 M, menos de 5 x 107
> M, menos de 10* M, menos de 5 x 10™ M, menos de 10° M, menos de 5 x
10° M, menos de 107 M, menos de 5 x 10° M, menos de 107 M, menos de 5
x 107 M, menos de 10® M, menos de 5 x 10® M, menos de 10° M, menos de
5x 107 M, menos de 107" M, menos de 5 x 107" M, menos de 107! M,
menos de 5 x 107! M, menos de 102 M, menos de 5 x 1072 M, menos de 10°
3 M, menos de 5 x 107" M, menos de 10" M, menos de 5 x 107" M, menos
de 10> M, ou menos de 5 x 10™"° M.

Em uma modalidade especifica, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 ¢ OKT3 humanizado ou um

fragmento de ligagdo a antigeno deste, p. ex., (uma ou mais regides
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determinantes de complementaridade (CDRs) de OKT3 humanizado). OKT3
tem a sequéncia de aminoacidos divulgada, p. ex., em Patente US Nos.
4.658.019, 6.113.901 e 6.491.916 (cada um das quais € incorporada aqui
como referéncia em sua totalidade), ou a sequéncia de aminoacidos do
anticorpo monoclonal produzido pela linhagem celular depositada na Colegdo
de Cultura Tipo Americana (ATCC®), 10801 University Boulevard,
Manassas, Virginia 20110-2209 em 28 de julho de 1993 como Numero de
Acesso CRL-8001 (que é incorporado aqui como referéncia). Varias versdes
humanizadas de OKT3 também sdo relatadas em Patente US No. 6.491.916.
Em uma modalidade alternativa, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 nio é OKT3, um derivado de
OKT3, p. ex., OKT3 humanizado, um fragmento de ligacdo a antigeno de
OKT3, ou de maior preferéncia, ndo uma versdo quimérica ou humanizada
deste.

Em uma modalidade especifica, a presente invengdo também
fornece anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3, os citados anticorpos compreendendo um dominio pesado varidvel
(“VH”) que tem uma sequéncia de aminoacidos do dominio VH de um OKT3
humanizado (por exemplo, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, ou
SEQ ID NO: 9; FIG. 1B). Em uma modalidade preferida, o anticorpo OKT3
humanizado compreende uma cadeia pesada com a sequéncia de aminoacidos
de hOKT3yl1 (ala-ala) fornecido na FIG. 2D (SEQ ID NO: 13) ou codificado
pela sequéncia nucleotidica de hOKT3y1 (ala-ala) fornecida na FIG. 2C (SEQ
ID NO: 12).

Em uma modalidade especifica, a presente invengdo também
fornece anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3, os citados anticorpos compreendendo um dominio leve variavel (“VL”)

que tem uma sequéncia de aminoacidos do dominio VL de um OKT3

humanizado (por exemplo, SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, ou SEQ ID NO: 4;
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FIG. 1A). Em uma modalidade preferida, o anticorpo OKT3 humanizado
compreende uma cadeia leve com a sequéncia de aminoacidos de hOK T3yl
fornecida na FIG. 2B (SEQ ID NO: 11) ou codificado pela sequéncia
nucleotidica de hOKT3y1 fornecida na FIG. 2A (SEQ ID NO: 10).

A presente invenc¢do também fornece anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os citados anticorpos
compreendendo um dominio VH divulgado aqui, ou um dominio VH de
anticorpo divulgado aqui, combinado com um dominio VL divulgado aqui, ou
outro dominio VL. A presente invenc¢do fornece adicionalmente anticorpos
que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os citados
anticorpos compreendendo um dominio VL divulgado aqui, ou um dominio
VL de anticorpo divulgado aqui, combinado com um dominio VH divulgado
aqui, ou outro dominio VH.

Em uma modalidade, uma molécula de acido nucleico isolada
codifica um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3, o citado anticorpo compreendendo um dominio VH que tem a sequéncia
de aminoacidos do dominio VH de um OKT3 humanizado (por exemplo,
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, ou SEQ ID NO: 9; FIG. 1B).

Em uma modalidade preferida, uma molécula de 4acido
nucleico isolada codifica um anticorpo que se liga imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3, o citado anticorpo compreendendo uma cadeia pesada
que tem a sequéncia de aminoacidos da cadeia pesada de hOKT3y1 (ala-ala)
divulgado na FIG. 2D (SEQ ID NO: 13).

Em uma modalidade, uma molécula de 4cido nucleico isolada
codifica um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3, o citado anticorpo compreendendo um dominio VL que tem a sequéncia
de amino4cidos do dominio VL de um OKT3 humanizado, por exemplo, SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 ou 4 (FIG. 1A).

Em uma modalidade preferida, uma molécula de acido
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nucleico isolado codifica um anticorpo que se liga imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3, o citado anticorpo compreendendo uma cadeia leve
que tem a sequéncia de amino4cidos da cadeia leve de hOKT3y1 divulgado na
FIG. 2B (SEQ ID NO: 11).

Em outra modalidade, uma molécula de acido nucleico isolado
codifica um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo
CD3, o citado anticorpo compreendendo um dominio VH que tem a sequéncia
de amino4cidos do dominio VH de um OK T3 humanizado, por exemplo, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, ou SEQ ID NO: 9 (FIG. 1B) e um dominio VL que
tem a sequéncia de aminoacidos do dominio VL de um OKT3 humanizado,
por exemplo, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 4 (FIG. 1A). Em outra
modalidade, uma molécula de acido nucleico isolado codifica um anticorpo
que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, o citado anticorpo
compreendendo uma cadeia pesada que tem a sequéncia de aminoacidos da
cadeia pesada de um OKT3 humanizado, por exemplo, a sequéncia de
aminoacidos da cadeia pesada de hOKT3y1 (ala-ala) divulgado na FIG. 2D
(SEQ ID NO: 13) e uma cadeia leve que tem a sequéncia de amino4cidos da
cadeia leve de um OKT3 humanizado, por exemplo, a sequéncia de
aminoacidos de hOKT3y1 divulgada na FIG. 2B (SEQ ID NO: 11).

Em uma modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem uma ou mais
VH CDRs divulgadas na FIG. 1B. Em outra modalidade, anticorpos que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem mais de
uma das VH CDRs divulgadas na FIG. 1B.

Em uma modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem uma ou mais
VL CDRs divulgadas na FIG. 1A. Em outra modalidade, anticorpos que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem mais de

uma das VL CDRs divulgadas na FIG. 1A.
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Em outra modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem uma ou mais
VH CDRs divulgadas na FIG. 1B e uma ou mais VL CDRs divulgadas na
FIG. 1A. Ainda em outra modalidade, anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreendem mais de uma
das VH CDRs divulgadas na FIG. 1B e mais de uma das VL CDRs
divulgadas na FIG. 1A.

A presente invengdo também fornece anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os citados anticorpos
compreendendo derivados dos dominios VH, VH CDRs, dominios VL ou VL
CDRs descritas aqui, ou disponiveis a alguém versado na técnica, que se
ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3. Técnicas padrdes
conhecidas por aqueles versados na técnica podem ser usadas para introduzir
muta¢des na sequéncia nucleotidica codificando um anticorpo da invengéo,
incluindo, por exemplo, mutagénese sitio-dirigida e mutagénese mediada por
PCR que resulta em substituigdes de aminoacidos. De preferéncia, os
derivados incluem menos de 25 substitui¢des de aminoacidos, menos de 20
substitui¢des de aminoacidos, menos de 15 substitui¢des de aminoéacidos,
menos de 10 substitui¢des de aminoacidos, menos de 5 substituigdes de
aminodcidos, menos de 4 substituicdes de aminoacidos, menos de 3
substitui¢des de aminoacidos, ou menos de 2 substitui¢des de aminoacidos em
relagdo a molécula original. Em uma modalidade preferida, os derivados tém
substitui¢ées de aminoacidos conservativas que sdo feitas em um ou mais
residuos de aminoacidos ndo essenciais previstos (isto €, residuos de
aminoacidos que nfdo sdo criticos para o anticorpo para se ligar
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3). Uma “substitui¢do de
aminoacido conservativa” ¢ uma em que o residuo de aminoacido ¢€
substituido com um residuo de aminoacido que tém uma cadeia lateral com

uma carga similar. Familias de residuos de aminoacidos que tém cadeias
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laterais com cargas similares foram definidas na técnica. Essas familias
incluem aminoacidos com cadeias laterais basicas (p. ex., lisina, arginina,
histidina), cadeias laterais acidas (p. ex., dcido aspartico, acido glutdmico),
cadeias laterais polares ndo carregadas (p. ex., glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais nfo polares (p. ex., alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano),
cadeias laterais beta-ramificadas (p. ex., treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (p. ex., tirosina, fenilalanina, triptofano, histidina). Sen&o,
muta¢ées podem ser introduzidas aleatoriamente por toda ou parte da
sequéncia codificante, tal como por mutagénese de satura¢do e os mutantes
resultantes podem ser triados por atividade biolégica para identificar mutantes
que retém atividade. Apds a mutagénese, o anticorpo codificado pode ser
expresso e a atividade do anticorpo pode ser determinada.

Em uma modalidade especifica, a presente inven¢do fornece
anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os
citados anticorpos compreendendo a sequéncia de aminoacidos de um OKT3
humanizado com uma ou mais substitui¢des de residuos de aminoacidos no
dominio leve varidvel (VL) e/ou dominio pesado variavel (VH). A presente
invengdo também fornece anticorpos que se ligam imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3, os citados anticorpos compreendendo a sequéncia de
aminodacidos dos dominios variaveis de cadeias pesada e leve murinas (SEQ
ID Nos: 5 e 1, respectivamente) com uma ou mais substitui¢des de residuos
de aminoacidos em uma ou mais VL. CDRs e/ou uma ou mais VH CDRs. O
anticorpo gerado pela introdugdo de substitui¢des no dominio VH, VH CDRs,
dominio VL e/ou VL CDRs de OKT3 humanizado pode ser testado in vitro e
in vivo, por exemplo, por sua habilidade em se ligar a um polipeptideo CD3,
ou por sua habilidade em inibir ativagdo de célula T, ou por sua habilidade em
inibir prolifera¢do de célula T, ou por sua habilidade em induzir lise de célula

T, ou por sua habilidade em prevenir, tratar ou melhorar um ou mais sintomas
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associados com um distarbio autoimune.

Em uma modalidade especifica, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia
nucleotidica que se hibridiza com a sequéncia nucleotidica codificando o
anticorpo monoclonal produzido pela linhagem celular depositada na ATCC®
como Numero de Acesso CRL-8001 sob condigbes estringentes, p. €x.,
hibridizagdo para DNA ligado em filtro em cloreto de sédio/citrato de sodio
(SSC) 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais lavagens em SSC 0,2
X,/SDS 0,1% em cerca de 50-65°C, sob condi¢des altamente estringentes, p.
ex., hibridizagdo para acido nucleico ligado em filtro em SSC 6X em cerca de
45°C, seguida por uma ou mais lavagens em SSC 0,1X/SDS 0,2% em cerca
de 68°C, ou sob outras condi¢des de hibridizagdo estringentes que s&o
conhecidas por aqueles versados na técnica (veja, por exemplo, Ausubel, F.
M. et al., eds., 1989, Current Protocol in Molecular Biology, Vol. 1. Green
Publishing Associates, Inc. e John Wiley & Sons, Inc., Nova Iorque nas
paginas 6.3.1-6.3.6 € 2.10.3).

Em uma modalidade especifica, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia
nucleotidica que se hibridiza com a sequéncia nucleotidica codificando o
OKT3 humanizado sob condigdes estringentes, p. ex., hibridiza¢do para DNA
ligado em filtro em cloreto de sédio/citrato de s6dio (SSC) 6X em cerca de
45°C, seguida por uma ou mais lavagens em SSC 0,2 X,/SDS 0,1% em cerca
de 50-65°C, sob condi¢des altamente estringentes, p. ex., hibridizagdo para
acido nucleico ligado em filtro em SSC 6X em cerca de 45°C, seguida por
uma ou mais lavagens em SSC 0,1X/SDS 0,2% em cerca de 68°C, ou sob
outras condi¢des de hibridizagdo estringentes que sdo conhecidas por aqueles
versados na técnica (veja, por exemplo, Ausubel, F. M. et al,, eds., 1989,
Current Protocol in Molecular Biology, Vol. 1. Green Publishing Associates,

Inc. e John Wiley & Sons, Inc., Nova lorque nas paginas 6.3.1-6.3.6 ¢ 2.10.3).
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Em uma modalidade especifica, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos de um dominio VH ou uma sequéncia de aminoacidos de um
dominio VL codificada por uma sequéncia nucleotidica que se hibridiza com
a sequéncia nucleotidica codificando os dominios VH ou VL de OKT3
humanizado sob condig¢des estringentes, p. ex., hibridizagdo para DNA ligado
em filtro em cloreto de sddio/citrato de sédio (SSC) 6X em cerca de 45°C,
seguida por uma ou mais lavagens em SSC 0,2 X,/SDS 0,1% em cerca de 50-
65°C, sob condig¢des altamente estringentes, p. ex., hibridizagdo para acido
nucleico ligado em filtro em SSC 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou
mais lavagens em SSC 0,1X/SDS 0,2% em cerca de 68°C, ou sob outras
condi¢des de hibridizagdo estringentes que sdo conhecidas por aqueles
versados na técnica (veja, por exemplo, Ausubel, F. M. ef al., eds., 1989,
Current Protocol in Molecular Biology, Vol. 1. Green Publishing Associates,
Inc. e John Wiley & Sons, Inc., Nova Iorque nas paginas 6.3.1-6.3.6 € 2.10.3).

Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos de uma VH CDR ou uma sequéncia de aminoacidos de uma VL
CDR codificada por uma sequéncia nucleotidica que se hibridiza com a
sequéncia nucleotidica codificando qualquer um das VH CDRs ou VL CDRs
do anticorpo monoclonal produzido pela linhagem celular depositada na
ATCC® como Numero de Acesso CRL-8001 sob condi¢des estringentes, p.
ex., hibridizagdo para DNA ligado em filtro em cloreto de sddio/citrato de
sodio (SSC) 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais lavagens em
SSC 0,2 X,/SDS 0,1% em cerca de 50-65°C, sob condi¢gbes altamente
estringentes, p. ex., hibridiza¢do para acido nucleico ligado em filtro em SSC
6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais lavagens em SSC 0,1X/SDS
0,2% em cerca de 68°C, ou sob outras condi¢gdes de hibridizacdo estringentes

que sdo conhecidas por aqueles versados na técnica.
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Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos de uma VH CDR e uma sequéncia de aminoacidos de uma VL
CDR codificada por sequéncias nucleotidicas que se hibridizam com as
sequéncias nucleotidicas codificando o anticorpo monoclonal produzido pela
linhagem celular depositada na ATCC® como Numero de Acesso CRL-8001
sob condi¢des estringentes, p. ex., hibridizagdo para DNA ligado em filtro em
cloreto de sédio/citrato de sédio (SSC) 6X em cerca de 45°C, seguida por
uma ou mais lavagens em SSC 0,2 X,/SDS 0,1% em cerca de 50-65°C, sob
condi¢Oes altamente estringentes, p. ex., hibridiza¢do para 4cido nucleico
ligado em filtro em SSC 6X em cerca de 45°C, seguida por uma ou mais
lavagens em SSC 0,1X/SDS 0,2% em cerca de 68°C, ou sob outras condi¢des
de hibridizacdo estringentes que sdo conhecidas por aqueles versados na
técnica.

Em uma modalidade especifica, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos que possui pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%,
pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo
menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de identidade com a sequéncia de
aminoacidos do anticorpo monoclonal produzido pela linhagem celular
depositada na ATCC® como Numero de Acesso CRL-8001. Em outra
modalidade, um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de aminoacidos que possui
pelo menos 35%, pelo menos 40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo
menos 55%, pelo menos 60%, pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%,
ou pelo menos 99% de identidade com a sequéncia de aminoacidos de OKT3

humanizado.
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Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos de um dominio VH que possui pelo menos 35%, pelo menos
40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%,
pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de
identidade com o dominio VH de OKT3 humanizado.

Em outra modalidade, um anticorpo que se liga
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos de um dominio VL que possui pelo menos 35%, pelo menos
40%, pelo menos 45%, pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%,
pelo menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, ou pelo menos 99% de
identidade com o dominio VL de OKT3 humanizado.

A presente invencdo abrange anticorpos que competem com
um anticorpo descrito aqui pela ligagdo a um polipeptideo CD3. Em uma
modalidade especifica, a presente invengdo abrange anticorpos que competem
com anticorpos anti-CD3 conhecidos na técnica, derivados desses ou
fragmentos de ligacdo a antigenos desses. Por exemplo, anticorpos fornecidos
pela invengdo competem com OKT3 ou um derivado deste, p. ex., OKT3
humanizado, ou um fragmento de ligagdo a antigenos desse para ligagcdo ao
polipeptideo CD3. Em outra modalidade especifica, a presente inven¢ao
abrange anticorpos que competem com ChAglyCD3 ou um derivado deste ou
um fragmento de ligacdo a antigenos desse para ligagdo ao polipeptideo CD3.
Em outra modalidade especifica, a presente invengdo abrange anticorpos que
competem com HuM291 ou um derivado deste ou um fragmento de ligagdo a
antigenos desse para ligagdo ao polipeptideo CD3. Em outra modalidade
especifica, a presente invencdo abrange anticorpos que competem com

UCHT1 ou um derivado deste ou um fragmento de ligacdo a antigenos desse
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para ligagdo ao polipeptideo CD3. Em outra modalidade especifica, a presente
inven¢do abrange anticorpos que competem com Leu4 ou um derivado deste
ou um fragmento de ligagdo a antigenos desse para ligagdo ao polipeptideo
CD3. Em outra modalidade especifica, a presente invencdo abrange
anticorpos que competem com YTH 12,5 ou um derivado deste ou um
fragmento de ligagdo a antigenos desse para ligagdo ao polipeptideo CD3. Em
outra modalidade especifica, a presente inveng¢do abrange anticorpos que
competem com 500A2 ou um derivado deste ou um fragmento de ligagdo a
antigenos desse para ligagdo ao polipeptideo CD3. Em outra modalidade
especifica, a presente invengdo abrange anticorpos que competem com CLB-
T3/3 ou um derivado deste ou um fragmento de ligagdo a antigenos desse para
ligagdo ao polipeptideo CD3. Em outra modalidade especifica, a presente
invengdo abrange anticorpos que competem com BMAO030 ou um derivado
deste ou um fragmento de ligag¢do a antigenos desse para ligagdo ao
polipeptideo CD3.

A presente invengdo também abrange dominios VH que
competem com o dominio VH dos anticorpos aqui divulgados, ou com os
dominios VH de outros anticorpos anti-CD3 humano conhecidos na técnica,
ou derivados ou variantes desses pela ligagdo a um polipeptideo CD3. Em
uma modalidade especifica, a presente inven¢do abrange dominios VH que
competem com o dominio VH de OKT3 ou um derivado deste, p. ex., OKT3
humanizado, pela ligagdo a um polipeptideo CD3. A presente inveng¢io
também abrange dominios VL que competem com o dominio VL dos
anticorpos aqui divulgados, ou com os dominios VL de outros anticorpos anti-
CD3 humano conhecidos na técnica, ou derivados ou variantes desses pela
ligacdo a um polipeptideo CD3. Em uma modalidade especifica, a presente
inven¢do abrange dominios VL que competem com o dominio VL de OKT3
ou um derivado deste, p. ex., OKT3 humanizado, pela ligagdo a um

polipeptideo CD3.
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Os anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 incluem derivados que sdo modificados, isto ¢, pela adesdo
covalente de qualquer tipo de molécula ao anticorpo tal que adesdo covalente.
Por exemplo, mas ndo por meio de limita¢do, os derivados de anticorpo
incluem anticorpos que foram modificados, p. ex., por glicosilagdo,
acetilagdo, peguilagdo, fosforilagdo, amidag¢do, derivagdo por grupos
protetores/bloqueadores conhecidos, clivagem proteolitica, ligagdo a um
ligante ou outra proteina celular, etc. Quaisquer de numerosas modificagdes
quimicas podem ser efetuados por técnicas conhecidas, incluindo, mas nio
limitando a, clivagem quimica especifica, acetilagdo, formilacdo, sintese
metabolica de tunicamicina, etc. Adicionalmente, o derivado pode conter um
ou mais aminoacidos ndo classicos.

A presente invengdo também fornece anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os citados anticorpos
compreendendo uma regido estrutural conhecida por aqueles versados na
técnica. De preferéncia, a regido de fragmento de um anticorpo da invengio é
humano.

A presente invengdo também abrange anticorpos e métodos
para uso destes, que se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3,
os citados anticorpos compreendendo a sequéncia de aminoéacidos de OKT?3
ou um derivado deste, p. ex., OKT3 humanizado, com mutag¢des (p. ex., uma
ou mais substituicdes de aminoacidos) nas regides estruturais. Em certas
modalidades, anticorpos que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 compreendem a sequéncia de aminoacidos de OKT3 ou um
derivado deste, p. ex., OKT3 humanizado, com uma ou mais substituicdes de
residuos de aminoacidos nas regides estruturais dos dominios VH e/ou VL.

A presente invengdo também abrange anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3, os citados anticorpos

compreendendo a sequéncia de aminoacidos de OKT3 ou um derivado deste,
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p- ex., OKT3 humanizado, com muta¢des (p. €x., uma ou mais substitui¢des
de residuos de aminoacidos) nas regides varidveis e estruturais.

A presente invengdo também fornece proteina de fusdo
compreendendo um anticorpo que se liga imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 e um polipeptideo heterdlogo. De preferéncia, o
polipeptideo heterélogo ao qual o anticorpo estd fusionado € util para
direcionar o anticorpo a células T.

Os anticorpos da invengdo incluem derivados que sdo de outro
modo modificados, isto €, pela adesdo covalente de qualquer tipo de molécula
ao anticorpo tal que a adesdo covalente ndo previne o anticorpo da ligagio a
antigeno e/ou geracdo de resposta anti-idiotipica. Por exemplo, mas nido pode
meio de limitagdo, os derivados de anticorpo incluem anticorpos que foram
modificados, p. ex., por glicosilagdo, acetilagdo, peguilacdo, fosforilagdo,
amidag¢do, derivagdo por grupos protetores/bloqueadores conhecidos,
clivagem proteolitica, ligagdo a um ligante ou outra proteina celular, etc.
Quaisquer de numerosas modificagdes quimicas podem ser efetuadas por
técnicas conhecidas, incluindo, mas ndo limitando a, clivagem quimica
especifica, acetilagdo, formilagdo, sintese metabdlica de tunicamicina, etc.
Adicionalmente, o derivado pode conter um ou mais aminoacidos ndo
classicos.

5.1.1 Polipeptideo e anticorpos com regioes Fc variantes

O uso de anticorpos monoclonais terapéuticos € limitado por
problemas de efeitos colaterais de “primeira dose”. Efeitos colaterais de
primeira dose variam de sintomas semelhantes a gripe suave até toxicidade
severa, podem ser suaves até graves e incluem sintomas, tal como, febre alta,
calafrios/rigidez, cefaléia, tremor, nausea/vomito, diarréia, dor abdominal,
mal-estar, dores e dores vagas musculares/articulares e fraqueza generalizada.
Acredita-se que os efeitos colaterais de primeira dose sejam causados por

producdo de linfocina e liberagdo de citocina estimulada pela regido Fc de
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uma ligacdo de anticorpo a e ativagdo de um FcyR em uma célula contendo
FcyR.

O FcR reconhece imunoglobulinas de um ou mais isotipos
através de um dominio de reconhecimento na cadeia a do receptor Fc. Os
receptores Fc sdo definidos por suas especificidades por subtipos de
imunoglobulinas. Por exemplo, receptores Fc para IgG sdo referidos como
FeyR. Células acessoérias diferentes portam receptores Fc para anticorpos de
isotipo diferente e o isotipo do anticorpo determina que células acessodrias
estardo comprometidas em uma dada resposta (revisto por Ravetch J. V. et al,,
1991, Annu Rev Immunol 9: 457-92; Gerber J. S. et al., 2001, Microbes and
Infection 3: 131-139; Billadeau D. D. et al.,, 2002, The Journal of Clinical
Investigation 2(109): 161-1681; Ravetch J. V. et al, 2000, Science 290: 84-
89; Ravetch J. V. ef al,, 2001, Annu Rev Immunol 19: 275-90; Ravetch J. V.
1994, Cell 78: 553-60).

A invengdo abrange assim moléculas de ligagdo a CD3 que
reduzem ou eliminam pelo menos um sintoma associado com efeitos
colaterais de primeira dose pela redug¢do ou eliminac¢do do Fc de um ou mais
FcyR. Tais proteinas de ligacdo a CD3 compreendem uma regido Fc variante
que tem uma ou mais modificagdes de aminoacidos, em relagdo a uma regido
Fc selvagem. A modificagdo diminui ou elimina a liga¢do do Fc a um ou mais
FcyRs, em relagdo a uma regido Fc selvagem comparavel. A modifica¢do é
tipicamente uma substitui¢do de aminoacido. Entretanto, a modificagdo pode
ser uma inser¢do e/ou dele¢do de aminoacido. Tipicamente, a modificagdo
ocorre na regido CH2 e/ou de dobra. Sendo, a liga¢do de Fc a um ou mais
FcyRs pode ser reduzida ou eliminado pela altera¢do ou elimina¢do de um ou
mais grupos glicosil no dominio Fc. A glicosilagdo de Fc pode ser alterada ou
eliminada por métodos bem conhecidos na técnica. Por exemplo, a
glicosilagdo pode ser alterada pela produgdo do Fc em uma célula que é

deficiente em fucosilagdo (p. ex., célula nulas para fuc6), ou eliminada por
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enzimas de desglicosilagdo ou uma modificagdo de aminoacido que altere ou
elimine um sitio de glicosilagdo (p. ex., o sitio de glicosilagio N-X-S/T nas
posi¢des 297-299 no dominio CH2). A ligacdo de FcyR pode ser medida
usando métodos padrdes conhecidos na técnica e aqui exemplificados. Os
anticorpos da invengdo sfo assim particularmente Uteis porque eles tém
toxicidade reduzida ou nenhuma in vivo causada por produgio de linfocina ou
liberagdo de citocina. As propriedades de liga¢do e afinidades das moléculas
da invencdo para um FcyR sdo inicialmente determinadas usando ensaios in
vifro (ensaios com base bioquimica ou imunolégica) conhecidos na técnica
por determinar interagdes Fc-FcR, isto €, ligagdo especifica de uma regido Fc
a um FcR incluindo, mas ndo limitando a ensaio de ELISA, ensaio de
ressondncia de plasma de superficie, ensaio de imunoprecipitacdo (Veja Segdo
5.4). De preferéncia, as propriedades de liga¢do das moléculas da invengdo
também sdo caracterizadas por ensaios funcionais in vitro para determinar
uma ou mais fungdes celulares efetoras mediadoras de FcyR (Veja Segéo 5.4).
Na maioria das modalidades preferidas, as moléculas da invengdo tém
propriedades de ligacdo similares em modelos in vivo (tal como aqueles
descritos e divulgados aqui) como aqueles em ensaios com base in vitro.
Entretanto, a presente inven¢@o ndo exclui moléculas da invengdo que ndo
exibem o fendtipo desejado em ensaios com base in vifro, mas exibem o
fenotipo desejado in vivo.
5.1.1.1 Receptores de Fcy

Cada membro desta familia € uma glicoproteina integral de
membrana, possuindo dominios extracelulares relacionados a um grupo C2 de
dominios relacionados a imunoglobulina, um dominio transpondo membrana
unico e um dominio intracitoplasmatico de comprimento variavel. Existem
trés FcyRs conhecidos FcyRI(CD64), FcyRII(CD32) e FcyRIII(CD16), que
exibem homologia extensiva, mas sdo codificados por genes distintos. Tanto

sinais de ativagdo como inibitérios sédo transduzidos através dos FcyRs apos
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ligagdo. Essas fung¢des diametralmente opostas resultam de diferengas
estruturais entre as diferentes isoformas de receptor. Em geral, a ligagdo de
um dominio Fc complementar a FcyRI, FcyRIIA e FcyRIIIA resulta em
ativacdo de substratos a jusante (p. ex., PI3GK) e levando a liberagdo de
mediadores pro6-inflamatérios. Em contraste, a ligagdo de um dominio Fc
complementar a FcyRIIB resulta em fosforilagdo de FcyRIIB e associagdo
com o dominio SH2 da inosital polifosfato 5'-fosfatase (SHIP). A SHIP
hidrolisa mensageiros de fosfoinositol liberados como consequéncia de
ativacdo de tirosina quinase mediada por FcyRI, consequentemente
prevenindo o influxo de Ca"’ intracelular. Assim, a ligagdo cruzada de
FcyRIIB deprime a resposta de ativagdo para ligacdo de FcyR e inibe
responsividade celular.

Métodos para medir a produgdo de linfocinas e liberagdo de
citocinas sdo conhecidos na técnica e abrangidos aqui. Por exemplo, liberagdo
de citocina pode ser medida pela medigdo da secre¢do de citocinas incluindo,
mas ndo limitando a TNF-a, GM-CSF, IFN-y. Veja, p. ex., Patente US No.
6.491.916; Isaacs et al., 2001, Rheumatology, 40: 724-738; cada uma dos
quais € incorporada aqui como referéncia em sua totalidade. Produ¢ido de
linfocina pode ser medida pela medig¢do de secre¢cdo de linfocinas incluindo,
mas ndo limitando a interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-6
(IL-6), interleucina-12 (IL-12), interleucina-16 (IL-16), PDGF, TGF-a, TGF-
B, TNF-a, TNF-B, GCSF, GM-CSF, MCSF, IFN-a, IFN-B, TNF-y, IGF-I,
IGF-II. Por exemplo, veja, Isaacs et al,, 2001, Rheumatology, 40: 724-738;
Soubrane et al., 1993, Blood, 81(1): 15-19; cada uma dos quais € incorporada
aqui como referéncia em sua totalidade.

Conforme aqui utilizado, o termo “regido Fc” é usado para
definir um regido C-terminal de uma cadeia pesada de IgG. Embora os limites
possam variar levemente, a regido Fc de cadeia pesada de IgG humana é

definida por estender-se de Cys226 até a extremidade carboxi-terminal. A
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regido Fc de uma IgG compreende dois dominios constantes, CH2 ¢ CH3. O
dominio CH2 de uma regido Fc de IgG humana geralmente se estende do
aminoacido 231 até o aminoacido 341. O dominio CH3 de uma regifo Fc de
IgG humana geralmente se estende do aminoacido 342 até 447. O dominio
CH2 de uma regido Fc de IgG humana (também referido como dominio
“Cy2”) geralmente se estende do aminoacido 231-340. O dominio CH2 ¢
unico em que ele ndo estd intimamente pareado com outro dominio. Em vez
disso, duas cadeias de carboidrato ramificadas ligadas por N sdo interpostas
entre os dois dominios CH2 de uma IgG nativa intacta.

Em modalidades preferidas, a inveng¢do abrange moléculas
compreendendo uma regido Fc variante, em que a citada regido Fc variante
compreende pelo menos uma modificag¢do de aminoacido em relagdo a uma
regido Fc selvagem, tal regido Fc variante ndo se liga a qualquer FcyR, como
determinado por ensaios padrdes conhecidos na técnica e divulgados aqui, em
relagdo a uma molécula comparavel compreendendo a regido Fc selvagem.
Em uma modalidade especifica, a uma ou mais modifica¢des de aminoacidos
que abolem a ligagdo a todos os FcyRs compreendem regides Fc que tem uma
fenilalanina na posi¢do 233; ou uma arginina na posi¢do 238; ou uma alanina
na posi¢do 265; ou um acido glutdmico na posi¢do 265; ou uma alanina na
posicdo 270; ou uma asparagina na posi¢do 270; ou uma alanina na posi¢éo
297; ou uma glutamina na posigdo 297; ou uma fenilalanina na posi¢do 298;
ou uma asparagina na posi¢do 298; ou qualquer aminoacido na posi¢do 299
fora serina ou treonina; ou uma alanina na posi¢do 265 e na posi¢do 297; ou
uma alanina na posi¢do 265 e uma glutamina na posi¢do 297; ou um acido
glutamico na posi¢do 265 e uma alanina na posi¢do 297; ou um acido
glutdmico na posi¢do 265 e uma glutamina na posi¢do 297; ou uma alanina na
posi¢do 234 e uma alanina na posi¢do 235. Em outra modalidade, a uma ou
mais modificagdes de aminodacidos que abolem a liga¢do a todos os FcyRs

compreendem combinagdes das modificagdes listadas aqui ou combinagdes
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das modificagdes listadas aqui com qualquer que possa conferir ligagdo nula a
FcyRIITA, FcyRIIIB e FcyRIIA como determinado por métodos divulgados
aqui ou conhecidos por alguém versado na técnica.

A invenc¢do abrange métodos para reduzir ou eliminar pelo
menos um sintoma associado com efeito colateral de primeira dose em um
paciente compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um ou mais
anticorpos da inveng¢do. Os métodos da invengdo reduzem pelo menos um
sintoma associado com sindrome de liberagdo de citocina incluindo, mas ndo
limitando a febre alta, calafrios/rigidez, cefaléia, tremor, nausea/vOmito,
diarréia, dor abdominal, mal-estar, dores e dores vagas musculares/articulares
e fraqueza generalizada.

A presente inven¢do fornece anticorpos que se ligam
imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 que tem uma meia vida
estendida in vivo. Em particular, a presente inveng¢do fornece anticorpos que
se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 que tem uma meia
vida em um animal, de preferéncia um mamifero e da maior preferéncia um
humano, maior que 3 dias, maior que 7 dias, maior que 10 dias, de preferéncia
maior que 15 dias, maior que 25 dias, maior que 30 dias, maior que 35 dias,
maior que 40 dias, maior que 45 dias, maior que 2 meses, maior que 3 meses,
maior que 4 meses, ou maior que 5 meses.

Para prolongar a circulagdo sérica de anticorpos (p. ex.,
anticorpos monoclonais, anticorpos de cadeia unica e fragmentos Fab) in vivo,
por exemplo, moléculas de polimero inertes tal como polietilenoglicol (PEG)
de alto peso molecular pode ser aderido aos anticorpos com ou sem ligante
multifuncional ou através de conjugagdo sitio-especifica do PEG a
extremidade N-terminal ou C-terminal dos anticorpos ou através de grupos
épsilon-amino presentes em residuos de lisina. Deriva¢do de polimero linear
ou ramificado que resulta em perda minima de atividade bioldgica sera usada.

O grau de conjuga¢do pode ser intimamente monitorado por SDS-PAGE e
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espectrometria de massas para garantir a conjugacdo apropriada de moléculas
de PEG aos anticorpos. PEG ndo reagido pode ser separado dos conjugados
anticorpo-PEG por cromatografia de peneira molecular ou de troca iénica.
Anticorpos derivados com PEG podem ser testados por atividade de ligagdo
assim como por eficacia in vivo usando métodos bem conhecidos por aqueles
versados na técnica, por exemplo, por imunoensaios descritos aqui.

Anticorpos que tém uma meia vida aumentada in vivo também
podem ser gerados introduzindo uma ou mais modifica¢des de aminoacidos
(isto €, substitui¢des, inser¢des ou dele¢des) em um dominio constante de
IgG, ou fragmento de ligagdo FcRn desse (de preferéncia um fragmento de
dominio Fc-de dobra). Veja, p. ex., Publica¢do Internacional No. WO
98/23289; Publicagdo Internacional No. WO 97/34631 e Patente US No.
6.277.375, cada uma das quais é incorporada aqui como referéncia em sua
totalidade.

5.1.2 Conjugados de anticorpos

A presente invengdo abrange anticorpos ou fragmentos de
ligacdo a antigeno destes que se ligam imunoespecificamente a um
polipeptideo CD3 recombinantemente fusionado ou quimicamente conjugado
(incluindo tanto conjugagBes covalentes como ndo covalentes) a um
polipeptideo heterdlogo (ou um fragmento deste, de preferéncia pelo menos 5,
pelo menos 10, pelo menos 20, pelo menos 30, pelo menos 40, pelo menos
50, pelo menos 60, pelo menos 70, pelo menos 80, pelo menos 90 ou pelo
menos 100 amino4cidos contiguos do polipeptideo) para gerar proteina de
fusdo. A fus@o ndo necessariamente precisa ser direta, mas pode ocorrer
através de sequéncias ligantes. Por exemplo, anticorpos podem ser usados
para direcionar polipeptideos heterdlogos a tipos celulares particulares (p. ex.,
células T), ou in vitro ou in vivo, pela fusdo ou conjugag¢do dos anticorpos
com anticorpos especificos para receptores de superficie celular particular tal

como, p. ex., CD4 e CDS8.
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A presente inven¢do também abrange anticorpos ou
fragmentos de ligagdo a antigeno destes que se ligam imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3 fusionado a sequéncias marcadoras, tal como um
peptideo para facilitar purificagdo. Em modalidades preferidas, a sequéncia de
aminoacidos marcadora é um peptideo de hexa-histidina, tal como a marcagdo
fornecida em um vetor pQE (QIAGEN, Inc., 9259 Eton Avenue, Chatsworth,
CA 91311), entre outros, muitos dos quais estdo comercialmente disponiveis.
Como descrito em Gentz et al., 1989, Proc Natl Acad Sci USA 86: 821-824,
por exemplo, hexa-histidina fornece purificagdo conveniente da proteina de
fusdo. Outras marcagdes peptidicas tteis para purificagdo incluem, mas nio
estdo limitadas a, a marcagdo de hemaglutinina “HA”, que corresponde a um
epitopo derivado da proteina hemaglutinina de influenza (Wilson et al., 1984
Cell 37: 767) e a marcagdo “flag”.

A presente invengdo abrange adicionalmente anticorpos ou
fragmentos de ligagdo a antigeno destes que se ligam imunoespecificamente a
um polipeptideo CD3 conjugado a um agente que tem um potencial beneficio
terap€utico. Um anticorpo ou um fragmento de liga¢do a antigeno destes que
se ligam imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 pode ser conjugado a
uma unidade terapéutica tal como uma citotoxina, p. ex., agente citostatico ou
citocida, um agente que tem um potencial beneficio terapéutico, ou um ion
metalico radioativo, p. ex., alfa-emissores. Uma citotoxina ou agente
citotoxico inclui qualquer agente que seja prejudicial as célula. Exemplos de
uma citotoxina ou agente citotoxico incluem, mas n3o estio limitados a,
paclitaxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de etideo, emetina,
mitomicina, etoposideo, tenoposideo, vincristina, vinblastina, colchicina,
doxorubicina, daunorubicina, diidroxi antracin diona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-desidrotestosterona, glicocorticéides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol e puromicina e analogos ou

homologos desses. Agentes que tém um potencial beneficio terapéutico



10

15

20

25

85

incluem, mas ndo estdo limitados a, antimetabélitos (p. ex., metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluoruracil decarbazina), agentes
alquilantes (p. ex., mecloretamina, tioepa clorambucil, melfalan carmustina
(BSNU) e lomustina (CCNU), ciclofosfamida, bussulfano, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C e cisdiclorodiamina platina (II) (DDP)
cisplatina), antraciclinas (p. ex., daunorubicina (formalmente daunomicina) e
doxorubicina),  antibidticos (p. ex., dactinomicina (formalmente
actinomicina), bleomicina, mitramicina e antramicina (AMC)), e agentes anti-
mitdticos (p. ex., vincristina e vinblastina).

Adicionalmente, um anticorpo ou um fragmento de liga¢do a
antigeno que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 pode ser
conjugado a um agente terapéutico ou unidade de farmaco que modifica uma
dada resposta biolégica. Agentes que tém um potencial beneficio terapéutico
ou unidades de formaco ndo sdo para serem interpretados como limitados a
agentes terapé€uticos quimicos classicos. Por exemplo, a unidade de farmaco
pode ser uma proteina ou polipeptideo que possui uma atividade biolégica
desejada. Tais proteinas podem incluir, por exemplo, uma toxina tal como
abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas, ou toxina diftérica; uma proteina
tal como fator de necrose de tumor, interferon-o. (“IFN-o), interferon-3
(“IFN-B”), fator de crescimento neural (“NGF”), fator de crescimento
derivado de plaquetas (“PDGF”), ativador de plasminogénio de tecido
(“TPA”), um agente apoptético, p. ex., TNF-a, TNF-B, AIM 1 (veja,
Publicagdo Internacional No. WO 97/33899), AIM II (veja, Publicagdo
Internacional No. WO 97/34911), ligante de faz (Takahashi et al, 1994, J
Immunol 6: 1567-1574) e VEGF (veja, Publica¢do Internacional No. WO
99/23105), um agente trombdtico ou um agente antiangiogénico, p. eX.,
angiostatina ou endostatina; ou um modificador de resposta biologica tal
como, por exemplo, uma linfocina (p. ex., interleucina-1 (“IL-1""), IL-2, IL-6,

IL-10, fator estimulante de colonia de macrofago e granulécito (“GM-CSF™) e
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fator estimulante de colonia de granulécito(*G-CSF”)), ou um fator de
crescimento (p. ex., hormoénio de crescimento (“GH”)).

Técnicas para conjugar tais unidades terapéuticas sdo bem
conhecidas, veja, p. ex., Armon et al, “Monoclonal Antibodies For
Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy”, em Monoclonal Antibodies
and Cancer Therapy, Reisfeld er al., (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc.
1985); Hellstrom et al., “Antibodies for Drug Delivery”, em Controlled Drug
Delivery (2a Ed.), Robinson et al., (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc.
1987); Thorpe, “Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: a
Review”, em Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical
Applications, Pinchera et al., (eds.), pp. 475-506 (1985); “Analysis, Results
and Future Prospectiva of the Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in
Cancer Therapy” em Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and
Therapy, Baldwin et al., (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985) e Thorpe
et al., 1982, Immunol Rev 62: 119-58.

Um anticorpo ou um fragmento de ligagdo a antigeno deste
que se liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 pode ser conjugado
a um segundo anticorpo para formar um heteroconjugado de anticorpo como
descrito por Segal em Patente US No. 4.676.980, que € incorporada aqui
como referéncia em sua totalidade.

Anticorpos ou fragmentos de ligagdo a antigeno destes que se
liga imunoespecificamente a um polipeptideo CD3 podem ser aderidos a
suportes solidos, que sdo particularmente tteis para a purificagdo de células
imunes CD3" tal como célula T. Tais suportes sélidos incluem, mas nfo estdo
limitados a, vidro, celulose, poliacrilamida, nailon, poliestireno, cloreto de
polivinila ou polipropileno.

5.2 Métodos profilaticos e terapéuticos
A presente inven¢do € direcionada a terapias que envolvem

administrar moléculas de ligagdo a CD3, particularmente anticorpos anti-CD3
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humano, a um individuo, de preferéncia um individuo humano, para prevenir,
tratar, retardar o inicio de, diminuir a progressio de ou melhorar um ou mais
sintomas de um disturbio autoimune. Em particular, a presente invengdo ¢
direcionada a terapias que envolvem administrar moléculas de ligagdo a CD3,
particularmente anticorpos anti-CD3 humano, mais particularmente formas
humanas ou humanizadas de anticorpos anti-CD3 humano, tal como OKT3y1
(ala-ala), ChAglyCD3 e visilizumab que tém dominios Fc que ndo se ligam
tém ligacdo significativamente reduzida a receptores Fc, a um individuo, de
preferéncia um individuo humano, para prevenir, tratar, retardar o inicio de,
diminuir a progressdo de ou melhorar um ou mais sintomas de um distarbio
autoimune, p. ex., diabetes tipo 1. Os métodos divulgados aqui sdo geralmente
métodos melhorados de administragdo que permitem a administra¢gdo de
dosagens mais baixas e/ou por periodos de tempo mais curtos que ainda
atingem eficdcia clinica e evitam toxicidade. Em particular, a invengdo
contempla regimes de dosagem em que menos de 9.000 pg/m’, de
preferéncia, menos de 8.000 pug/m? menos de 7.500 pg/m?, menos de 7.000
ng/m?, ou menos de 6.000 ug/m’ de anticorpo anti-CD3 humano total durante
a duracdo da dosagem, particularmente de OKT3y1 (ala-ala), ou a quantidade
farmacolégica equivalente de outro anticorpo anti-CD3 humano, tal como
ChAglyCD3 (TRX4™) ou HUM?291 (visilizumab; NUVION™), ou OKT3vy1
(ala-ala) administrado  intravenosamente. A  inven¢do contempla
adicionalmente métodos em que ao paciente sdo cronicamente administradas
doses baixas do anticorpo anti-CD3 humano € em que ao paciente €
administrada uma ou mais rodadas adicionais do regime de tratamento de
anticorpo anti-CD3 humano aproximadamente 6 meses, 9 meses, 12 meses,
18 meses, 2 anos, 3 anos ou 5 anos apds o tratamento inicial, dependendo ou
ndo de certos pardmetros clinicos, ou € administrada outra rodada de
tratamento com anticorpo anti-CD3 humano a cada aproximadamente 6

meses, 9 meses, 12 meses, 18 meses, 2 anos, 3 anos ou 5 anos, dependendo ou
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ndo de certos parametros clinicos.

Exemplos de distarbios autoimunes que podem ser tratados
administrando-se as moléculas da presente invengdo incluem, mas nfo estdo
limitadas a, alopecia areata, espondilite anquilosante, sindrome
antifosfolipidica, doen¢a de Addinson autoimune, doengas autoimunes da
glandula adrenal, anemia hemolitica autoimune, hepatite autoimune, ooforite
e orquite, trombocitopenia autoimune, doenga de Behcet, penfigbide bolhoso,
cardiomiopatia, sprue-dermatite celiaca, sindrome de disfuncdo imune e
fadiga cronica (CFIDS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica,
sindrome de Churg-Strauss, penfigdide cicatricial, sindrome CREST, doenga
de aglutinina gelada, doenga de Crohn, lpus discoide, crioglobulinemia mista
essencial, fibromialgia-fibromiosite, glomerulonefrite, doenca de Grave,
Guillain-Barre, tiroidite de Hashimoto, fibrose pulmonar idiopatica, purpura
trombocitopénica idiopéatica (ITP), doenga do intestino irritavel (IBD),
neuropatia de IgA, artrite juvenil, liquen planus, lGpus eritematoso, doenga de
Meniere, doenga de tecido conjuntivo misto, esclerose maltipla tipo 1 ou
diabetes melito imuno-mediada, miastenia grave, pénfigo vulgar, anemia
perniciosa, poliarterite nodosa, policrondrite, sindromes poliglandulares,
polimialgia reumatica, polimiosite e dermatomiosite, agamaglobulinemia
primadria, cirrose biliar primaria, psoriase, artrite psoriatica, fenémeno de
Raynauld, sindrome de Reiter, artrite reumatdide, sarcoidose, escleroderma,
sindrome de Sjogren, sindrome de stiff-man, lupus eritematoso sistémico,
lapus eritematoso, arterite de Takayasu, arterite temporal/arterite de célula
gigante, colite ulcerativa, uveite, vasculite tal como dermatite herpetiforme
vasculite, vitiligo, e granulomatose de Wegener. Alguns distarbios
autoimunes também estdo associados com uma patologia inflamatoéria. Assim,
ha uma sobreposi¢do entre o que é considerado um disturbio autoimune e um
disturbio inflamatorio. Portanto, alguns distirbios autoimunes também podem

ser caracterizados como distarbios inflamatorios. Exemplos de disturbios



10

15

20

25

89

inflamatoérios que podem ser prevenidos, tratados ou controlados de acordo
com os métodos da invengdo incluem, mas ndo estio limitados a, asma,
encefalite, doenga de intestino inflamatério, doenga pulmonar obstrutiva
crénica (COPD), disturbios alérgicos, fibrose pulmonar, espondiloartropatia
indiferenciada, artropatia indiferenciada, artrite, ostedlise inflamatoria e
inflamagdo croénica resultando de infecgdes por bactérias ou virais crénicas.
Exemplos de tipos de psoriase que podem ser tratadas de acordo com as
composi¢des e métodos da inven¢do incluem, mas ndo estdo limitado a,
psoriase em placa, psoriase pustular, psoriase eritrodérmica, psoriase gutada e
psoriase inversa.
5.2.1 Diabetes

Diabetes melito imuno-mediada ou diabetes tipo 1 € causada
por uma resposta autoimune em que as células B produtoras de insulina do
pancreas sdo gradualmente destruidas. Acredita-se que a destruigio das
células B seja grandemente mediada por CTLs (células T CD8+). O estagio
inicial da doenca, denominada insulite é caracterizado por infiltragdo de
leucocitos no pancreas e estd associado tanto com inflamagdo pancreatica
como com a liberagdo de anticorpos citotoxicos anti-célula-p. Estagios
iniciais da doenga sdo frequentemente ndo vistos ou mal diagnosticados visto
que sintomas clinicos de diabetes tipicamente se manifestam apenas apos 80%
das células P terem sido destruidas. Mesmo com terapia imunossupressora,
populagdes de célula B ndo se recuperam em uma extensdo significativa;
portanto, uma vez que os sintomas ocorram, o diabético tipo 1 € normalmente
dependente de insulina por toda a vida. Insulina é atualmente a Unica terapia
padrdo para tratar sintomas de diabetes tipo 1. Embora farmacos
imunossupressores tais como metotrexato e ciclosporina tenham mostrado
promessa clinica inicial no tratamento de diabetes tipo 1, p. ex., manutengao
de fungio de célula B, como com todos os imunossupressores gerais, 0 uso

prolongado deles foi associado com varios efeitos colaterais graves. O uso da
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invengdo no contexto de diabetes, portanto, abrange métodos para
suster/proteger os niveis e funcionalidade de células B que existem no
momento do tratamento.

Em uma modalidade especifica, um anticorpo anti-CD3
humano nio ¢ usado para o tratamento de diabetes aguda, mas em vez disso
para prevenir a progressio da doenca em individuos diagnosticados
recentemente, incluindo criangas diagnosticadas com diabetes juvenil (veja
Herold et al., 2005 Diabetes 54: 1763-1769). Em uma modalidade especifica,
terapia anti-CD3 humano ¢ usada apenas em pacientes que tém fungdo de
célula B residual como determinado por métodos descritos aqui ou conhecidos
por alguém de conhecimento ordinario da técnica. Em outra modalidade,
terapia de anticorpo anti-CD3 humano € usada para manter fung¢io de célula 8
transplantada em receptores de transplante pancreatico.

Em modalidades alternativas, a inven¢do abrange a
administragdo de anticorpos anti-CD3 humano a individuos predispostos a
desenvolver diabetes tipo 1, mas ndo satisfazem critérios diagndsticos como
estabelecido pela Associagdo de Diabetes Americana ou a Sociedade de
Imunologia da Diabetes para prevenir ou retardar o inicio de diabetes tipo 1
e/ou prevenir ou retardar a necessidade de administracdo de insulina a tais
pacientes. Em certas modalidades, fatores de alto risco para a identificagdo de
individuos predispostos de acordo com esta modalidade sdo ter parentes de
primeiro ou segundo grau diagnosticados com diabetes tipo 1, um nivel de
glicose em jejum prejudicado (isto €, em pelo menos uma determinag¢do de
um nivel de glicose de 100-125 mg/dL ap6s jejum (oito horas sem comida)),
uma tolerancia a glicose prejudicada em resposta a um OGTT de 75 g (isto &,
pelo menos uma determinagdo de um nivel de glicose de 2 horas de 140-199
mg/dL. em resposta a um OGTT de 75g), um tipo de HLA de DR7 em um
caucasiano, um tipo de HLA de DR4 em uma pessoa de descendéncia

africana, um tipo de HLA de DR9 em uma pessoa de descendéncia japonesa,
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exposicdo a virus da infancia (p. ex., virus coxsakie B, enterovirus,
adenovirus, da rubéola, citomegalovirus e virus Epstein-Barr), um diagnostico
positivo de acordo com critérios aceitos na técnica de pelo menos um outro
disturbio autoimune (p. ex., doenga da tiredide, doenca celiaca) e/ou a
detecgdo de autoanticorpos, particularmente ICAs, no soro ou outros tecidos.
Em certas modalidades, o individuo identificado como predisposto a
desenvolver diabetes tipo 1 de aco