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(567) Resumo: ANTICORPO ANTI-PLGF. A presente invengio
refere-se a novos anticorpos monoclonais direcionados para PIGF e
fragmentos e derivados dos mesmos, mais particularmente a
anticorpos humanizados e fragmentos desses para uso no tratamento
e/ou prevencao de angiogénese patoldgica.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "ANTICORPO
ANTI-PLGF".

Campo da Invencao

A presente invencao refére -se a novos anticorpos e fragmentos
e derlvados desses partlcularmente adequados para a |n|b|gao de angiogé-
nese em condicbes patoldgicas. A invencdo também se refere a linhagens
celulares que produzem anticorpos especificos. A presente invengao fornece

composigdes farmacéuticas que compreendem anticorpos, fragmentos e/ou

derivados da invengéo e fornece métodos de prevenir e tratar angiogénese
e/ou extravasamento vascular onde esses sdo indesejados tais como em.
formagao de tumor, doengas do olho, hipertensdo pulmonar e distdrbios in-
flamatérios e métodos para prévenir e tratar disturbios ésseos tal como oste-
oporose. : | }
Antecedentes da Invencéo

A formagéo anormal de vasos sanguineos contribui para a pato-

génese de varias doengas com alta morbidade e mortalidade. A elucidagéo
dos mecanismos que déo suporte ao crescimento vascular pode permitir o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas para estimular o crescimento

vascular em tecidos isquémicos ou para suprimir sua formagdo em tumores.

- Estudos recentes direcionados a genes em embrides identificaram alguns

dos mecanismos envolvidos na formagao inicial de canais endoteliais (angi-

‘ogénese) e sua maturagdo subseqiiente pelo revestimento com células

musculares lisas (arteriogénese). Surgiu a evidéncia de que mecanismos
moleculares distintos podem mediar o crescimento de vasos sangiineos
durante condi¢gbes patoldgicas, mas os fatores moleculares per»manecem
amplamente indeterminados. , |

Foi estabelecido que o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) esta implicado no desenvorlvimento e crescimento patoldgico da
vasculatura (Ferrara N. et al., 1999, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 237,
1-30). Além disso, também foi mostrado que o fator de crescimento Placen-
tario (PIGF), um homélogo de VEGF, é um modulador especifico de VEGF
durante uma variedade de condi¢des patoldgicas, tais como retinopatia
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isquémica, tumorigénese, disturbios inflamatérios e edema. Foi mostrado
que camundongos PIGF” tém angiogénese e arteriogénese prejudicada na
doenca (Carméliet P. et al., 2000, J. Pathol. 190, 387-405), enquanto a angi-
ogénese fisioldgica em saudaveis normais permanece nao afetada. Assim,
inibidores de PIGF tém um imenso potencial para o tratamento de d_'c;engas
nas quais a angiogénese ou arteriogénese contribuem para a patogenicida-
de da doenca. | A
Inibidores de PIGF sdo conhecidos né técnica, tal como um anti-
corpo policlonal de cabra contra PIGF humano (R&D PharmaceUticalys, A-
bingdon, UK) e um anticorpo policio_nal de galinha (Gassmann et al., 1990,
Faseb J. 4, 2528). Esses anticorpos sdo usados para estudos de Western
blotting, histoquimica e de imunoprecipitagéb. WOO01/85796 descreve o uso -
de inibidores de PIGF, incluindo os anticorpos monoclonais ahti-PIGF, para o
tratamento ou prevengéo de doencas, tais como formagéo tumoral. Mais es- .

pecificamente, a preparacdo de anticorpos monoclonais de murino que ini-

‘bem-completamente a ligacdo de PIGF-2 de murino ao seu receptor Fit-1,

esta descrita, através da qual o anticorpo Mab-PL5D11, é selecionado como
tendo a atividade inibitoria mais eficiente. O uso de anticorpo em modelos
animais de angiogénese patoldgica e_Sté descrito.

Anticorpos gerados em animais tém caracteristicas que podem
limitar severamente seu uso na terapia humana. Como proteinas estranhas,
eles podem fazer surgir uma resposta antiimunoglobulina (que para anticor-

pos de camundongo é referida como anticorpo humano anticamundongo ou

- HAMA) que reduz ou destréi sua eficacia terapéutica e/ou provoca reagdes

alérgicas ou de hipersensibilidade em pacientes, como mostrado por Jaffers
ef al., 1986 (Transplantation 1986 41:572). Embora o uso de anticorpos mo-
noclonais humanos possa lidar com essa limitacdo, foi provado ser dificil
gerar grandes quantldades de anticorpos humanos anti-humano pela tecno-
logia de hibridoma convencional. A tecnologia recombinante tem, portanto,
sido usada na técnica para construir anticorpos “humanizados” que mantém
a alta afinidade de ligacdo do animal, tal como anticorpos monoclonais de

murino mas que exibem imunogenicidade reduzida em seres humanos. Em
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particular, foram sugeridos anticorpos quiméricos nos quais a regido variavel
(V) de um anticorpo ndo humano é combinada com a regido constante (C)
de um anticorpo humano. Métodos de obter tais imunoglobulinas quiméricas
estao descritos em detalhes na Patente U.S. 5.770.198. Em outras tentativas
de reduzir a imunogenicidade de antlcorpos de murino, apenas a regido de
determlnag:ao de complementaridade (CDR) isto é regides de hipervariabili-
dade nas regides V, ao invés do dominio V completo, sdo transplantadas
para um anticorpo humano. Tais anticorpos humanizados séo conhecidos
como anticorpos de CDR enxertada. A construcdo de anticorpos de CDR
enxertada que 'reconhecem mais antn’genos complexos tem resultado em -
anticorpos que tem atividade de ligacao significativamente menor do.que 0s
anticorpos nao humamzados nativos. Em varios casos foi demonstrado que
a mera mtrodugao de CDRs ndo humanas em uma cadeia principal de anti-
corpo humano é suficiente para manter a atividade de ligacdo total. Apesar
de um modelo computédorizadq refinado do anticorpo de murino de interes-
se ser neceséério a fim de identificar os aminodcidos criticos a serem cdnsi-
derados no esbogo de um anticorpo humanizado, e regras'teéricas gerais
terem sido propbsfas para tal esbogo, em todbs 0S €casos o procedimento'
deve ser detalhado e otimizado para o anticorpo nio humano em particular

. de interesse.

Subsequentemente, permanece uma necessidade por anticor-

‘pos (monoclonais) que inibam otimamente a ligagdo de PIGF humana ao seu

receptor. Além disso, tais anticorpos tambeém precisam ser nao imunogéni-
Ccos, ja que eles ndo podem fazer surgir HAMA (du ter uma baixa tendéncia
de fazé-lo).

Sumario da Invencao

A presente invengao se refere a novos anticorpos monoclonais e
derivados desses direcionados para PIGF e capazes de inibir a ligagdo de
PIGF ao seu reCeptor. Os presentes ligantes sdo os primeiros a demonstrar
a inibicédo de PIGF humano em uma condigéo_patolégicé in vivo. Mais espe-
cificamente, os an‘ticorpos e derivados desses de acordo com a presente

invengao sao capazes de reduzir o tamanho do tumor e a vascularizacio de
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tecido tumoral humano in vivo. Os anticorpos da presente invencdo forne-
cem uma alternativa para terapie_is antiangiogénicas que atingem VEGF atu-
almente usadas, com a importante vantagem de que os efeitos colaterais
causados pela inibicdo da angiogénese patoldgica associada com essas te-
rapias sao significativamente reduzidos. ‘_

A presente invengéo se refere a moléculas de Ifgag:éo’ a antige-
no, particu’larmehte anticorpos monoclonais, fragmentos ou derivados des-
ses, incluindo anticorpos humanizados e fragm'entos de anticorpo, que se
ligam ao mesmo epitopo de PIGF como o anticorpo referido équi como
16D3. _

Um primeiro objetivo da presente invengéo é o fornecimento de

. novos anticorpos monoclonais capazes de se ligar a PIGF e que tem a capa- -

cidade de inibir o funcionamento de PIGF, mais especificamente anticorpos -
caracterizados em que sua regido variavel de cadeia pesada compreende a .
sequéncia de SEQ ID N2 2 ou uma seqléncia que tem pelo menos 80%,

~mais particularmente pelo menos 90%, o mais particularmente 95% de iden-

tidade de seqliéncia com essa dentro das regiées de CDR e/ou A'em que sua
regido variavel de cadeia leve compreende a seqiéncia de SEQ ID N2: 4 ou
uma seqﬂéhcia que tem pelo menos“ 80%, particularmente pelo menos 85%,
mais particularmente pelo menos 90%, o mais particularmente pelo menos
95% de identidade de sequéncia com essa dentro das regides de CDR, tal
como o anticorpo 16D3 ou derivados desse. Adicional ou alternativamente,
em uma modalidade adicional, as moléculas de ligagcdo ao antigeno da pre-
sente invencao tém uma identidade de seqliéncia dentro das regides varia-
veis da cadeia pesada e/ou leve fora das regides de CDR que é de pelo me-
hos 70%, particularmente pelo menos 80%, mais particularmente pelo me-

nos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% idéntica as seqléncias de

SEQID N2 2 e SEQ ID Ne: 4 respectivamente.

. De acordo com uma modalidade particular da invengao, o anti-
corpo € um anticorpo humanizado, mais particularmente um anticorpo hibri-
do, o mais particularmente um anticorpo hibrido de camundongo/humano,

mais particularmente um hibrido de 16D3 de camundongo/IgG1* ou IgG4~
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humano. Alternativamente, o anticorpo humanizado ¢ um que compreende
as regioes de CDR do anticorpo 16D3 de camundongo da presente invengédo
capazes de se ligar a PIGF, enxertada na cadeia principal de um anticorpo
humano. ' -

Uma modalidade adibional da presente invengdo se refere a
fra'gmentos de ligagao a antigeno do anticorpo 16D3 de camundongo ou um
derivado dos mesmos, tal como um anticorpo humanizado desse, tal como
mas nao limitado a um Fab, Fab’ ou F(ab’),, uma combinacg&o de pelo menos
duas regides de determinagdo de complementaridade (CDRs), uma regido
variavel de cadeia Unica ancorada na membrana ou solivel ou um dominio
variavel unico. Modalidades particulares de tais fragmentos de Iiga¢éo ao
antigeno incluem ffagmentoé que compreendem pelo menos duas CDRs de
16D3 ou derivados desse ou mais particularmente peI}o menoé duas CDRs
selecionadas a partir do grupo qué consiste em SEQ ID N2 17
(GYTFTDYY), SEQ ID N2 18 (IYPGSGNT), SEQ ID N2: 19 (VRDSPFFDY),
SEQ ID N2 20 (QSLLNSGMRKSF), SEQ ID Ne: 21 (WAS) e SEQ ID N2 22
(KQSYHLFT) ou que cbmpreendem pelo menos duas seqﬂéncias que tem
pelo menos 80%, particularmente pelo menos 85%, mais particularmente

| pelo menos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% de identidade de

sequéncia com elas. Uma modalidade particular da invencéo se refere ao

fornecimento de fragmentos varidveis de cadeia Unica (scFvs) do anticorpo

16D3 de camundongo e scFvs humanizadas que sao capazes de inibir a

atividade de PIGF. O mais particularmente, a presente invengao fornece
scFvs que compreendem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID N 24 ou
SEQ ID N 26 ou uma sequiéncia que tem pelo menos 80%, particularmente
pelo menos 85%, mais particularmente pelo mevnos 90%, o mais particular-
mente pelo menos 95% de identidade de seqUéncia corh essas dentro das
CDRs capazes de se ligar a PIGF.

Ainda um objetivo adicional da presente invengédo é o forneci-
mento de linhagens celulares que produzem os anticorpos monoclonais da
presente invengao, mais particularmente a linhagem celular 16D3 que pro-
duz o anticorpo 16D3,v mas também outras linhagens celulares que sdo ca-
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pazes de produzir as moléculas de ligagdo ao antigeno derivado de 16D3 ou
fragmentos desse, por exemplo como um resultado de tecnologia recombi-
nante. | '

Ainda um objetivo adicional da presente invengdo é o forneci-
mento de uma composigao farmacéutica para a prevengao ou tratamento de
angiogénese (indesejada) em condicdes patoldgicas ou d_istﬁrbios em mami-
feros ou para prévengéo ou tratamento de reabsor¢édo 6ssea, que compre-
ende um anticorpo contra PIGF que é 16D3 ou Um fragmento ou um deriva-
do, mais particularmente uma versdo humanizada de 16D3 ou um fragfnento
de ligagdo ao antigeno desse em mistura com um veiculo farmaceuticamen- .
te aceitavel. Uma modalidade especifica da invengdo é uma composicdo
farmacéutica que compreende um fragmehto de ligagéo ao' antigeno de -
16D3 ou um derivado desse, que é selecionado a partir do.grupo que consis-
te em um Fab, 'Fab’ ou F(ab’),, uma parte variavel de cadeia Unica ancorada

a membrana ou soluvel ou um dominio variavel Unico. As modalidades mais

“particulares da presente invenga@o se referem a composi¢des farmacéuticas

que compreendem um fragmento de ligagdo ao antigeno que compreende
pelo menos duas CDRs selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ
ID N 17 (GYTFTDYY), SEQ ID _NQ: 18 (IYPGSGNT), SEQ ID N 19
(VRDSPFFDY), SEQ ID N2 20 (OSLLNSGMRKSF) SEQ ID N2 21 (WAS) e

SEQ ID N&: 22 (KQSYHLFT) ou menos duas que tem peIo menos 80%, par-
tlcularmente pelo menos 85%, mais particularmente pelo menos 90%, o mais
particularmente pelo menos 95% de identidade de sequéncia com duas se-
gUéncias diferentes éelecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID
N2 17 a 22. Uma modalidade particular da mesma se refere a composigoes -
farmacéuticas que compreendem um scFv do anticorpo 16D3 da invengéo,
mais particularmente que compreendem um scFv que compreende pelo me-
nos duas CDRs selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID Ne:
17 (GYTFTDYY), SEQ ID N 18 (IYPGSGNT), SEQ ID Ne: 19
(VRDSPFFDY), SEQ ID N 20 (QSLLNSGMRKSF), SEQ ID N2 21 (WAS) e
SEQ ID N® 22 (KQSYHLFT) ou pelo menos duas seqiiéncias que tém pelo

menos 80%, particularmente pelo menos 85%, mais particularmente pelo
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menos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% de identidade de se-'
qiiéncia com duas seqiiéncias diferentes selecionadas a partir do grupo que
consiste em SEQ ID N% 17 a 22, tal como um scFv que compreendé a SEQ
ID N2 24. Mais particularmente, a composi¢do farmacéutica compreende um
scFv humanizado de 16D3, tal como mas nao limitado a scFv humanizado
qué compreende SEQ ID N2 26 ou uma seqiiéncia que tem pelo rhenos
80%, particularmente pelo menos 85%, mais particul'armente 'pelo menos
90%, o mais particularménte pelo menos 95% de identidade de ’seqﬂéncia
com essa dentro das CDRs capazes de se ligar a PIGF.

Em ainda outra modalidade particular da composicéo farmacéu-
tica de acordo com a invengdo, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
outro agente antiangiogénicb estd incluida além da molécula de‘ligagéo ao
antigeno capaz de se ligar a PIGF da invengdo. O mais pa_rticdlarmenté em
relagdo a isso, agentes antiangiogénicos tais como inibidores de VEGF- e -
bFGF-, sdo considerados, o mais particularmente anticorpos anti-VEGF. -
| Outro objetivo da presente im)engéo e fornecer_ seqiiéncias de
nucleotideos que codificam os fragmentos de ligagao ao antigeno dos anti;

COrpos que se ligam a PIGF descritos aqui, mais particularmente seqiiéncias

de nucleotideos que codificam as regides varidveis de cadeia pesada e leve

de 16D3 produzido pela linhagem celular 16D3. O mais especificamente a

sequéncia de nucleotideo que codifica as regides variaveis de SEQ ID N2: 2

e SEQ ID N 4 ¢ considérada. Adicionalmente, seqiéncias de polinucleoti-
deo que codificam fragmentos de ligacdo ao antigeno que compreendem
pelo menos duas CDRs de 16D3, mais especifiéamente, polinucleotideos
qgue codificam pelo menos duas das CDRs selecionadas a partir do grupo
que consiste em SEQ ID N% 17 (GYTFTDYY), SEQ ID N2 18 (IYPGSGNT),
SEQ ID N°: 19 (VRDSPFFDY), SEQ ID N2 20 (QSLLNSGMRKSF), SEQ ID
Ne: 21 (WAS) e SEQ ID N 22 (KQSYHLFT) ou que codificam seqiiéncias
que compreendem pelo menos duas CDRs que tem pelc_) menos 80%, pa‘rti-.
cularmente pelo menos 85%, mais particularm.ente pelo menos 90%, o mais
particularmente pelo menos 95% de identidade de seqiiéncia com SEQ ID
N2 17 a 22. Modalidades es_pecificas das sequencias de nucleotideos da
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presente invengdo séo fornecidas nas SEQ ID N%s: 1, 3, 5 e 6. Modalidades
especificas adicionais incluem as sequéncias de nucleotideos que codificam
o scFv de 16D3 e versdes humanizadas desse, mais particularmente a se-
quéncia de SEQ ID N2 23 e SEQ ID N2 25 e as seqiiéncias que tem pelo
menos 80%, particularmente pelo menos 85%, mais particularmen_te pelo
menos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% de idéntida’de de se-
qgliiéncia com essés, 0 mais particularmente dentro de regibes que codificam
as regides de CDR do scFv. Entretanto, sera obéervado que existe uma va-
riedade de seqijéncias de nucleotideos que caem dentro do escopo da pre-
sente invencdo como um resultado da redundancia no cadigo genético.

Outro objetivo da presente invengédo é fornecer um método de

tratamento e/ou prevengéo de angiogénese indeéejada (ou patolégica) em

uma condigao patologica em um mamifero, cujo método compreende admi-
nistrar a um mamifero que necessite de tal tratamento ou prevencéo de uma

quantidade tefapeuticamente eficaz de um principio ativo que é o anticorpo

- 16D3 da presente inven¢do ou um fragmento de ligagdo de antigeno ou de-

rivado desse, o mais particularmente um scFv como aqui descrito. Particu-
larmente adequados para os métodos da presente inven¢do sdo os anticor-
pos humahizados e fragmentos de anticorpo, tal como scFv de 16D3 ou de-
rivados do mesmo. Uma modalidade pérticUIar do método da invencdo se
refere ao tratamento e/ou prevengdo de condigdes patologicas tais como,
mas-nao limitadas a cancer, inflamacgao, doengas do olho, hipertensdo pul-
monar e extravasamento vascular. Um objetivo particular da presente inven-
¢ao é fornecer uma terapia eficaz e segura (isto €, sem efeitos colaterais)
para a angiogénese patolégica, mais em particular para crescimento tumoral,
inflamagéo, doencas do olho ou extravasamento vascular, em mamiferos,
mais particularmente em seres humanos. O mais particularmente, 0 método
da presenté invencdo é adequado para o tratamento e/ou prevencao de tu-
mores solidos, mais particularmente, para o tratamento e/ou prevengdo de
cancer de cdlon, céhcer de mama, cancer pancreatico e melanomas; A

| Usos adicionais dos anticorpos e fragmentos de ligacdo ao anti-

geno da presente invengédo se referem a deteccdo imunolégica de PIGF em
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amostras humanas, como por¢des marcadas em métodos de diagndstico e
para o rastreamento de compostos com um efeito aditivo para mlblgao de
PIGF no tratamento de cancer.

A presente invengéo se baseia na determinagdo surpreendente
de novos ligantes, denominados novos anticorpos monoclonais de murino e
humamzados e fragmentos, derivados e homélogos desses que inibem PIGF
‘muito eficientemente. O mais particularmente, a presente invencao demons-
tra Iigantes capazes de reduzir o crescimento tumoral, 0 mais particularmen- '
te capazes de reduzir o tamanho de um tumor entre 20% e 50%.

Breve Descricdo das Figuras

A seguinte descricdo, ndo pretendida pafa limitar a invehg:éo as
modalidades especificas aqui‘descritas, pode ser entendida em conjunto
com as figuras qu'e a acompanham, incorporadas aqui como referéncia, nas
quais: | _

Figura 1: | Ligacao de antlcorpo 16D3 (A) ou anticorpo 16D3

" humanizado (hu 16D3) (B) a PIGF-2 humano (produzido em PIChIa) com um

teste ELISA de acordo com uma modalidade da presente invengao.

~ Figura 2: Inibicdo da ligacdo de PIGF-2 ao receptor Fit-1
humano pelo anticorpo 16D3 (quadrados) ou pelo anticorpo- 16D3 humani-
zado (tridngulos) com um teste ELISA de acordo com uma 'modalid_ade da

presente invengéo.

Figura 3: . Resultados dos experimentos Biacore em que
rhuPIGF-2 esta imobilizado sobre um chip CM5 a fim de i'nvestigar o poten-
cial de inibicao do anticorpo 16D3 e seu fragmentb Fab teste de acordo com
uma modalidade da presente invencao. o

Figura 4: O anticorpo monoclonal 16D3 inibe o crescimento
do tumor em um modelo de xenoenxerto de tumor bancreético humano
DanG subcutaneo. Tratamento de camundongos nu/nu com tumores de a-
proximadamenté 60 mm?® com anti-tPA (‘l9G de controle’) (1C8; 50 mg/kg de
peso corporal; n=10), 16D3 anti-hPIGF (‘anti-hPIGF’) (50- mg/kg de b’eso cor-
poral; n=10), anti-mPIGF (PL5D11D4 (obtido comvo descrito em WO
01/85796); 50 mg/kg de peso corporal; n=10), uma combinagdo de 16D3
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“anti-hPIGF e PL5D11D4 anti-mPIGF (‘anti-hPIGF/anti-mPIGF’) (25 mg/kg de

peso corporal de Cada; n=10) e ‘veiculo’ (n=10) de acordo com uma modali-
dade da presente invengdo. (A) Tamanho do tumor (B)‘Peso do tumor 18
dias apds a inoculacdo do tumor.

Figura 5: O anticorpo monoclonal 16D3 inibe o crescimento
do tumor em um modelo de xenoenxerto de tumor pancreético humano sub-
cutédneo DanG dé uma maneira dependente da dose. Tratamento de camun-

dongos nu/nu com tumores de aproximadamente 60 mm® com 16D3 anti-

- hPIGF (50 mg/kg = ‘1000ug’/'C’, 37,5 mg/kg = ‘750 pug'/'D’, 25 mg/kg = ‘500

ug/'E’, 12,5 mg/kg = ‘250 pg'/'F’; n=10 para cada concentragio), IgG de con-
trole (‘1C8’/ ‘B’; 50 mg/kg) e ‘veiculo’/‘A’ (n=10) de acordo com uma modall- :
dade da presente invengao. A: evolugédo do tamanho médio do tumor apés a -
inoculagédo de célula tumoral; B: média do tamanho médio do tumor no dia
20. | ' |

Figura 6: - O anticorpo monoclonal 16D3 inibe o crescimento

- do tumor em um modelo de xenoenxerto de tumor de mama humano subcu-

tdneo MDA-MB. Tratamento de camundongos nu/nu com tumores de apro-
X|madamente 60 mm® com 16D3 anti-hPIGF (50 mg/kg de peso corporal;
n=10) ou veiculo trés vezes por semana de acordo com uma modalidade da
presente invengdo. A: peso do tumor e B: volumé_do tumor como determina-
do 32 dias apés a inoculagio.

Figura 7: - O anticorpo monoclonal 16D3 inibe o crescimento
do tumor em um modelo de xenoenxerto de tumor de colon humano subcu-
taneo LOVO. Tratamento de camundongos nu/nu com tumores de aproxi-
madamente 60 mm?® com 16D3 anti-hPIGF (50 mg/kg de peso corporal;
n=10) ou veiculo trés vezes por semana de acordo com uma modalidade da
presente invengao. A: peso do tumor e B: volume do tumor como determina-
do 30 dias apés a inocuiagéo.

| ‘Figura 8: O anticorpo monoclonal 16D3 inibe o crescimento
do tumor em um modelo de xenoenxerto de tumor de melanoma humano
subcutaneo Mel2a. Tratamento de camundongos nu/nu com tumores de a-

proximadamente 60 mm® com 16D3 anti-hPIGF (50 mg/kg de peso corporal;
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n=10) ou veiculo trés vezes por semana de acordo com uma modalidade da
presente invengdo. Peso do tumor como determinado 53 dias apos a inocu- -
lagao.

Figura 9: Anticorpo monoclonal 16D3 evita perda de peso
corporal em um modelo de xenoenxerto de tumor pancreatlco humano sub-
cutaneo DanG. Tratamento de camundongos nu/nu com tumores de aprOX|-
madamente 60 mm® com 16D3 anti-hPIGF (50 mg/kg de peso corporal;
n=10), 1gG de controle, uma combinagéo de anti-hPIGF e anti-PIGF (25
mg/kg de peso corporal de cada; n=10) e-veiculo (n=10) de acordo com uma.

- modalidade da presente invengdo. O peso do tumor foi subtraido do peso-

corporal antes do calculo da porcentagem de perda de peso corporal; Barras
abertas: peso corporal no primeiro dia de tratamento; barras preenchidas:
peso corporal no tltimo dia de tratamento. |

Figura 10: Anticorpo monoclonal 16D3 e Avastin exercem -
efeito adicional sobre a inibigio do crescimento do tumor em um DanG pan-
creatico humano subcutaneo. Tratamento de camundongos nu/nu com tUmo-

res de aproximadamente 60mm® com 16D3 anti-hPIGF (37,5 mg/kg, 25

mg/kg, 12,5 mg/kg de peso corporal; n=10 para cada concentragéo), IgG de

controle (1C8; 50 mg/kg), Avastin (15 mg/kg e 5 mg/kg de peso corporal, i.p.

. duas vezes por semana, n=10 ca_d_a) € uma combinagéao de anti-hPIGF (12,5

mg/kg de peso corporal) e Avastin (5 mg/kg de peso corporal; n='1 0) de a-

‘cordo com uma modalidade da presente invengdo. Os camundongos foram

sacrificados apés 20 dias da inoculacdo do tumor e o vdlume do tumor foi
determinado. »
Figura 11: Seqliéncias de nucleotideo e aminoé&cidos de par-

-tes variaveis de anticorpo murino 16D3 de acordo com a uma modalidade da

presente invencao. A. Sequléncia de nucleotideo que codifica uma parte va-
riavel da cadeia pesada; B. Seqiiéncia de nucleotideo que codifica parte va-
riavel da cadeia leve; C. Sequéncia de aminodcido da parte variavel da ca-
deia pesada; D. Seqléncia de aminodacido da parte varidvel da cadeia leve.
Nucleotideos ou aminoacidos que podem ser modificados para fins de hu-

manizagao de acordo com uma modalidade da invenc¢éo estao sublinhados.
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Figura 12: Sequéncias de nucleotideos e aminodacidos de
partes variaveis humanizadas de 16D3 de acordo com uma modalidade da
presente invengdo. A. Seqliéncia de nucleotideo que codifica a parte variavel
humanizada da cadeia pesada. B. Sequéncia de nucleotideo que codifica a -

parte variavel humanizada da cadeia leve; C. Seqiiéncia de ammoamdo da

, parte variavel humamzada da cadeia pesada; D. Sequéncia de aminoacido

da parte varlavel humanizada da cadeia leve. Nucleotldeos ou ammoacudos
modificados para fins de humanlzag:ao estao subllnhados

Figura 13: llustracdo do vetor para expressio de scFv de
16D3 humanizado em células 293.

Figura 14; A. Ligagéb de scFv16D33 e scFv16D3 humaniza-
do a PIGF; B. Inibicao da ligagéo de huPIGF-2 a0 seu recepter huFlt-1 por -

'scFv16D3 e scFv16D3 humanizado (B).

Flgura 15: A. Sequéncia de aminoacido de scFv de anticbrpo .
murino 16D3; B. SequenCIa de aminoacido de scFv humanizado de anticor-

po 16D3. Regibes fora das regides vanavels de cadeia pesada e leve estao

subllnhadas .

F|gufa 16: IIuStragéo do vetor para expressdo de Fab de
16D3 humanizado em células 293 de acordo com uma modalidade da inven-
gﬁéo. , - . S
Figura 17; Ligagéo de Fab de 16D3 humanizado a huPIHG
com um teste de ELISA de acordo com uma modalidade da presente inven-
¢ao; B. Inibicao da Iigagéo de huPIGF-2 ao seu receptor huFlt-1 por
Fab16D3. |
Definicbes

' 0 termo “16D3" como usado aqui se refere ao anticorpo mono-
clonal contra PIGF produzido pela linhagem celular depositada com o
BCCM/LMBP sob o nimero LMBP 6399CB.

O termo “fragmento de anticorpo” se refere a uma subparte de
uma molécula de anticorpo que sozinha, ou em combinagdo com outros
fragmentos é capaz de se ligar ao antigeno contra o qual o anticorpo corres-

~ pondente foi criado. Fragmentos de anticorpo tipicos sdo Fab, Fab', F(ab'),
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Fv ou scFv, que freqlientemente retém uma afinidade pelo antigeno que é
comparavel ao anticorpo completo. Fragméntos menores incluem regides de
determinagdo de complementaridade ou CDRs tais como CRD1, CDR2 e
CDR3 da cadeia pesada ou leve e/ou combinagdes de duas ou mais das
mesmas. _
| O termo “derivado” é usado aqui para se referir a uma molécula
de ligagao ao antigeno que corresponde a uma modificagéo do anticorpo
original (por exemplo como produzido por uma linhagem celular de hibrido-
ma) ou fragmento dessa, sem afetar de forma significante a ligacdo ao anti-
geno. Modificagbes tipicas incluem'modificagées da sequéncia de aminoaci-
dos do anticorpo original ou modificagées dos 'grupbs funcionais presentes
na sequéncia de aminoacido, por exemplo no contexto de human'izagéo, pa-

ra a ligagdo do anticorpo ou fragmento de anticorpo desse a outras molécu-

las tais como marcadores ou contas, ou para a modificagdo de glicosilagao.

Dessa forma, derivados incluem mas néo s&o limitados a anticorpos huma-

~nizados, anticorpos hibridos, anticorpos ou outras moléculas de ligacao ao

antigeno que tenham sido obtidas por enxerto ou introdug&do de uma ou mais
das regides variaveis e/ou CDRs do anticorpo driginal na cadeia principal de
outro anticorpo ou fragmento da mesma espécie ou de uma diferente. Deri-
vados de um anticorpo incluem estruturas alternativas de uma ou. mais C-
DRs do anticorpo que resultam em uma molécula de ligacdo ao antlgeno tal
como um polipeptideo sintético.

Um “anticorpo humanizado ou fragmento de antlcorpo” como
usado aqui, se refere a uma molécula de anticorpo, ou fragmento dessa na
qual, em comparagdo ao anticorpo original, aminoacidos foram substituidos
a fim de assemelhar-se mais intimamente a um anticorpo humano. A maioria
dessas substituicdes serdo na cadeia principal do anticorpo ou fragmento de
anticorpo, isto € em regides onde o antigeno nao se liga. Entretanto, é con-
templado que dentro das CDRs, aminodacidos que ndo participam na ligacao
ao antigeno também podem ser substituidos. -

Um anticorpo ou fragmento de anticorpo “remodelado” ou um

“anticorpo hibrido” como usado aqui, se refere a um anticorpo que compre-
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ende partes de pelo menos dois anticorpos diferentes, que podem opcional-
mente ser da mesma espécie ou de espécies diferentes. Tipicamente, um
anticorpo hibfido humano pode ser uma regido constante humana de um
anticorpo ligado a uma regido variavel humanizada de outro anticorpo (que é
direcionado contra o antigeno de interesse) ou uma cadeia principal de anti-

. corpo humano de um anticorpo no qual seqﬁéncias de aminoacidos nas re-

gides de ligacao ao antigeno foram substituidas por sequéncias de outro
anticorpo por exemplo um anticorpo nao humano direcionado contra um an-
tigeno humano de interesse. Mais particularmente as regibes de ligagdo ao
antigeno de um anticorpo (geralménte nao humano) que tém afinidade por
um antigeno de interesse, tal como uma ou mais CDRs ou regides varidveis
ou partes dessas, sdo introduzidas na cadeia privncipal de outro anticorpo
(geralmente humano) (por exemplo anticorpos de CDR enxeﬁada)

O termo “homologia” ou “homélogo” como usado aqui com refe- .

réncia a duas ou mais moléculas de ligagdo ao antigeno da presente inven-

“¢ao se refere a habilidade das moléculas de ligagéo ao antigeno se ligarem

ao mesmo antigeno, mais particularmente ao mesmo epitopo. A habilidade
de duas moléculas de ligagdo ao antigeno se ligarem ao mesmo epitopo po-
de ser avaliada determinando se as' moléculas de ligagdo ao antigeno po--
dem competir uma com a outra pela ligagdo ao mesmo antigeno, por exem-
plo em um ensaio de ligacdo competitiva. A ligagdo ao antlgeno de molécu-
las de ligagcdo ao antigeno homdiogas deve ser de especificidade similar.

A “identidade de seqﬁéncia” de duas seqliéncias como usado
aqui se refere ao numero de posigbes com nucleotideos ou aminoacidos
idénticos dividido pelo numero de nucleotideos ou aminoacidos na menor
das seqléncias, quando as duas seqtiéncias sdo alinhadas. Preferivelmente
a dita identidade de seqiéncia é maior do que 70%-80%, preferivelmente
81-85%, mais preferiveimente 86-90%, especialmente preferivelmente 91-
95%, o mais preferivelmente 96-100%, mais especificamente é 100%. Em
vista da contribuicéo geralmente limitada da cadeia principal das regioes va-
riaveis para a ligagado com o antigeno, identidade de sequéncia é o mais co-

mumente especificada aqui com relagdo a seqiiéncia dentro das regides de
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determinagdo de complementaridade ou CDRs, isto é com relagdo as se-
quéncias de nucleotideos que codificam e as seqiiéncias de aminoacidos -
que constituem as CDRs. Dessa forma, quando uma seqéncia é especifi-
cada ter por exemplo uma identidade de seqléncia de 80% por uma se-
quéncia especifica “dentro das CDRs” ela é pretendida para fornecer a iden-
tidade de sequéncia entre as duas éeqUéncias‘ apenas com relagdo as se-
quéncias que formam as CDRs.

O termo “PIGF” é usado aqui para se referir ao fator de cresci-
mento placentario. Foi descoberto que PIGF ocorre principalmente em duas
variantes de sp/iée ou isoformas, PIGF¢1 de 149 aminoacidos e PIGF-2 de-
170 aminoécidos', que compreende um inser¢ao de 21 aminoéacidos ha regi-
ao carboxi-terminal, mas também outras isoformas foram descobertas.

O termo “inibit6rio” quando se referindo a um ahticorpo para
PIGF ou fragmento ou derivado desse é usado para indicar que o anticorpo, -
fragmento ou derivado é capaz de inibir a ligagao de PIGF ao seu receptor
Fit-1. .
Descricdo Detalhada

A presente invengdo sera descrita com referéncia a certas mo-
dalidades e a certas figuras mas a presente invencao ndo esté limitada a
elas mas apenas pelas reivindicacoes. :

A presente invengéo se refere a moléculas de ligagao ao antige-
no, particularmente anticorpos monoclonais, fragmentos ou derivados des-
ses, que se ligam ao mesmo epitopo de PIGF que o antiéorpo referido aqui
como anticorpo 16D3. “Anticorpo 16D3”, produzido pela linhagem celular
LMBP 6399CB, foi criado contra PIGF de origem humana, e se liga a PIGF
humano (ambas as isoformas PIGF-1 e PIGF-2). O anticorpo 16D3 inibe a
ligagdo de PIGF humano ao seu receptor Flt-1, inibindo a atividade de PIGF.
O anticorpo 16D3 em si e fragmentos ou derivados desses, assim como se-
quéncias de nucleotideos que codificam o anticorpo, fragmentos ou deriva-
dos, podem assim ser usados para a inibigdo de PIGF tanto em um contexto
terapéutico como em um modelo animal para fins de teste ou rastreémento.
Alternativamente, o anticorpo pode ser usado para deteccéo e/ou quantifica-
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‘¢&o de PIGF in vivo, ex vivo, ou in vitro. Dessa forma, a presente invengdo

fornece diferentes aplicagdes das moléculas de ligagdo ao antigeno da in-
vengao e as Seqijéncias de nucleotideos que as codificam. A invengado ainda
se refere a métodos de produzir as moléculas de ligacdo ao antigeno da in-
vengao, e a linhagens celulares capazes de produzir essas moléculas de

_ligagdo ao antigeno.

Um primeiro aspecto da presente invengéo se refere a linhagens
celulares que produzem as moléculas de ligagdo ao antigeno da invencgao,

 mais particularmente linhagens celulares que produzem anticorpos mono-

clonais capazes de se ligar ao mesmo antigeno que 16D3 ou fragmentos ou -
derivados desses. Uma modalidade particular desse aspecto da invencgéo é

a linhagem celular de hibridoma também referida como “linhagem celular -

| 1603” que produz 0 anticorpo monoclonal 16D3 e que foi depositada com o

BCCM/LMBP (Belg/an Co-ordinated Collections of Microorganisms/Plasmid
Collection Laboratorium voor Moleculaire Biologie, Universidade de Ghent

'K.L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Ghent, BE por Thromb-X em 29 de margo

dév2005 como o numero de depdsito LMBP 6399CB. A presente invengéo
ainda fornece Iinhagéns celulares que produzem anticorpos monoclonais
derivados do anticbrpo monoclonal '1603 Tais linhagens celulares podem
ser obtidas pela modificagéo da sequéncia codmcante para o anticorpo mo-
noclonal 16D3, 0 mais particularmente a sequencna codificante que codifica
as regioes que nao se ligam ao antigeno de 16D3. Métodos de determinar a
natureza das modificagbes a seremkfeitas, e exemplos de modificagbes ade-
quadas est&o descritos aqui. _

Um segundo aspecto da invencao se refere a moléculas de liga-
¢ao ao antigeno capazes de se ligar ao mesmo antigeno que o anticorpo
16D3. Mais particularmente, a invencdo se refere ao anticorpo c_hamado
16D3 prod'uzido pela Iihhagem celular 16D3 descrita acima e homologos,
fragmentos de derivados desse capazes de se ligar a PIGF e inibir a ativida-
de de PIGF. | .

Dessa forma uma modalidade particular da presente invengao
fornece o anticorpo monoclonal anti-PIGF humano 16D3 produzido pela li-
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nhagem celular LMBP 6399CB, e fragmentos desse anticorpo. O anticorpo'
monoclonal 16D3 é caracterizado pela seqliéncia de aminodcido das regides -
varidveis de suas cadeias pesada e leve como descrito em SEQ ID N®: 2 ¢
SEQ ID N2 4, respectivamente. , '

De acordo com uma modalidade especifica, a presente invengéo
se refere a fragmentos, mais particularmente fragmentos de ligagdo ao anti-

geno do anticorpo 16D3. Tais fragmentos incluem, mas nao estao limitados
a Fab, Fab', F(ab')z, CDR's, peptideos com uma sequéncia de um parte do

anticorpo ou suas CDRs, dominios variaveis Unicos e combinagbes desses.
Fragmentos Fab, Fab' e F(ab');, podem ser gerados por digestdo proteolitica:
de anticorpos monoclonais usando métodos bem-cohhecidos na téchica tal
como descrito por Stanworth et al, Handbook of Expenmenta/ Immunology
(1978), vol. | caprtulo 8 (Blackwell Scientific Publications). Tals fragmentos,
que retém a habilidade de se ligar ao antigeno, perderam vérias proprieda-
des do anticorpo de ongem tais como atlvagao do complemento ou capacn-

dade de se ligar a receptores Fc gama. Mais especuflcamente a presente

invencao fornece fragmentos que compreendem as regides variaveis das
cadeias pesada e leve de 16D3 que correspondem aSEQID N2 2 e SEQ ID
Ne: 4, respectivamente. Uma modalidade particular adicional da invengao se
refere a fragmentos que compreendem as regides de determinacgéo de com-
plementaridade (CDRs) de 16D3 e derivados desses. Os dois métovdos mais
comumente seguidos para identificar CDRs s&o IMGT e KABAT e fragmen-
tos que compreendem mais de um tipo de CDR de 16D3 sdo considerados
dentro do contexto da invengio, assim como derivados de 16D3 que com-
preendem esses fragmentos ou CDRs. De acordo com a identificagdo por
IMGT de CDRs, as regides CDR dentro das regides variéveis de 16D3 cor-
respondem a SEQ ID N% 17 (GYTFTDYY), SEQ ID N2 18 (IYPGSGNT);
SEQ ID N*: 19 (VRDSPFFDY), SEQ ID N2 20 (QSLLNSGMRKSF), SEQ ID
Ne: 21 (WAS) e SEQ ID N2 22 (KQSYHLFT). Dessa forma, a presente in-
vengdo fornece fragmentos do anticorpo 16D3 que cofnpreendem uma ou
mais das CRDs de 16D3 como fornecido em SEQ ID N2 17 a SEQ ID N2
22.
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_ Uma modalidade especifica adicional da invengdo fornece frag-
mentos de 16D3 que sdo partés varigveis de cadeia Unica ancoradas &
membrana oU soluveis de 16D3. Um fragmento variavel de cadeia tnica
(scFv) € um fragmento de anticorpo geneticamente projetado que geralmen--
te consiste na cadeia varidvel pesada (VH) e cadeia leve (VL) de uma imu-
noglobulina, ou partes dessas, unidas juntas por um ligante de peptideo fle-
xivel. Opcionalménte, scFvs compreendem as regides CDR do anticorpo de
interesse e regides de arcabougo de outro anticorpo. A sequéncia de amino-
acido das regides de arcabougo e/ou CDR de scFv é opcionélmente huma-

nizada para reduzir antigenicidade para uso como um farmacéutico em seres

humanos. A invengdo fornece um scFv de 16D3 e uma versao humanizada -

. desse que compreende SEQ ID N2 24 e SEQ ID Ne: 26, respectivamente.

Métodos para obter partes varidveis de cadeia unica de anticorpos séo co-
nhecidas do versado na técnica e estdo descritas no exemplo 6 aqui contido. .
Por exemplo 0 método pode incluir amplificacdo das sequiéncias de DNA das

~ partes variaveis das cadeias pesada e leve humanas em reagdes separadas

e clonagem, seguida por insergdo de uma seqiéncia ligante de quinze ami-
noécidos, por exemplb (GIy4Ser)3 entre VH e VL por uma reacdo em cadeia
da polimeraée (PCR) de duas eta_pas (veja por exemplo Dieffeiibach &
Dveksler, “PCR Primer, a laboratory manual” (1995), Cold Spring Harbour
Press, Plainview, NY, USA). O fragmento resultahte pode ‘entéo ser inserido
em um vetor adequado para expresséo de um fragmento variavel de cadeia
unica como um polipeptideo solivel ou apresentado em fago. Isso pode ser
alcangado por métodos bem-conhecidos daqueles versados na técnica, tal
como descrito por Gilliland et al., Tissue Antigens (1996) 47: 1-20.
| A presente invencado também forece fragmentos de 16D3 que
sao peptldeos de ligacdo ao antigeno representativos das regloes hipervari-
avies do antlcorpo 16D3 ou.combinacdes desses. Tais peptideos podem ser
obtidos por sintese usando um sintetizador de biossistema aplicado por e-
xemplo um sintetizador de polipeptideos tal como o modelo 9050 disponivel
por Milligen (USA) ou um modelo de uma tecnologia relacionada.
| Uma modalidade adicional da invencéo se refere a derivados do
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anticorpo 16D3 ou fragmentos desses. Mais particularmente, a invengéo se
refere a anticorpos que compreendem uma regido de cadeia pesada variavel
e ou uma regido de cadeia leve variavel como descrito em SEQ ID N%: 2 ¢
SEQ ID N2 4, respectivamente, mas das quais as regides constantes sdo
diferentes daquelas em 16D3. Adicional ou alternativamente, os derivados
dd anticorpo 16D3 da presente invengdo compreendem pelo menos duas
das CDRs de 16D3 como fornecido em SEQ ID N 17 (GYTFTDYY), SEQ
ID N2: 18 (IYPGSGNT); SEQ ID Ne: 19 (VRDSPFFDY), SEQ ID N%: 20
(QSLLNSGMRKSF), SEQ ID N2: 21 (WAS) e SEQ ID N2 22 (KQSYHLFT),
enquanto as re‘gi_ées de arcabouco enfre as CDRs e/ou regides constantes -
sao diferentes. | .

De acordo com Uma modalidade da invengao, derivados do anti-
corpo 16D3 ou frégmentos desses sao fornecidos tendo pelo vmenos 80%,
particularmente pelo menos 85%, mais particularmente pelo menos 90%, o -
mais particularmente belo menos 95% de identidade de seqliéncia com a

' regido variavel de cadeia pesada e leve de 16D3 fornecida em SEQ ID Ne: 2

e SEQ ID N2 4, respectivamente. O mais particularmente, a presente inven-
¢éo fornece derivados do anticorpo 16D3 ou fragmentos desses que com-
preendem uma regido varidvel de cadeia pesada e/ou uma regido variavel
de cadeia leve que tem pelo menos 80%, particularmente pelo menos 85%,
mais particularmenfe pelo menos 90%, o mais particularmente peio menos
95% de identidade de seqiéncia com SEQ ID N2: 2 e SEQ ID N2 4, respec-
tivamente dentro das regibes CDR. Identidade de seqﬂéhcia dentro das re-
gides de arcabougo pode ser, mas ndo é limitada a, menos do que: 80%.
Também considerados sdo derivados que compreendem pelo menos duas
CDRs que tem pelo menos 80%, particularmente pelo menos 85%, mais par-
ticularmente pelo menos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% de
identidade de seqiéncia com as sequéncias de SEQ ID N¢: 17 a 22, respec-
tivamente. | v

De acordo com uma modalidade .adicional, a invengao fornece
derivado de uma scFV de 16D3 que compreende uma seqiiéncia que tem

pelo menos 80%, mais particularmente pelo menos 90%, o mais particular-
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mente pelo menos 95% de identidade de seqiiéncia com SEQ ID N¢: 24 ¢
uma sequéncia que tem pelo menos 80%, partic.ularmente pelo menos 90%,
0 mais particUIarmente peio menos 95% de identidade de seqiiéncia com
SEQ ID N2: 26, o mais particularmente dentro das regides CDR.

De acordo com outra modalidade, a invengdo fornece derivados
de 16D3 ou fragmentos desses que sdo humanizados. _Tais derivados hu-
manizados de 16D3 sdo homologos em que eles retém sua afinidade de li-
gacao por PIGF. De acordo com uma modalidéde particular, os derivados
humanizados de 16D3 também retém a habilidade de inibir a atiVidade de
PIGF. Humanizagao dé anticorpos' nao humanos ¢ alcangada pela substitui-

¢ao de um ou mais aminoécidos na cadeia principal do anticorpo, isto é a-

queles aminoacidos que n&o estdo envolvidos na ligagdo do anticorpo ao -
ahtl'geno, a fim de assemelhar-se mais intimamente & cadeia principal de um
anticorpo humano. Diferentes tipos ou niveis de humanizagdo sdo conside-
rados. M_odalidades particulares da invengao se referem a anticorpos ou
fragmentos nos quais regides inteiras, mais particularmente a(s) regi6es(é)
constante(s) do anticorpo héo humano ou fragmento é (sdo) _‘substituidas
pela(s) regido(oes) cdnstanté(s) de um anticorpo humano, a fim de resultar
em anticorpos ou ffagmentos quimé_ricos (por exemplo humano/murino). Mo-
dalidades particulares adicionais sdo ahticor_pos onde os aminodcidos de
ligacao ao antigeno (por exemplo duas ou mais CDRs) do anticorpo ndo
humano contra PIGF é introduzido dentro da cadeia principal de um anticor-
po humano (por exemplo anticorpo's de CDR enxertada). Métodos para as-
sociar a ligagao da regido de determinacéo de complementaridade (“CDR”)
do anticorpo monoclonal ndo humano com as regides de arcabougo huma- -
nas — em particular a regiao constante C do gene humano — sdo conhecidos
do versado' na tecnica, tal como descrito por Jones et al. em Nature (1986)
321 :522 ou Riechmann"em_Nature (1988) 332:323. Alternativamentev a subs-
tituicdo de um numero mais limitado de aminoacidos dos anticorpos anti-
PIGF nio humanos da invencdo também é considerada. Moda_lidade_s parti-
culares da invengao se referem a anticorpos que compreendem regides de .

cadeia pesada e/ou leve variaveis humanizadas da Figura 9 ou partes des-
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sas e anticorpos que compreendem pelo menos duas, mais particularmente'
trés a cinco, o mais particularmente todas as seis CDRs de SEQ ID N2 17 a
SEQ ID N2 22. Modalidades adicionais da invencéo se referem a anﬁcorpos ,
humanizados que compreendem regides de cadeia pesada e/ou leve varia-
veis que tem pelo menos 80%, particularmente pelo menos 85%, mais parti-
cdlarmente pelo menos 90%, o mais particularmente pelo menos 95% de

identidade de seqiiéncia com SEQ ID N?: 6 e SEQ D NO: 8, resvpectivamen-

te. Alternativamente a presente invengdo fornece anticorpos humanizados
que compreendem pelo menos duas, mais particularmente trés a cinco, o
mais particularmente seis CDRs qUe tem pelo menos 80%, particularmente
pelo menos 85%, mais particularmente pelo menos 90%, 0 mais particular-
mente pelo menos 95% de identidade de seqiéncia com SEQ ID N2: 17 a
22, respectivamehte. ' o

A presente invengéo dessa forma se refere a anticorpos humani--

zados e/ou quiméricos"ou hibridos derivados do anticorpo murino 16D3. Em

 uma modalidade particular, aminodacidos especificos do anticorpo murino

16D3 estdo mutados a fim de eliminar aminoacidos imunogénicos. Portanto',
em uma modalidade particular, a presente invehgéo se refere a moléculas de
ligacdo ao antigeno que compreendem uma sequéncia de aminoéacido da
parte varidvel de cadeia pesada de acordo com SEQ ID N2 2 em que um ou
mais dos seguintes aminoacidos foram alterados: 12V, P9A, K40A é/ou TI1

IL. Adicional ou alternativamente, os anticorpos humanizados derivados do

anticorpb 16D3 sao moléculas de ligacdo ao antigeno que compreendem
uma sequéncia de aminoacido da parte variavel de cadeia leve de acordo
com SEQ ID N°: 4, em que um ou mais dos seguintes amino4cidos foi alte-
rado: S5T, S9D, A15L, KI 8R, R22N e/ou L89V. Dessa forma, de acordo com
uma modalidade particular, a invencdo fornece moléculas de ligacao ao an-
tigeno que compreendem tanto uma seqiéncia de aminoécido de parte vari-
ével da cadeia pesada de acordo com SEQ ID N2 2, em que um ou mais
dos seguintes aminoacidos foi alterado: 12V, P9A, K40A e/ou T11 1_'L e uma
sequéncia de aminoacido de parte variavel de cadeia leve de SEQ ID N2: 4

em que um ou mais dos seguintes aminoacidos foi alterado: S5T, S9D, Al



10

15

20

25

30

22

5L, KI 8R, R22N e/ou L89V. _

Em outra modalidadé, o anticorpo é adicionalmente humanizado
em que as cadeias leve variavel e/ou pesada variavel (humanizadas) do an-
ticorpo murino 16D3 s&o enxertadas em uma estrutura de uma imunoglobu-
lina humana ou s&o acopladas a regido constante de um anticorpo humano,
mais em particular a uma regido constante de IgG humana. 'Particularmente
adequados nesée respeito sao IgG1k (lgG1-kappa), que sdo capazes de |
ativar células destruidoras naturais no corpo. Em uma modalidade particular,
a presente invengao assim se refere a um hibrido Hu16D3 — IgG1K. Uma
modalidade alternativa da presenté invengé@o é um hibrido Hu16D3 - igG4k. -
Anticorpos IgG humanos (e assim também anticorpos hibridos obtidos usan- -
da cadeia principal e/ou regioes constantes de IgG humana) exibem um -
tempo de meia-vida prolongado, assim fornecendo niveis plésméticos muito
estaveis e perfnitindo_uma drés’ticairedugéo na frequiéncia de administragéo. _

Além disso, o uso de anticorpos ou derivados humanizados carrega um risco

~ minimo de induzir respostas imunes.

Modalidades adicionais da presente invencdo se referem a mo-
léculas de ligacdo ao antigeno que s@o homélogas ao anticorpo 16D3 ou
fragmento's desses; isto é moléculés de ligagéo' ao antigeno que se ligam ao
mesmo epitopo que o anticorpo_16D3. Em uma modalidade as moléculas de
ligagdo ao antigeno homélogas séo produzidas pela imunizag&o intencional
em animais, mais particularmente em camundongo, por exemplo pela inje-
¢ao de PIGF nos camundongos e entdo fusdo do linfécitos do bago com uma
linhagem celular de mieloma de camundongo, seguida pela identificagao das
culturas celulares que produzem anticorpos anti-PIGF (por exemplo pelo ras-
tfeamento da ligacao a PIGF) e clonagem deles. Opcionalmente a selegdo
adicional dos anticorpos ¢ realizada com base na reatividade com o epitopo
de 16D3, ou competi¢do com o anticorpo 16D3 ou um fragmento desse.

_ 'Ainda outro aspecto da invengao se refere a métodos para pro-
duzir as moléculas de ligagao ao-antigeno da presente invencao. Eéses mé-
todos incluem mas ndo s&o limitados, aos métodos de humanizagao do anti-

corpo 16D3 como fornecido na segéo de Exemplos aqui contida.
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Ainda outro aspecto da presente invencéo se refere ao forneci-
mento de sequéncias de nucleotideos que codificam moléculas de ligagado
ao antigeno da presente invengdo, o mais particularmente as regiéés de li-
gacao ao antigeno desse. Modalidades particulares da invengdo se referem
as seqléncias de nucleotideos que codificam regido de cadeia pesada vari-
é\;el e a regiao de cadeia leve variévél definidas por SEQ ID N2 2 e SEQ ID

‘N2: 4, respectivamente, tais como, mas ndo limitadas, as seqliéncias de nu-

cleotideos de SEQ ID N2 1 e SEQ ID Ne: 3, que correspondem as sequén-
cias da linhagem celular 16D3 que codificam a regido de cadeia 'pesada e
leve do antlcorpo 16D3. Também dentro do contexto da presente mvengao
seqléncias de nucleotndeos sao fornecidas que codificam uma ou mais das
regides de CDR do anticorpo monoclonal 16D3 como |dent|f|cado nas SEQ
ID N%: 17 a 22. Modalidades particulares da invengao mcluem a sequéncia
que codifica scFvs e scFvs humanizadas de 16D3 tais como mas nao limita-

" 'do a SEQ ID N2: 23 e SEQ ID N2: 25, respectivamente. A invengédo também
fornece sequéncias de nucleotideos que codificam os derivados de 16D3 e

fragmentos desses, descritos aqui. A presente invengao também fornece
sondas e iniciadores capazes de hibridizar espécificamente com as sequién-

cias de nucleotideos descritas acima, tal como, mas néo limitados aos inici-

-adores descritos na se¢do de Exemplos.

A presénte invengé@o também inclui sequiéncias de nucieotu’deos
que sao complementares as seqliéncias que codificam antncorpos monoclo-
nais, fragmentos ou derivados desses, descritos aqui.

Outro aspecto ainda da presente lnvengao, se refere a aplicagdo
terapéutica das moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invengéo. A
presente invengdo assim fornece o uso de moléculas de ligagdo ao antigeno
da presente invengdo como um medicamento. Em relagéo aisso, a invengéo
fornece composigcdes farmacéuticas, que compreendem uma ou mais das
moléculas de Iigagéo ao antigeno da invenc&o, para a prevengdo ou trata-
mento de doencgas ou disturbios nas quais a‘angiogénése contribui para a
patologia da doenca ou disturbio. Conseqiientemente métodos de tratamen-
to e/ou prevengao de doengas nas quais a angiogénese contribui para a pa-
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tologia da doenga ou disturbio que compreendem administrar a um mamifero
que necessite de tal tratamento ou prevengdo, uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de uma composicdo que compreende uma ou mais das molé-
culas de ligagao ao antigeno descritas aqui. _

Em tais doengas a angiogénese também é referida como “angi-
ogénese patolégica”. Exemplos de tal angiogénese patolégicé incluem a an-
giogénese 'obsefvada em patologias de vasos sangiiineos (aterosclerose, |
hemangioma, hemangioendotelioma), de ossos é articulagGes (artrite reUm_a-
téide, sinovite, destruicdo de ossos de cartilagens, osteomielite, créscimento
de pannus, formagao de osteofito,'neoplasmas € metastases), de pele (ver- -
rugas, granulomas piogénicos, crescimento de cabelo, sarcoma de Kaposi,

‘queldides de cicatrizes, edema alérgico, neoplasmas), de figado, rim, pul-

mao, ouvido e outros epitélios (processos inflamatdrios e infecciosos incluin-
do hepatite, glomerulonefrite, pneumonia, asma, polipos nasais, otite, e

transplante, regeneragédo, neoplasmas e metastase nesses 6rgaos), em cer-

- tas patologias do utero, ovério e placenta (sangramento uterino disfuncional

por. exemplo devido a dispositivos contraceptivos intra-uterinos, formagéo de
cisto folicular, sindrome de hiperestimulagdo ovariana, endometriose, neo-
plasmas), patologias no cérebro ou nervos (nedplasmas e metastase), certas
afecgOes cardiacas é musculares esqueléticas (por exemplo devido a sobre-
carga de trabalho), cohdigées patoldgicas de tecido adiposo (obesidade) e
orgaos enddcrinos (tireoidite, dilatacdo de tireéide, transplante de pancreas).
Angiogénese patoldgica também pode contribui para doengas de hemato-
poiese (AIDS, Kaposi), malignidades hematoldgicas (leucemias, etc).

_ Em vérias doengas do olho acredita-se que a angiogénese pato-
I6gica seja um fator importante, e dessa forma o tratamento com moléculas
de ligagao ao antigeno da presente invengdo é considerado. Nas “doencas
isquémicaé da retina” o suprimento de sangue e oxigénio da retina é diminu-
ido, as porgdes periféricas da retina perdem sua fonte de nutricdo e param
de funcionar apropriadamente. Causas comuns de retinopatia séo' oclusao
da veia central da retina, estenose da artéria cardtida, diabete (retinopatia

diabética) e anemia (retinopatia de célula caliciforme). Retinopatia também é
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observada em criangas prematuras (retinopatia da prematuridade). Retino-
patia diabética é uma importante causa de perda visual em pacientes com
diabete. Na retina isquémica ocorre o crescimento de novos vasos sangli-
neos (neovascularizagdo). Esses vasos freqﬂentemente crescem sobre a-
superficie da retina, no nervo ético, ou na frente do olho, na iris. Os novos

vasos nao conseguem substituir o fluxo de nutrientes neceSsérios, € ao con-

trario, pode causar varios problemas tais como hemorragia vitrea, descola-

mento de retina, e glaucoma incontrolado. Esses problemas ocorrem porque
0s novos vasos sao frageis e tendem a sangrar. Se descoberto nos seus
estagios iniciais, a retinopatia diabética proliferativa pode algumas vezes ser-
interrompida com fotocoagulagéo panretihal. Entretanto, em algunsv casos,
cirurgia de vitrectomia é a unic'a op¢ao. Outras doengas dos olhos nas quais
acredita-se que a angiogénese desempenhe um papel critico séo disturbios
intraoculares, leucomaldcia, e neoplasmas e metastase.: Néovascularizagéo
coroidal, é o crescimento de novos vasos sangtineos que se originam do
cordide através de uma quebra na membrana de Bruch dentro do epitélib do
pigmento sub-retinal (sub-RPE) ou espago subretinal. A Iocalizagéo, padrédo
de crescimento, e tipo (1 ou 2) de CNV dependem da idade do paciente e da
doenca subjacente. Sangramento e exsudagao ocorrem com crescimento

~adicional, sendo responsaveis pelos sintomas visuais. A neovascularizagéo

coroidal (CNV) é uma causa importante de perda visual. E estimado_ que a

'CNV ocorre em 5-10% de miopes e ocorre em virtualmente todas as ruptu-

ras coroidais durante a fase de cura; a maioria regride 'espontaneam_ente
mas em 15-30% dos pacientes, a CNV pode recorrer e levar a um desloca-
mento hemorragico ou macular seroso com perda visual concomitante.

O termo “hipertensdo pulmonar” se refere a um disttrbio no qual
a pressao sangiinea nas artérias pulmonares é anormalmente alta. Na au-
séncia de outras doengas do coragéo ou pulmdes ela é chamada hiperten-
s&o pulmonar primaria. O estreitamento difuso das arteriolas pulmonares
ocorre como um resultado de arteriogénese patolégica séguida por hiperten-
sao pulmonar como uma resposta a resisténcia aumentada ao fluxd sangui-

neo. A incidéncia é 8 em cada 100.000 pessoas. Entretanto, hipertensao
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pulmonar também pode ocorrer como uma complicagdo de Doencas Pulmo-
nares Obstrutwas Crénicas (COPD) tais como enfisema, bronquite cronica
ou fibrose intersticial difusa e em paciente com COPD asmatiforme. A inci-
déncia de COPD é de aproximadamente 5 em cada 10.000 pessoas.

Ainda um exemplo adicional de uma doenca na qual a angiogé-
nese contribui para a patologia da doenga, e na qual é considerado para tra-
tamento com as 'moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invengao, é o
grupo de disturbios inflamatérios. “Inflamagdo” como usado aqui significa a
reacao local descontrolada & leséo (isto é fisica, quimica ou como um resul-
tado de infecgdo) de tecidos vivos, especialmente a reagdo local dos vasos -

sangliineos pequenos, seus contetdos, e suas estruturas associadas. A

passagem dos constituintes do sangue através das paredes dos vasos para -
dentro dos tecidos é a caracteristica distintiva da inflamagao, e o conjunto de
tecido assim formado € chamado o exsudato ou edema. Qualquer processo .

nocivo que danifica o tecido vivo tal como mas nao limitado a infecgdo com

- bacterias, calor excessivo, frio, lesdo mecanica tal como compressao, aci-

dos alcalis, lrradlagao ou infec¢@o com virus pode causar mflamagao inde-
pendentemente do 6rgdo ou tecido envolvido. Tais “doengas inflamatérias”
incluem reagoes que variam de quelmaduras até pneumonia, Iepr03|a tuber-
Culose, e artrite reumatéide. } ,
Formacgéo de adesédo pos-operatéria (POA) é uma complicagio
cirargica frequente em cirurgias ginecoldgicas, pélvicas e cardioldgicas. O
trauma cirurgico aos tecidos freqijentemente causa formagao de cicatriz
permanente que conecta o tecido traumatizado a outro 6rgéo. Dessa forma,
no sitio de tal dano, os tecidos internos que normalmente permanecem se-
parados, freqUentemente se tornam unidos. Complicagbes que surgem da
formacao de adesao sao obstrugdes intestinais, obstrugtes do mtestmo del-
gado, dor pélvica crénica, e infertilidade em mulheres. O termo “formagéo de
adesao” no seu sentido médico se refere a conglutinagédo, o processo de
adesa@o ou unido de duas superficies ou partes. Por exemplo a uﬁiéo das
superficies opostas de uma ferida, ou superficies opostas do peritbnio. Ain-
da, adesoes, no plural, podem se referir a faixas inflamatérias que conectam
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superficies serosas opostas. O termo adesdo, como usado aqui, também
inclui adesoes fibrinosas, que sdo adesdes que consistem em finos filamen-
tos de fibrina que resultam de um exsudato de plasma ou linfa, ou um extra-
vasamento de sangue. Queldide, um leve crescimento excessivo de tecido
fibroelastico que surge em uma area de lesdo ou, ocasionalmente, esponta-
néamente também € uma forma de adeséo. Foi mostrado que a inibigdo de

fator de crescimento placentario (PIGF) leva a uma supressdo notavel de

forma(;ao de adesao pos-operatdria (W003063904)

Foi ainda demonstrado que doengas caracterizadas por reabsor-
cao ossea, tais como, mas nao limitadas a osteoporose, podem se beneficiar -
da inibigao de PIGF (WO2004002524) |

Dessa forma, de acordo com uma modalidade especmca as mo-
léculas de ligagdo ao antigeno da presente invengéo sdo particularmente
adequadas para o tratamento e/ou prevengdo de crescimento tumoral e me-
tastase, doencas do oiho, inflamacgéo, formagdo de adesao, e hipertensao

pulmonar.

Uma modalidade particular adicional da invencdo se refere ao
uso das moléculas de ligagcdo ao antigeno da presente invengdo para a pre-

vengdo e/ou tratamento de cancer, tal como, mas ndo limitado a cancer de

- mama, pulmao, préstata, cérebro, figado, pancreas, célon, rim, dtero ou me-

dula éssea. Mais pamcularmente a invencéo se refere ao uso das moleculas
de ligacdo ao antigeno da presente invencao para a prevengao e/ou trata-
mento de tumores sélidos tais como mas nao limitados a cancer de célon,
cancer de mama, cancer pancreatico, e melanomas. Mais particularmente os
dados séo fornecidos aqui demonstrando que os anticorpos da presente in-

-vengdo sd@o particularmente adequados para obter regressao .de tumores

humanos pancreaticos. Os anticorpos da presente invengao sdao demonstra-
dos reduzir significativamente'o taménho do tumor in vivo, pelo qual, redu-
¢Ges no tamanho de até cerca de 50% sio demonstradas. Dessa forma, a.
presente invengdo fornece métodos e composicoes farmaceutucas para re-
duzir o tamanho do tumor em pelo menos 20%, mais particularmente pelo
menos 30%, 0 mais particularmente pelo menos 50%.
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Uma modalidade particular adicional da invengéo se refere ao
uso das moléculas de ligacdo ao antigeno da presente inveng¢do no trata-
mento ou prévengéo de disturbios dsseos e mais especificamente para o
tratamento de condi¢des onde ha uma reabsorcdo éssea aumentada tal co-
mo por exemplo osteoporose e osteomalacia. |

Conseqlientemente, a presente invencio se refere ao uso das
moléculas de ligagéo ao antigeno da presente invengéo para a produgéo de
um medicamento para o tratamento das doengaé acima mencionadas. _
Um aspecto importante da presente invencao é que os anticorpos; fragmen-

tos e derivados desses permitem o tratamento e/ou prevengdo das doencas -

acima mencionadas sem os efeitos colaterais atribuidos ou esperados com

outros tratamentos antiangiogénicos, mais particularmente tratamentos al- -

ternativos que atingem fatores angiogénicos, tais como. VEGF. Testes de

seguranga pré-clinicos com anticorpos humanos anti-VEGF recombinantes
demonstraram ja em 1999 que a inibicido de VEGF resulta na inibicdo de

- angiogénese fisiologica, mais particularmente neovascularizagdo no cresci-

mento 0sseo Iongitudinal e formagéo de corpora lutea (Ryan et al., 1999)
Toxicologic pathology' 27(I):78-86). Estudos recentes descrevem que inibido-
res de VEGF causam regressao de vasos em traquéia e glandulas tiredides
saudaveis, o que pode levar a disfuncéo de 6rgaos (Baffert et al, 2004, Circ
Res 94:984-992; Inai et al., 2004 Am J Pathol 165:35- 52). Apesar disso, be-
vacnzumab um anticorpo anti-VEGF humano é usado atualmente no merca-
do como supressor de anglogenese apesar dos seus efeitos observados na
cura de feridas, presééosangi]inea e risco de trombose, por causa da efica-

cia geral dessa abordagem antiangiogénica sobre a regressao do tumor. Os -

anticorpos anti-PIGF e derivados da presente invengdo permitem a inibicdo
de angiogénese indesejada sem esses efeitos colaterais observados sobre a
pressao sangijinea, cura de feridas, risco de trombose, e regressao de va-
sos em Orgaos saudaveis.

Uma modalidade particular da presente invencao se refere a
composi¢des farmacéuticas, como um prinCipio ativo, o anticorpo monoclo-

nal 16D3 ou um fragmento ou derivado desse, em mistura com um veiculo
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farmaceuticamente aceitavel. A composicdo farmacéutica da presente in--
vengdo compreende uma-quantidade terapeuticamente eficaz de uma ou -
mais das moléculas de ligagdo ao antigeno. De forma semelhante, a'presen- ,
te invencao fornece métodos de tratamento e/ou prevengdo que compreen-
dem a administracdo de uma qua-ntidade terapeuticamente eficaz de uma ou
m;ais das moléculas de ligacao ao anh’geno da presente invengdo. |

Uma quantidade terapeuticamente eficaz cbmo usada aqui signi-
fica uma quantidade dentro da faixa. de cerca de 0,5 mg por quilbgrama de
peso (mg/kg) a cerca de 50 mg/kg, mais preferivelmente de cerca de 1
mg/kg e cerca dé 10 mg/kg do mamifero a ser tratado. Seréa observado que,
em vista do longo tempo de meia vida da maioria dos anticorpos IgG huma-
nos, as moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invencao que Sao an-
ticorpos monoclohais dessa classe irdo possuir uma periodicidade de trata-
mento que participa no conforto do paciente.

De acordo com outro aspecto ainda da invencéo, composigoes
farmacéuticas séo fornecidas que compreendem as moléculas de ligagdo ao
antigeno da presente invengdo e outro agente antiangiogénico, assim como
métodos de tratamento que fornecem uma a'dministragéo seqlencial das

moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invencio e outro agente anti-

- angiogénico. De fato, a presente invengdo demonstra um efeito aditivo das

moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invengdo e outros agentes

'antiangiogénicos, tais como anticorpos anti-VEGF sobra a inibigdo do cres- -

cimento tumoral. Mais particularmente € demonstrado que 0 .uso combinado
do anticorpo 16D3 da presente invengdo e Avastin® é capaz de reduzir 0
tamanho do tumor em até 70%, enquanto doses aumentadas tanto de Avas-
tin® sozinho como do anticorpo anti-PIGF n&o alcangam uma redugéao do ta-
manho do tumor de mais do que 55% nas mesmas condlg:oes Outros produ-
tos antlanglogemcos adequados assim como, sua dosagem usual depen-
dendo da classe a qual eles pertencem, sd@o bem-conhecidas daqueles ver-»
sados na técnica. Exemplos de agentes antiangiogénicos incluem inibidores
de VEGF que agem diretamente sobre VEGF, tal como o anticorpo direcio-
nado contra VEGF comercializado sob o nome Avastin®ou que age sobre os
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receptores de VEGF. Os anticorpos da presente invengdo tornam possivel
diminuir a dosagem de por exemplo agentes antiangiogénicos que inibem
VEGF, conhecidos por induzir varios efeitos colaterais como descrito acima.

As composicdes farmacéuticas da presente invengao podem a-
inda compreender, uma quantidade térapeuticamente eficaz de outros com-
postos/férmacos ativos contra a doenga a ser tratada, mais ’particularmente
outros compostos/farmacos Uteis no tratamento de crescimento tumoral, in- |
flamagao, doengas do olho e hipertensdo pulmonar.

Veiculos farmacéuticos adequados para uso nas corhposigées
farmacéuticas da invengdo sdo descritos por exemplo em Remington's -
Pharmaceutical Sciences 162 ed. (1980) e sua formulagéo é bem-conhecida
daqueles versados na técnica. Eles incluem quaisquer e todos os solventes,

meios de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos

(por exemplo fenol, acido sérbico e clorobutanol), agentes isotonicos, (tal .
como agucares ou cloreto de sédio) e similares. Ingredientes adicionais po-

- dem estar incluidos a fim de controlar a duracéo da agéo do principio ativo

de anticorpo monoclonal na composngao Composigdes de hberagao contro-
lada podem assim ser obtidas pela selecdo de veiculos de polimeros apro-
priados tais como por exemplo pohesteres, acidos de poliamino, polivinil pir-
rolidona, copolimeros de acetato de etileno-vinila, metilcelulose, carboxime-
tilcelulose, sulfato de protamina e similares. A taxa da liberacdo e duracdo
da agao do farmaco também pode ser controlada pela incbrporagéo do prin-
cipio ativo de anticorpo monoclonal em particulas, por exemplo microcapsu-
las, de uma substén'c_ia polimérica tais como hidrogéis, acido polilatico, hi-
droximetilcelulose, metacrilato de polimetila e os outros polimeros descritos
acima. Tais métodos incluem sistemas de liberagdo de farmacos coldides
como lipossomos, microesferas, microemulsoes, nanoparticulas, e assim por
diante. Dependendo da via de administragdo, a composicdo farmacéutica
que compreende o principio ativo pode requerer revestimentos protetores. A
forma farmacéutica'adequada para uso injetavel inclui solugbes ou disper-
sOes aquosas estéreis e pds estéreis para a preparagao extemporanea des-
sas. Veiculos tipicos incluem portanto tampdes aquosos biocompativeis, e-
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tanol, glicerol, propileno glicol, polietileno glicol e misturas desses.

As moléculas de ligacdo ao antigeno da presente invengao po- -

dem ser fornecidas a um paciente por qualquer meio bem-conhecido na téc- ,

nica, isto é oral, intranasal, intramuscular, _intradérmica, intravenosa, intra-
arterial ou parenteralmente, ou por cateterizagéo.

| De acordo com um aspécto particular da presente inven¢éo, as

‘moléculas de ligacdo ao antigeno da presente inveng¢do sdo administradas

por terapia génica. Terapia génica a base de anticorpos torna possivel supe-
rar varias das potenciais limitacdes associadas com a administragcao de anti-
corpos tais como produgao em larga escala, biodistribui¢do, rapida depura--
¢ao do sangue e fraca retengéao de anticorpos monovalentes. A prod'ugéo in
vivo faz os anticorpos menos imunogénicos e mais bem-tolerados e resulta
em niveis eficazes e persistentes de moléculas de ligagdo ao. antigeno ou
fragmentos desses. Além disso, abordagens genéticas tornam possivel for-- -
necer moléculas de Iigégéo ao antigeno com novas fungdes. A viabilidade da

‘producdo in vivo e a liberagéo sistémica de anticorpos monoclonais por dife-

rentes células/tecidos tem sido demonstrada usando transferéncia de gene
in vivo por vetores virais (Pelegrin et al., 2004, Gene Ther 4: 347-356). A re-

ducg&o do crescimento do tumor in vitro e in vivo por modificacdo génica de

- células de fibrosarcoma com um anticorpo antilaminina com atividade anti-

angiogénica também tem sido demonstrada (Sanz et al. 2001, Caincer Im-
munol Imniunother 50:557-565).

Dessa forma, de acordo com essa modalidade, a presente in-
vengéo fornece nucleotideos que codificam as moléculas de ligagao ao anti-
geno da presente invengdo para uso em terapia génica no tratamento das

~doengas caracterizadas por angiogénese patoldgica descrita aqui. Particu-

larmente, a presente invengdo fornece composigées que compreendem se-
qliéncias de nuclectideos que codifiéam a regiao de cadeia pesada variavel
definida por SEQ ID N% 2 e/ou seqliéncias de nucleotideos que codificam a
regido variavel de cadeia leve definida por SEQ ID N2: 4, para uso em tera-
pia génica. Mais particularmente, a presente invengao fornece composigdes
que compreendem a seqiiéncia de nucleotideos de SEQ ID N2 1 e/ou SEQ
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ID N2 3, que corresponde &s sequéncias da linhagem celular 16D3 que codi-
fica a‘reg'iéo de cadeia leve e pe_Sada do anticorpo 16D3. Também dentro do
contexto da presente invencao composigcdes que compréendem seqléncias
de nucleotideos sao fornecidas que codificam uma ou mais das regides de
CDR do anticorpo monoclonal 16D3 como identificado nas SEQ ID N°s 17 a

- 22. Modalidades particulares da invengado incluem a seqUéncia que codifica

as scFvs e scFvs humanizadas de 16D3 tais como mas nio limitadas a SEQ
ID N2: 23 e SEQ ID N2 25, respectivamente. |
O método de tratamento e/ou prevengdo de acordo com a in-

vengao pode incluir tratamento ou prevengéo adicional da mesma condigéo -

de angiogénese patoldgica pela administracdo, preferivelmente pela admi-

- nistragdo sequencial, ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz -

de um agente antiangiogénico ou antitumoral tal como descrito aqui'acima
sob topico de composigdes farmacéuticas. Sequencialmente, como usado .
aqui, significa que o ligante da presente invengéo e o agente antiangiogéne-

- se conhecidos sdo administrados ao paciente seqliencialmente mas nao si-

muitaneamente. |

Ainda outvro aspecto da presente invengao se refere ao uso das
moléculas de Iigagéio ao antigeno da invengao para a detecgdo imunolégica
de PIGF em amostras humanas e como componentes de kits adequados |
para tal detecgdo. Métodos de detecgdo imunoldgica de um antigeno séo
conhecidos na técnica e incluem, mas nao sio limitados a, EIA, ELISA e RIA
e métodos imunohistoquimicos. A ligagdo dos anticorpos murinos da presen-
te invencao ao antigeno de PIGF pode ser detectada indiretamente por e-
xemplo por meio de um anticorpo anticamundongo marcado. Alternativamen- - |
té os anticorpos ou fragmentos desses podem ser marcados diretamente.
Uma modalidade especifica desse aspecto da invencéo se refere ao uso dos
anticorpos contra PIGF e fragmentos de ligagao ao antl’geno desses na iden-
tificagéo de pacientes susceptiveis a um tratamento com anti-PIGF. Isso é de
interesse particular no tratamento de cancer. A

Ainda outro aspecto da presente invengéo se refere ao uso das

moléculas de ligagdo ao antigeno da presente invengd@o como uma ferra-
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menta de diagnéstico. Foi demonstrado na técnica que em vérias condigdes:
patologicas a expressdo de PIGF esta regulada positivamente. Mais particu-
larmente, varios tumores foram demonstrados superexpressando PIGF. Os _
anticorpos humanizados ou fragmentos de anticorpo da presente invencéo
podem ser usados no diagnc’)sticb dessas condi¢des patoldgicas por exem-
pl6 por técnicas de imagem nas quais 0 anticorpo ou fragmentos de ligacdo

ao antigeno da invengao sdo marcados e visualizados in vivo. Uma varieda-

- de de marcadores para visualizagdo por imagem da ligagdo das moléculas

de ligagdo ao antigeno da presente invengao in vivo sdo conhecidos na téc-
nica e incluem, mas ndo sao limitados a marcadores 6pticos (por exemplo-
fluorescentes), de metal, e magnéticos, cada um réquerendo aparatos de
(radiagéo e) deteccao especifiéos. Uma modalidade particular desse aspecto
da invengéo se refere ao uso dos anticorpos da invengdo para prever o
prognostico da doenga e decidir o regime de tratamento. :
Ainda outro aspecto da presente inveng¢éo se refere-ao uso das

" moléculas de ligagao ao antigeno da presente invengdo em modelos animais

no rastreamento de compostos para uso em combinagdo com uma terapia
anti-PIGF. Tais modelos incluem mas nio estdo limitados a modelos de tu-

mor pelos quais o crescimento e desenvolvimento de células tumorais hu-

- manas em camundongos nu/nu é investigada. A administracdo combinada

do composto a ser testado e do anticorpo ou fragmento de anticorpo da pre-

‘sente invencg&o torna possivel identificar se o composto tem um efeito aditivo

ao efeito observado por administracao dos anticorpos ou'fragmentos,da in-
vencao sozinhos. Outros aspectos tais como contra-eficacia ou toxicidade de
um composto em combinagdo com um anticorpo anti-PIGF também podem
ser determinados dessa forma.

Apesar da aplicagdo terapéutica descrita acima, as sequéncias
de nucleotideos da presente invengdo descritas acima sao Uteis na producéo
de anticorpos e outros fragmehtos de ligacéo ao antigeno, por exemplo por.
metodos recombinantes. Dessa forma, a presente invéngéo ainda fornece
métodos de produzir anticorpos recombinantes e fragmentos de anticorpos,
incluindo clonagem e manipulagao de genes de anticorpo, producao de scFv
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e outros fragmentos de ligagdo ao antigeno usando as seqiiéncias de nucle-
otideos descrjtas aqui. O protocolo desses métodos esta disponivel na técni-
ca. Adicionalmente, as sondas que hibridizam especificamente a sequéncia
de nucleotideo da presente invengdo podem ser usadas para rastrear a ex-
pressdo dos anticorpos e fragmentos de anticorpo da presente invencgao.

A presente invengado é ainda descrita pelos exerhplos' seguintes
que sao fo’rnecidbs apenas para fins ilustrativos.

Exemplos

Exemplo 1 — Producéo e caracterizacao de anticorpos de murino'anti-PIGF

“humano (1 GDS)

1. Imunizacdo de camundongos e fusdo

Anticorpos monoclonais contra PIGF humano foram produzidos

essencialmente como descrito por Galfré e Milstein (Galfré F, Milstein C.

Preparation ofl monoclonal antibodies: strategies and procedures. Méthod :
Enzymol 198'1; 73:3-46). Resumidamente, camundongos knock-out para

 PIGF (Luttun et al., 2002, Biochem Biophys Res Comm 295(2): 428-34,
~ Carmeliet et al. (2001), Nat Med 7:575-593 ou WO01/85796) foram imuniza-

dos por inje¢é@o subcutanea de 50 pg de PIGF-2 humano recombinante (pro-
duzido em Pichia) “em adjuvante de Freund Cbmpleto, seguido duas sema-
nas mais tarde por injecao subcuténea' com 50 Hg de PIGF recombinante
hurhano em adjuvante de Freund incompleto. Amostras de sangue (cerca de
100 pl) foram coletadas das caudas dos camundongos apés 10 dias. Os so-
ros foram testados quanto aos aniicorpos anti-huPIGF por ELISA usando
placas de microtitulagdo cobertas com PIGF humano como captura, aplica-
cao de soros diluidos (de 1/500 a 1/8000), e 1gG de cabra anticamundongo
cbnjugada a peroxidase de rabano silvestre (HRP) para sinalizagao.
' Apés um intervalo de pelo menos 6 semanas, os camundongos
(com respbstas positivas elevadas) foram estimulados intraperitonialmente
com 50 ug de PIGF recombinante_ humano em solugao salina nos dias 4 e 2
antes da fusdo celular. | ‘

A Células do baco foram isoladas e fundidas com células de mie-
loma Sp2/0-Ag14. Apds selecdo em meio com hipoxantina, aminopterina e
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timidina, clones positivos foram selecionados pela aplicagdo dos sobrena--

~ dantes de cultura em ELISA como descrito acima.

2.Purificacdo de anticorpos em ProSep vA Ultra

Anticorpos foram purificados a partir dos éobrenadantes da cul--
tura celular por cromatografia de afinidade em ProSep vA Ultra (Millipore) de
acordo com o protocolo do fabricante. Resumidamente, NaCl 150 mM foi

-adicionado ao sobrenadante e o sobrenadante foi aplicado em uma coluna

ProSep vA Ultra que foi pré-equilibrada com PBS. A coluna foi lavada com
PBS e a proteina ligada foi eluida cbm glicina 0,1M pH 2,8. A proteina eluida
foi dialisada ON contra PBS. A pureza da proteina eluida foi checada sob-
condigoes redutdras e nao redutoras por SDS-PAGE. |

3.Ligacdo de 16D3/hu16D3 (obtido. como de}scrito no Exemplo2) a PIGF (ve-

ja Figura 1)

Placas de ELISA foram revestidas ON com 1pg/ml de huPIGF-2 -
(Pichia) em PBS, 100 pL/cavndade 4°C. Apos bloqueio com BSA 1%, uma

hora, TA, uma série de diluigbes de 16D3/hu16D3 foi adicionada, 100

uL/cavidade, o anticorpo foi deixado se ligar por uma hora, TA. 16D3 ligado
foi detectado com IgG-HRP de cabra anti-humano ou de cabra antimurino
(Sigma), 100 pl/cavidade, uma hora, TA. O ensaio foi desenvolvido com

- OPD.

4.Inibicio da ligacio de PIGF ao receptor huFit-1 (veja Figura 2) A
Placas de ELISA foram revestidas ON com 1pg/ml de huFit-1

(R&D Systems), 200 ulJcévidade, ON, 4°C. Apds bloquéio com BSA 1%,

uma hora, TA, uma série de diluicdes de 16D3/hu16D3 foi adicionada, 100

pl/cavidade e um adicional de 100 plL/cavidade de huPIGF-2 foi adicionado.
Ap6s uma incubagéo de duas horas em TA, PIGF ligado foi detectado com
anti-huPIGF de cabra (R&D Systems), 180 uL/cavidade. uma hora, TA, se-
gwdo por uma incubagdo com RAG-HRP (DAKO), uma hora, TA. O ensaio
foi desenvolvido com OPD.

5.Caracterizag&o adicional de 16D3 e Fab 16D3 com exberimentos Biacore
. Inibicdo: rhuPIGF-2 (Pichia, TX) foi imobilizado sobre um
chip CM5 usando quimica EDC/NHS (Amine Coupling Kit Biacore), dando
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412 RU. O 16D3 foi injeto seguido de quimera rhuFIt-1/Fc (R&D Systems).
Isso também foi realizado com tamp&o ao invés do anticorpo de camundon-
go. Esses também foram injetados em um canal de Fiuxo de controle negati-
VO e esses valores também ja sdo subtraidos. Esse ensaio foi realizado em
um tampao de fosfato em pH 9,6. |

Em comparagéo com a ligagdo maxima de thuFit-1 a rhuPIGF-2,
o sinal de rhuFlt-1 é reduzido se 16D3 ou 16D3Fab é injetado primeiro (Flgu-
ra 3). .
6.Clonagem e seqlenciamento das regides varidveis de camun'donqo de

. Isolamento de mRNA: O _mRNA de células de hibridoma

de 16D3 foi isolado usando o OuickPrep® Micro mRNA Purification Kit (A- -
mersham Blosmences) Esse mRNA foi usado para fazer cDNA usando o
First-Strand cDNA Synthesis Kit (Amersham Biosciences) com o mncnador.

pd(N)e dlspomvel no kit.

e  PCR: As sequéncias das partes variaveis das cadeias
pesada e leve foram encontradas pela realizagao de um PCR com um con-
junto de iniciadores: 8 iniciadores comegando na seqiiéncia lider e 2 na regi-
4o constante da cadeia pesada, 11 iniciadores comegando na sequéncia
lider e 1 na regido constante da cadeia leve. 8 e 11 reagdes de PCR com
corhbinag:c”)es diferentes dos iniciadores foram realizadas. |

Iniciadores usados para a cadeia pesada do anticorpo 16D3:
MHVR3 5-ATG GRA TGG AGC TGK ATC WTT HTC- 3' (SEQID N29) -
MHCRI 5'- CAS AYM CAG GGG CCA GTG GAT AGA C- 3' (SEQ ID N2: 10)

Iniciadores usados para a cadeia leve do anticorpo 16D3:
MKVR3 5 ATG RAG TCA CAK ACY CAG GTC TTY RTA- 3' (SEQ ID N2: 11)
MKCRI 5'- GCT CAC TGG ATG GTG GGA AGA TGG- 3' (SEQ ID Ne: 12)

| Configuracdo do PCR: desnaturagdo 10 min. 94°C, desnatura-

¢a0 30 seg. 94°C, anelamento 30 seg. 55°C, extensdo 1 min 72°C, extenséao
5 min. 72°C, numero de ciclos 30. | 4

' A redundancia na sequéncia de SEQ ID N2 9 a 11 é indicada

usando as abreviagdes convencionais R = A ou G, K= G ou T, W=AouT,
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H=AouCouT,S=CouG,Y=CouT,M=AouC.
o Clonagem e sequenciamento: Os produtos de PCR fo-

ram aplicados em um gel de agarose, as bandas corretas foram seleciona-
das, purificadas (QIAquick® Gel Extraction Kit, Qiagen GmBH) e clonados no
vetor pCR®BIunt-TOPO® fornecido no Zero Blunf® TOPO® PCR Cloning Kit
for Sequencing (Invitrogen® life Technologies). O plasmideo de DNA foi pre-

‘parado usando -0 High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche Diagnostics GmbH)

e os insertos foram seqtlénciados usando os iniciadores de senti’do reverso
T7 e M13 no ABI PRISM® 310 (PE Applied Biosystems).

*  Assequéncias de nucleotideo e aminoacido das regides
variaveis das cadeias pesada e leve do anticorpo 16D3 estao represéntadas
nas SEQ ID N% 1, 2, 3 e 4 (veja Figura 11). |
Exemplo 2 — Producéo e_caracterizacdo de anticorpos anti-PIGF humano
(16D3) humanizados |
1. Construggio de 16D3 humanizado

Humanizacdo das regides variaveis

) Mutacdes: As seguintes mutagoes foram feitas a fim de

humanizar as partes variaveis do anticorpo de éamundongo 16D3;

Cadeia pesada:l2V
P9A
K40A
T111L
Cadeia leve:S5T
S9D
A15L
' K18R
R22N
L8V |
. As mutagbes foram feitas pelo uso do QuickChange®
Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene®). 1a 5 ihiciado_res contendo
as mutagdes puderam ser usados em 1 PCR. Apoés a transformagéo coldnias

foram retiradas e o DNA sequenciado para determinar o clone com a maioria
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das mutacGes pontuais. Esse clone foi usado para repetir esse procedlmento
até que todas as mutagdes estavam presentes na sequéncia.

Ligando as regides variaveis a uma regido constante de IqG humana:

Pela realizacdo de um PCR as partes varidveis humanizadas
das cadeias pesada e leve foram obtidas, as quais os sitios de restricdo a-

_ propriados foram adicionados.

Immadores para a parte variavel da cadela Ieve
Iniciador 1: 5-CCACCGGT GAC ATT GTG CTG ACC CAG TCT

- CC-3' (SEQ ID N2 13)

Iniciador 2: 5-CACCGTACG TTT TAT TTC CAA CTT TGT CCC
CGA G-3' (SEQ ID N2:14)

Iniciadores para a regido variavel da cadeia pesada:

Iniciador 3: 5-CAG GTC CAG CTG CAG CAG TCT G-3' (SEQ
ID N2 15) o | o
Iniciador 4: 5-GATGGGCCCTTGGTCGACGC TGA GGA GAC

' TGT GAG CAG GG-3' (SEQ ID N¢: 16)

‘ Configuragéo do PCR: desnaturagdo 5 min. 94°C, désnaturagéo
30 seg. 94°C, anelamento 30 seg. 60°C extensao 30 seg. 72°C, extensdo 5
min. 72°C, nimero de ciclos 25. »

Os produtos de PCR foram aplicado_s em gel de agarose, as
bandas foram selecionadas e purificadas (QIAquick® Gel Extraction Kit, Qia-
gen GmBH). O produto de PCR da parte varidvel da cadeia pesada de 16D3
foi digerido com Sall, o vetor pKANEO-MCSSO-HIeu-var N® 24 contendo a
parte constante completa da cadeia pesada de um anticorpo humano (IgG4),
com Eco47Ill e Sall e ligados. O produto de PCR da parte variavel da cadeia
leve foi clonado primeiro no vetor pCR®4Blunt-TOPO® fornecido no Zero
Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen®iife Technologi-
es). A parte variavel da cadeia leve foi cortada por Agel e BsiWI e clonada
no vetor pKANEO-CMB30-L var N2 7 que ja continha a parte constante de
uma cadeia leve kappa humana. Ambos os vetores foram reunidos para um
vetor pela extracdo do cassete de expresséd da cadeia leve do vetor usando
Pmel e Pacl e adicionando-o ao vetor que continha a cadeia pesada.
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As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos das partes'varié- |
veis das cadeias pesada e leve do anticorpo 16D3 humanizado estao repre-
sentadas nas SEQIDN%. 5,6,7 e 8 (veja Figura 12).

2. Expresséo transitéria de hu1603

Hu16D3 IgG4k foi expresso transitoriamente em celulas HEK
293 usando o FreeStyle 293 Expression System (Invitrogen) de acordo com

-as instrucdes do fabricante. Hu16D3 foi purificado a partir do sobrenadante

usando cromatografia de afinidade em proSep vA Ultra. Hu16D3 purificado
foi checado quanto a pureza por SDS-PAGE sob condigdes redutoras e ndo
redutoras. Hu16D3 foi ainda testado quanto a ligagdo a huPIGF e quanto a -
inibicao da ligagdo de HUPIGF/huFLT-1 através de ELISA (veja Figur‘a 1e2).

Exemplo 3: Investigacéo in vivo da inibicdo de crescimento tumoral com an-

ticorpos anti- PLGF

1. Descricdo geral de materiais € métodos

 Cultura celular

As linhagens de células pancfea'ticas Pancoz de murino e a li-
nhagem de célula pancreatica humana DanG s&o uma gentil doacgao de s.
Rosewicz (Chante Universitdtsmedizin Berlim, Alemanha) As linhagens ce-
lulares humanas MDA-MB de mama, LOVO de célon e Mel2a de melanoma
foram obtidas da Amer/can Type Culture Collection (ATCC; Manassas VA,
USA). Todas as celulas foram cultivadas como recomendado. Antlcorpos
16D3 anti-PIGF de murino foram usados para todos os expenmentos in vivo,
para evitar reagédo imune ao anticorpo.

Experimentos em animais

Todos os procedimentos em animais foram completamente a-
provados pelo comité institucional para uso e cuidados de animais. Camun-
dongos nu/nu NMRI fémeas foram abrigadas sob condigbes semi-estéreis e
foram usadas rotineiramente co_m 8-10 semanas de idade (péso aproximado,
25 g). Para a preparagdo da fonte de tumor, células de tumor foram tripsihi-_
zadas para preparar uma suspens&o de células isoladas, lavadas com PBS.
O precipitado centrifugado foi re-suspenso em 200 pl de PBS e injetado sub-

cutaneamente no flanco direito dos camundongos. Para o modelo de tumor
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pancreatico ortotdpico, 1 x 10° células tumorais em 30 pl de PBS foram inje-
tadas na cabeca do pancreas através de laparotomia ventral de camundon-
gos C57B16 fémeas com idade de 9-10 semanas. Antes dos procedimentos,
oé camundongos foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg de peso
corporal) e xilazina (9 mg/kg de peso corporal).

Administracéo de farmacos (isto é anticorpos, veiculo, etc.)

- Tratamento com anticorpos ou controle com veiculo foi iniciado
quando os tumores atingiram um tamanho aproXimado de 60 mm?®. Anticor-
pos P15D11D4 (WO01/85796), 16D3, 1C8 ou veiculo foram admfnistradOs
nas doses indicadas intraperitonialmente em dias alternados. Avastin foi inje-
tado nas doses indicadas intraperitohialmente duas vezes por semana. '

~ Medidas dos tumores

Tumores que cresciam subcutaneamente foram medidos em di-
as alternados usando um calibrador e os volumes dos tumores calculados

usando a férmula p/6 (W1 x w2 x w2), onde ‘w1’ e ‘w2’ representam o maior e

- 0 menor didmetro do tumor, respectivamente. Quando os camundongos fo-

ram sacrificados o tumores ortotopicos em crescimento do pancreas foi me-
dido ap6s laparotomia ventral usando o mesmo método.
Andlise estatistica '

A ahélisé estatistica foi realizada pelo teste de t-Student bicau-
dal para observagdes pareadas’ usando um programa estatistico GfaphPad
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Todos os dados séo expressos
com média + SEM, a menos qUe indicado de outra maneira. *p<0,5,
**p<0,01, a menos que indicado de outra maneira.

2. Inibicdo de crescimento tumoral em um modelo de xenoenxerto de tumor .

pancreatico humano subcutaneo DanG com anticorpo- anti-PIGF de murino
16D3.

1x10° células tumorais foram injetadas subcutaneamente no
flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
de. Apés 0s tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?®, o
tratamento com- anti-hPIGF (16D3, 50 mg/kg de 'peso corporal; n=10), anti-
mPIGF (PL5D11D4 (obtido como descrito na WO01/85796; 50 mg/kg de pe-



10

15

20

25

30

41

so corporal; n=10), IgG de controle (1C8; 50 mg/kg de peso corporal; n=10),
uma combinagado de anti-hPIGF e anti-mPIGF ( 25 mg/kg de peso corporal
de cada; n=10) e veiculo (n=10) foi iniciado. Os anticorpos foram injetados
i.p. em dias alternados. (A) Os tumores foram medidos em dias alternados e
0 volume do tumor foi calculado usando a férmula W1xW2xW2xp/2 onde
W1 representa o maior e W2 representa o menor didmetro. (B) Os camun-
dongos foram sacrificados no dia 18 apés a inoculagdo do tumor, os tumores
foram ressecados e pesados. Volume médio do tumor: veiculo: 915 + 90
mm®, IgG: + 89 mm®, PL5D11D4: 832 + 118 mm°, 16D3: 521 + 83 mm®,
PL5D11D4 + 16D3: 497 + 86 mm°.

' Os résultados, como mostrado na Figura 4, mostram que a
administragdo de anticorpo 1603 anti-PIGF humano tem uma clara influéncia

sobre o tamanho e peso do tumor.

3. Anti-hPIGF inibe o crescimento tumoral em um modelo de xenoenxerto de 3

~ tumor pancreatico humano subcutdneo DanG de uma maneira dependente

da dose.

1x10® células tumorais foram injetadas subcufaneamente no
flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
de. Apés os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?, o

-~ tratamento com anti-hPIGF, 1gG (1C8; 50 mg/kg), 16D3 (50 mg/kg, 37,5

mg/kg, 25 mg/kg, 12,5 mg/kg de peso corporal; n=10 para cada concentra-
¢ao) e veiculo (n=10). (B).Os camundongos foram sacnﬂcados no dia 18 a-
pos a inoculagdo do tumor. ' _

Os resultados sdo mostrados na Figu'ra 5. Volume médio do tu-
mor + SEM: 16D3, 50 mg/kg de peso corporal: 450 + 37 mm?®; 37,5 mg/kg de
peso corporal: 469 + 97 mm® ; 25 mg/kg de peso corporal: 493 :L- 107mm?, |
12,5 mg/kg de peso corporal: 693 + 107mm?® ; IC8: 865 i 109mm? ; veiculo:
889 + 100 mm® . '

4. Anti-huPIGF inibe o crescimento tumoral em um modelo de xenoenxerto

de tumor de mama humano subcutaneo MDA-MB

1x10” Células tumorais foram injetadas subcutaneamente no

flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
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de. Apés os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?,
tratamento com anti-hPIGF, 16D3 (50 mg/kg de peso corporal; n=10) e vei-
culo (n=10).

Os resultados sao mbstrados na Figura 6 (e Tabela 1 abaixo).

Tabela 1. -
Média SEM N Valor de P
peso TM PBS | 1086 154,1 110
peso TM 16D3 586,6 71,89 10 0,0088
tamanho TM PBS 9915 160,8 10 |
tamanho TM 16D3 4859 63,76 10 0,0091

5. Anti-huPIGF inibe o crescimento tumoral em um modelo de xenoenxerto

. de tumor célon humano subcutaneo LOVO.

1x_1O7 células tumorais foram injetadas subcutaneamente no
flanco direito de camundongos’fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida- -

de. Apds os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?,

’ tratamento com anti-hPIGF, 16D3 (50 mg/kg de peso corp'oral; n=10) e vei-

~ culo (n=10). , .
Os resultados sdo mostrados.na Figura'7 e Tabela 2 abaixo.
Tabela2 | | . »
Média SEM |N Valor de P
peso TM PBS 16693 [ 103 10
eso TM 16D3 415 6585 |10 0,052

tamanho TM PBS 568,3 95,38 10

tamanho TM 16D3 306,4 50,27 10 0,0258

6. Anti-huPIGF inibe o crescimento tumoral em um modelo de xenoenxerto

de tumor de melanoma humano subcutaneo Mel2a.

4 x 10° células tumorais foram injetadas subcutaneamente no
flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
de. Apos os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?3,
tratamento com anti-hPIGF, 16D3 (50 mg/kg de peso corporal; n=10) e vei-
culo (n=10).

Os resultados sdo mostrados na Figura 8 e Tabela 3 abaixo.
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Tabela 3. _
Média SEM | N Valor deP
peso TM PBS 753,3 87,26 10 |
peso TM 16D3" 468,9 170,57 9 0,023

Exemplo 4: Investigacdo in vivo do efeito do tratamento com anticorpos

16D3 sobre a perda de peso.

Materiais e métodos sdo como descritos no'Exemplo 3.

_ 1x10° células tumorais foram injetadas subcutaneament_e no
flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
de. Apds os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60_mm3, o
tratamento com anti-hPIGF (16D3, 50mg/kg de pesb corporal; n=10), anti-
mPIGF (PL5D11D4 50 mg/kg de peso corporal; n=10), IgG de cohtrole (1C8;
50 mg/kg de pesb corporal; n=10), uma combinacgdo de anti-hPlGF e anti-
mPIGF (25 mg/kg de peso corporal de cada; n=10) e veiculo (n=10) foi inici- -
ado. Os anticorpos foram injetados i.p. em dias alternados. O peso. corporal
dos camundongos foi medido no primeiro e no ultimo dia do tratamento com
anticorpo. O peso do tumor foi subtraido do peso corporal antes do calculo
do percentual de perda de peso corporal.

Os resultados sdo mostrados na Figura 9. E mostrado que anti-

- hPIGF evita a perda de peso corporal nesse modelo de xenoenxerto de tu-

mor pancreatico humano subcutaneo DanG.

Exemplo 5. Combinacdo de anti-hPIGF e um anticorpo anti-VEGF para o

tratamento de crescimento tumoral

Materiais e métodos sdo como descritos no Exemplo 3.

1x10° células tumorais foram injetadas subcutaneamente no
flanco direito de camundongos fémeas nu/nu NMRI de 11 semanas de ida-
de. Apos os tumores atingirem um tamanho de aproximadamente 60 mm?,
tratamento com anti-hPIGF (16D3, 50mg/kg, 37,5 mg/kg, 12,5 mg/kg de peso
corporal i.p. em dias alternados; n=10 para cada concentragao), Avastin (15
mg/kg e 5 mg/kg de peso corporal, i.p. duas vezes por semana, n=10 cada)
e uma combinagéo de anti-PIGF (12,5 mg/kg de peso corporal) e Avastin (5

mg/kg de peso corporal; n=10). Os camundongos foram sacrificados apos 20
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dias da inoculagdo do tumor.

Os resultados sdo mostrados na Figura 10. Volume tumoral mé-
dio + SEM: 1C8, 37: 37,5 mg/kg de peso corporal: 954 + 164 mm® 12,5
mg/kg de peso corporal: 1398 + 236 mm?; IgG: 1789+ 231 mm®; Avastin 15
mg/kg de peso corporal: 828 + 186 mm?>; 5 mg/kg de peso corporal: 926 +

202 mm®; Avastin + 16D3: 569 + 94 mm®. E observado que anti-hPIGF e A-

vastin exercem um efeito adicional sobre a inibicao do crescimento tumoral

em um DanG pancreatico subcutdneo humano.

Exemplo 6: Producéo de scFv de 16D3 ,
As sequéncias das partes variaveis das cadeias pesada e leve -

(SEQ IDs NO: 2 e 4, respectivamente, obtidas como descrito no Exemplo 1) - B

foram amplificadas por PCR usando iniciadores com os sitios de restrigdo de -
ligagao e ligantes apropriados. Apés um SOE PCR (estrangamento de genes
por extensdo de super posi¢&o) scFv foi clonado em pEE14.4 (sitios de clona- _
gem HdeII EcoRl) (Figura 12). Esse scFvhp16D3/pEE14.4 foi transfectado

- para células CHO-KI apds linearizagdo com BamHI| usando Fugene 6 (Boe-

hringer Mannheim) e subclonado duas vezes por diluigdo. Um scFv hp16D3
monoclonal, 6C5D4, fbi obtido e produzido. Esse clone também foi transfec-
tado transitoriamente em células 29 3 por Producell em paralelo com scFv
hp16D3/pKANEO-MCS50-dhir1 (sitios de clonagem Nhel-Notl) (Figura 13).
As seqiiéncias de nucleotideo e aminoacido do scFv de 16D3
sao fornecudas como SEQ ID N2: 23 e SEQ ID N2 24, respectlvamente A
sequéncia de aminoacidos que demonstra as regides varidveis das cadeias
pesada e leve, a sedﬁéncia ligante e HA-tag e His Tag também é fornecida
na Figura 15. '
Exemplo 7: Humanizaciio de scFv 16D3

, Humamzagao das regides variaveis do scFv foi realizada como
descrito no Exemplo 2. As seqliéncias de nucleotideo e aminoacido de scFv
de 16D3 s#o fornecidas nas SEQ ID N2: 25 e SEQ ID N2 26, respectivamen-
te. A sequéncia de aminoacidos que demonstra as regides varidveis das ca-
deias pesada e leve, a sequéncia ligante e HA-Tag e His tag de scFv huma-

nizado também é fornecida na Figura 15.
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Exemplo 8: Producdo de Fab 16D3 humanizado

1. Amplificacdo dos fragmentos VH e VL de scFv16D3 humanizado _

- Iniciadores para amplificacdo de fragmento VH de scFv16D3 ,

humanizado - _

16D3Vhbackblunt 5'-CAGGTCCAGCTGCAGCAGTCTG-S’ (SEQID N‘-’:_27)

16I53VhforSaII 5’-GATGGGCCCTTGGTCGACGCTGAGGAGACTGTGAGCAGGG-3’ (SEQ
1D N2 28)

Iniciadores para_amplificacdo_de fragmento VL de scFv16D3
humanizado |
1 6D»3VLBackAgvei 5'-CC__ACCGGTGACATI‘GTGCTGACCCAGTCTCC-3'
(SEQ ID.Ne; 29) - |
16D3VLForBsiWl  5-CACCGTACGTTTTATTTCCAACTTTGTCCCCGAG-3
(SEQ ID Ne: 30) |
2. Construcao de vetores de cadeia pesada e leve

O produto de PCR da cadeia leve foi clonado primeiro no vetor
pCR4qunt-TO.PO. Apds o seqﬁenciamenfo a cadeia leve foi removida por
digestdo com Agel e Bsin e clonada no vetor pKANEOQCMSO-LvarN‘-’ 7.
O produto de PCR da cadeia pesada foi clonado apéds digestao diretamente
em pKANEO-MCS50-Fabvare 3. |

- 3. Unido de construtos de ligacio de cadeia pesada e leve

Ambos os vetores (acima descritos), contendo o segmento leve

‘e pesado, foram unidos juntos pela remogéo do cassete contendo o segmen- -

to leve e adicionando-o ao vetor contendo o segmento peSado pelo uso das
enzimas Pmel e Pacl, para | obter o construto  final,
hp16D3mutcmplFab/pKANEO-MCS50-FabvarNe 3. (veja Figura 16).

Exemplo 9: Andlise de ligagdo ao antigeno e inibicdo da intéracéo de

PIGF/lt-1 por scFv 16D3 e scFv16D3 humanizado (Figura 14)

1. ELISA de ligacdo ao antigeno

Placas de ELISA foram revestidas ON com 1 pg/ml de huPIGF-1 _
em PBS, 200 pl/cavidade, 4°C. Apds bloqueio com BSA 1%, uma hora, TA,
uma série de diluicdes de scFvIBD3/ scFvi6D3 humanizado foi adicionada,
200 pl/cavidade, o fragmentq de anticorpo foi deixado se ligar por uma ho-
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ra., TA. scFvi6D3 ligado foi detectado com anti-HA de murino (180
uL/cavidade, uma hora. TA) seguida pela incubacdo com IgG- HRP de cabra
antimurino (Sligma), 170 HL/cavidade, uma hora, TA. O ensaio foi desenvol-
vido com OPD.
2. Inibicao de interacdo de PIGF/Fit-1 através de ELISA |
Placas de ELISA foram revestidas ON com 1 p'g/ml de huFit-1
(R&D Systems),'200 pl/cavidade, ON, 4°C. Apds bloqueio com BSA 1%,
uma hora, TA, uma série de diluigbes de SCFVIBD3/scFv16D3 humanizado foi

- adicionada, 100 pl/cavidade e um adicional de 100 uL /cavidade de huPIGF-

2 foi adicionado. Ap6s uma incubacgao de duas horas em TA, PIGF ligado foi

detectado com anti-huPIGF de cabra (R&D Systems), 180 pl/cavidade, uma

hora, TA, seguido por uma incubagdo com RAG-HRP (DAKO), uma hora, -

vTA. O ensaio foi desenvolvido com OPD.

Exemplo 10: Andlise de ligacdo ao antigeno e inibicdo da_interagdio de .
PIGF/fit-1 por Fab16D3 humanizado. |

1. ELISA de ligacdo ao antigeno

Placas de ELISA foram revestidas ON com 1 pg/ml de huPIGF-1
em PBS, 100 pL/cavidade, 4°C. Apo6s bloqueio com BSA 1%, uma hora, TA,
uma série de dilUigGes de Fab'1_6D3 humanizado foi adicionada, 100
uL/cavidade, o fragmento de anticorpo foi deixado se ligar por uma hora, TA.
Fab16D3 humanizado ligado foi detectado com anti-hulgG-HRP (Fab especi-
fico) (100 pl/cavidade, uma hora TA). O ensaio foi desenvolvido com OPD.
Os resultados sao fornecidos na Fig'ura 17A.

2. Inibicdo de interacdo PIGF/Flt-1 através de ELISA

Placas de ELISA foram cobertas ON com 1 pg/ml de huFlt-1
(R&D Systems), 200 pl/cavidade, ON, 4°C. Apds bloquear com BSA 1%,
uma hora, TA, .uma série de diluicdes de Fab16D3 humanizado foi adiciona-
da, 100 pL/cavidade e V'um adicional de 100 uL /cavidade de huPIGF-2 foi
adicionado. Apds uma incubagéo de duas horas em TA, PIGF ligado foi de-
tectado com anti-huPIGF de cabra (R&D Systems), 180 lecavidade, uma
hora, TA, seguido por uma incubagdo com RAG-HRP (DAKO), uma hora,

TA. O ensaio foi desenvolvido com OPD. Os resultados sdo fornecidos na

]
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Exemplo 11: Determinacéo dos valores de Kp

~ Os valores de Kp para 16D3, 16D3 IgG4 humanizado, scFv16D3
humanizado e Fab16D3 humanizado foram determinados por Biacore. Os

resultados sdo fornecidos na Tabela 4 abaixo.

Ta'bela 4: Tabela resumida de valoreé de Kp

roteina imobilizada | anticorpo injetado- Ko (M)
rhu-PIGF-2 Pichia | scFvhp1 6D3fnut 1,95E-10
rhu-PIGF-2 Pichia | hp16D3camundongocomplAB 2,90E-10
thu-PIGF-2 Pichia__| hp16D3mutcomplABIgG4 1,61E-10
rhu-PIGF-2 Pichia hp16D3mutcomplFab 1,31E-10

Valores de Kp de 16D3, 16D3 IgG4 humanizado, Fab 16D3 hu-

manizado e scFv16D3 humanizado.
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Thr

ttt

Phe

gga

.Gly

gce

Ala

gcc
Ala
40

ggt

Gly

ata

Ile

tct

Ser

gac

Asp

51

pesada de 16D3 humanizada

gcc

Ala

tct
Ser
25

cct

Pro

aat

Asn

gac

Asp

gag

Glu

tac
Tyr

105

gag
Glu
10

ggc

Cly

gga

Gly

act

Thr

aca

Thr

gac
Asp
90

tgg

Trp

ctg

Leu

tac

Tyr

cag

Gln

aag

Lys

tcec

Ser

75

act

Thr

ggc

Gly

gtg

val

acc

Thr

gga

Gly

tac

Tyr
60
tcc

Ser

gct

Ala

caa

Gln

aag

Lys

ttc

Phe

ctt
Leu
45

éat

Asn

agce

Ser

gtc

vVal

ggc

Gly

cct

Pro

act
Thr
30

gag

Glu

gag

Glu

aca

Thr

tat

Tyr

acc
Thr

110

ggg
Gly
15

gac

Asp

tgg

Trp

aag

Lys

gcc

Ala

ttc
Phe
95

ctg

Leu

gct.

Ala

tac

Tyr

att

Ile

ttc

Phe

tac
Tyr
80

tgt

Cys

ctc

Leu

48

96

144

192.

240

288

336

348
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

115

6

116

PRT

Thr Val Ser Ser

Seqliéncia artificial

Constructo sintético

6

Gln Val Gln Leu Gln Gln

1

Ser Val

Tyr Ile

‘ Gly Trp

50
Lys Gly

65

‘Met Gln

val Arg

Thr val

<210>

<211>

<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<220>

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu )

Asp

Ile
20

Trp
Tyx
Ala

Ser

Ser

. 100

Ser

115

7

336

Ser

5

Ser

Val

Pro

Thr

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Ser

85

Pro

Leu

Phe

Ser Gly Ala

Lys
Leu
Ser
55

Thr

Thr

Phe

Sequiéncia artificial

Fragmento de anticorpo humanizado

Ala

Ala

40

Gly

Ile

Ser

Asp

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

52

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Leu

Tyr

Gln

Lys.

Ser

75

Thr_

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Lys
Phe
Leu
45

Asn
Ser
val

Gly

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Thr

110

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe

95

Leu

Ala
?yr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys

Leu



10

15

20

25
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<221>

<222>

<223>

<400>

gac
Asp
1

g?Q

Glu

gga

Gly

tct

Ser

cct
Pro
65

atc

Ile

tct

Ser

att

Ile

cgg

Arg

atg

Met

cct
Pro
50

gat

Asp

agce

Ser

tat

Tyxr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

CDS

(1)..(336)

53

parte variante da cadeia leve de

7

gtg

Val

gtc

Val

cga
Arg
35

aag

Lys

cgc

Arg

agt

Ser

cat

1

P

His

12

RT

ctg

Leu

act

Thr

20

aag’

Lys

ctg

Leu

ttc

Phe

gtg

val

cta

Leu

100

acc

Thr

atg

Met

agt

Ser

ctg

Leu

aca

Thr

cag

Gln

85

ttc

Phe

cag

Gln

aac

Asn

ttc

Phe

atc

Ile

ggc
Gly
70

gct

Ala

acg

Thr

tct

Ser

tgc

Cys

ttg

Leu

tac
Tyr
55

agt

Ser

gaa

Glu

ttc

Phe

Seqgiiéncia artificial

Constructo sintético

8

cca

Pro

aaa

Lys

gct
Ala
40

tgg

Trp

gga

Gly

gac

Asp

ggc

Gly

gac

Asp

tce

Ser

25

tgg

Trp

gca

Ala

tct

Ser

gtc

Val

tcg
Ser

105

tcc

Ser

10
agt

‘Ser

tac

Tyr

tcc

Ser

ggg

Gly

gca
Ala
90

999

Gly

16D3 humanizada

ctg

Leu

cag

Gln

cag

Gln

act

Thr

aca

Thr

75

gtt

Val

aca

Thr

gct

Ala

agt

Ser

cag

Gln

agyg
Arg
60

gat

Asp

tat

Tyr

aag

Lys

gtg

val

ctg

Leu

‘aaa

Lys
45 .
gaa

Glu

ttc

Phe

tac

Tyr

ttg

‘Leu

tca

Ser

cte

Leu

"30

cca

Pro

tct

Ser

act

Thr

tgc

Cys

gaa
Glu

110

ctg
Leu
15

aac

Asn

ggg

Gly

gg9g9

Gly

ctc

Leu

aag

Lys

95

ata

Ile

gga

Gly

agt

Ser

cag

Gln

gtc

val

acc
Thr
80

caa

Gln

daaa

Lys

48

96

- 144

192

240

288

336
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Asp Ile vVal Leu

Glu Arg Val Tﬁ¥
20

Gly Met Arg Lys

35
Ser Pro Lys Leu
50
Pro Asp Arg Phe
65

Ile Ser Ser Val

Ser Tyr His Leu

100

<210> 9 |
<211> 24

<212> DNA

<213>

<220>

<223>

<400> 9

Thr

Met

Ser

Leu

Thr

Gln

85

Phe

Gln
Asn
Phe
Ile
Gly
70

Ala

Thr

Ser

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Phe

Seqtiéncia artificial

atggratgga gctgkatcwt thtc

<210> 10
<211> 25
<212> DNA
<213>
<220>
<223>
<400> 10

Seqiiéncia artificial

casaymcagg ggccagtgga tagac

<210> 11

<211> 27

Pro

Lys

Ala
40

Trp

Gly

Asp

Gly

Asp

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Val

Ser

105,

iniciador oligonucleotideo

iniciador oligonucleotideo

54

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Val

Thx

Ala

Ser

Gln

60

Asp

Tyr

Lys

vVal
Leu
Lys
45

Glu
Phe
Tyr

Leu

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu

110

Leu

15

Asn

Gly

Gly

Leu

Lys

95

Ile

Qly
Ser
Gln
Val
Thr
80

Gln

Lys

24

25
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55

<212> DNA

<213> Seqﬁéncia'artificial

<220>

<223> iniciador oligonucieotideo
<400> 11

atgragtcac akacycaggt cttyrta

<210> 12
<211> 24
<212> DNA

<213> Seqiiéncia éftificial

<220>

<223> 1iniciador oligonucleotideo
<400> 12 ;

gctcactgga tggtgggaag atgg

<210> 13
<211> 31
<212> DNA

<213> Seqiiéncia artificial

<220>

- 223> iniciador oligonucleotideo

<400> 13
ccaccggtga cattgtgetg acccagtctc c

<210> 14

<211> 34
<212> DNA

<213> Seqliéncia artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotideo
<400> 14

cacégtacgt tttatttcca actttgtcce cgag
<210> 15

<211> 22

27

24

31

34
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56

<212> DNA

<213> Seéﬁén;ia aftificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotideo
<400> 15

caggtccagc tgcagcagtc tg

<210> 16
<211> 40
<212> DNA

<213> Seqiéncia artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotideo

<400> 16

gatgggccect tggtcgacgce tgaggagacﬁ gtgagcaggyg

<210> 17
<211> 8
<212> PRT

<213> Mus misculo

<220> |

<221> misc

<222> (1)..(8)

<223> cadeia pesada CDR1 de 16D3
<400> 17

Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyr

1 5
<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Mus misculo
<220>
<221> REGIAO DE INTERESSE BIOLOGICO

<222> (1)..(8)

22

40
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<223>

<400>

cadeia pesada CDR2 de 16D3

18

Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Asn Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5

19

PRT

Mus musculo

REGIAO DE INTERESSE BIOLOGICO
(1) ..(9)
cadeia leve CDR3 de 16D3

19 '

Val Arg Asp Ser Pro Phe Phe Asp Tyr

1

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>

<222>
<223>

<400>

Gln Ser Leu Leu Asn Ser Gly Met Arg Lys Ser Phe

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

5

20

12

'PRT

Mus misculo

misc
(1)..(12)
cadeia leve CDR1 de 16D3

20

5

21

PRT

Mus misculo

misc

57

10
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<222>

<223>

<400>.

(1) ..(3)
cadeia leve CDR2 de 16D3

21

Trp Ala Ser

1

- <210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

22
8
PRT

Mus musculo

REGIAO DE INTERESSE BIOLOGICO
(1)..(8)
cadeia leve CDR3 de 16D3

22

Lys Gln Ser Tyr His Leu Phe Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>

<222>

5
23
786
DNA

Seqliéncia artificial

-16D3 ScFv

CDs

(1)..(786)

misc
(1)..(348)

cadeia pesada

misc

(349) ..(393)

58



59

<223> Ligante

<220>
<221> misé
<222>

(394) .. (729)
5

<223> Cadeia leve

<220>
'<221> misc

<222> (736)..(762)

<223> HA-Tag

: 10

<220>

<221> misc
\

<222> (769)..(786)
- <223>

His-Tag '
. <400>
'- 15

23

1

cag atc cag ctg cag cag tct gga cct Qag ctg gtg aag cct ggg gct
Gln Ile Gln Leu Gln Gln Ser Gly Pro Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala

5 10

20

15
tca gtg'aag ata tcc tgc aag gce tct gge tac ace tte act gac tac

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr
20 25

30
tat ata aac tgg gtg aag ttg aag cct gga cag gga ctt gag tgg att

144

Tyr Ile Asn Trp Val Lys Leu Lys Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40

A 45
25

gga tgg att tat cct gga agc ggt aat act aag tac aat gag aag ttc

192

Gly Trp Ile Tyr Pro Gly Ser Gly Asn Thr Lys Tyr Asn Glu Lys Phe
50 55

60 .
aag ggc aag gcc aca ttg act ata gac aca tcc tcc age aca gcc tac

240
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ile»Asp Thr Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 | 70 ‘

30

75

80
atg cag ctc agc agc ctg aca tct gag gac act gct gtc tat tte tgt

288
Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Phe Cys
85

90 95

96
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gta

Val

aca

Thr

ggt

Gly

tca

Ser

145

ctc

Leu

cca

Pro.

tct

Ser

act

Thr

tgc
Cys
225
gaa

Glu

cat

His

aga

Arg

gtc

Val

ggt
Gly
130
gca

Ala

aac

Asn

999

Gly

999

Gly

ctc
Leu
210
aag

Lys

ata

I‘leA

cat

His

gac

Asp

tce
Ser
115
tct

Ser

gga

Gly

agt

Ser

cag

Gln

gtc

val.

195
acc

Thr

caa

Gln

daa

Lys

cac

His

agce
Ser
100
tca

Ser

gac

Asp

gag

Glu

gga

Gly

tct
Ser
180
cct

Pro

atc

Ile

tct

Ser

ggt

Gly

cat

His

cct

Pro

ggt

Gly

att

Ile

aag

Lys

atg
Met
165
cet

Pro

gat

Asp

agc

Ser

tat

Tyr

tct
Ser
245
cac

His

ttc

Phe

ggt

Gly

gtg

val

gte
Val
150
cga

Arg

aag

Lys

cgc

Arg

agt

Ser

cat

His

230

tac

cat

His

ttt

Phe

ggt

Gly

ctg

Leu
135
act

Thr

aag

Lys

ctg

Leu

ttc

Phe

gtg
val
215
cta

Leu

cca

Pro

gac

Asp

ggt
Gly
120
tca

Ser

atg

Met

agt

Ser

ctg

Leu

aca
Thr
200
cag

Gln

ttc

Phe

-tac

Tyr

tac
Tyr
105
tct

Ser

cag

Gln

cgc

Arg

ttc

v Phe

atc

Ile

185

ggc

Gly

gct

Ala

acg

Thr

gac

Asp

60

tgg

Trp

ggc

Gly

tct

Ser

tgc

Cys

ttg
Leu
170

tac

Tyr

agt

Ser

gaa

Glu

ttc

Phe

gtc
val

250

ggc

Gly

ggc

Gly

cca

Pro

aaa
Lys
155
gct

Ala

tgg

Trp

gga

Gly

gac

Asp

ggc
Gly
235
cca

Pro

caa

Gln

ggc

Gly

tcc
Ser
140

tcc

Ser

tgg

Trp

gca

Ala

tct

Ser

ctg
Leu
220
tcg

Ser

gac

Asp

ggc

Gly

ggc

Gly

125
tcc

Sex

agt

Ser

tac

Tyr

tcc

Ser

ggg9
Cly
205
‘gca

Ala

gg99

Gly

tac

Tyr

acc

Thr

110

tcc

Ser

ctg

Leu

cag

Gln

cag

Gln

act
Thr
190
aca

Thr

gtt

Val

aca

Thr

gct

Ala

act

Thr

ggt

Gly

gct

Ala

agt

Ser

cag

Gln’

175

agg

Arg

gat

Asp

tat

Tyr

aag

Lys

ggt
Gly

255

ctc

Leu

gga

Gly

gtg

Val

ctg
Leu
160
aaa

Lys

gaa

Glu

ttc

Phe

tac

Tyr

ttg

Leu

240.

tct

Ser

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768

786
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

24

262

PRT

260

Seqiiénecia artificial

Constructo sintético

24

Gln Ile Gln Leu Gln

1

Ser val

Tyr Ile

Lys

Asn

35

Gly Trp

50

Ile

Lys Gly Lys

65

Met Gln
Val Arg
Thr val
Gly Gly

130
Ser Ala
145

Leu Asn

Pro Gly

Leu

Asp

Ser

115

Ser

Gly

Ser

Gln

Ile

20

Trp

Tvr

Ala

Ser

Ser

100

Ser

Asp

Glu

Gly

Ser

180

5

Ser
va1
Pro
Thr
Ser
85 .
Pro
Gly
Ile
Lys
Met

165

Pré

Gln

Cys

Lys

Giy

Leu
70

Leu
Phe
Gly
Val
val
150

Arg

Lys

Ser

Lys

Leu

Ser

55

Thr

Thr

Phe

Gly

Leu

135

Thr

Lys

Leu

Gly

Ala

Lys

40

Gly

Ile

Ser

Asp

Gly

120

Ser

Met

Ser

Leu

Pro

61

Glu

- 10

Ser

25 -

Pro

Asn

Asp

Glu

Tyr

105

Ser

Gln

Arg

Phe

Ile

185

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Trp

Gly

Ser

Cys

Leu

170

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Gly

Pro

Lys

155

Ala

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

140

Ser

Trp

Ala

Lys

‘Phe

Leu
45

Asn
Ser
val
Gly

Gly

125

Ser

Ser

Tyr

Ser

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyr
Thr
110
Ser
Leu
Gln

Gln

Thr

190

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Thr
Gly
Ala
Ser
Gln

175

Arg

Ala

TYr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Leu

Gly

val

Leu -

160

Lys

Glu
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Ser Gly Vval Pro Asp

195

Thr Leu Thr Ile Ser

210

Cys Lys

225

Gln Ser Tyr

Glu Ile Lys Gly Ser

His His

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

- <223>

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220;
<221>
<222>
<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

245
His His His
260
25
786
DNA

Seqiiéncia art

62

Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr
200 ' 205
Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val
2i5 220
His Leu Phe Thr Phe Gly Ser Gly Thr
230 235
Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala
250

His

ificial

16D3 ScFv humanizado

CDs
(1)..(786)

misc
(1)..(348)

Cadeia'pesada_

misc
(349)..(393)
Ligante

misc
(394)..(729)

Cadeia leve

Asp Phe

Tyr Tyr

Lys Leu
240
Gly Ser

255



10

15

20

25

30

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

'<223>

<400>

cag

Gln

tca

Ser

tat

Tyr

gga

Gly

aag
Lys
65

atg

Met

gta

Val

aca

Thr

gtc

val

gtg

Val

ata

Ile

tgg
Trp
50

ggc

Gly

cag

Gln

aga

Arg

gtc

val

misc

misc

25

cag

Gln

aag

Lys

aac

Asn

35

att

Ile

aag

Lys

ctc

Leu

gac

Asp

tce
Ser

115

HA-tag

HA-tag

ctg

Leu

ata
Ile
20

tgg

Trp

tat

Tyr

gcc

Ala

agce

Ser

agce

Ser

100

tca

Ser

(736) ..(762)

“(769)..(786)

cag

Gln

tce

Sér

gtg

val

cct

Pro

aca

Thr

agc
Ser
85

cct

Pro

ggt

Gly

cag

Gln

tgc

Cys

aag

Lys

gga

Gly

ttg
Leu
70

ctg

Leu

ttc

Phe

ggt

Gly

tct

Ser

aag

Lys

ttg

Leu

agc

Ser

.55

act

Thr

aca

Thr

ttt

Phe

ggt

Gly.

gga

Gly

gcc

Ala

gce
Ala
40

ggt

Gly

ata

Ile

tct

Ser

gac

Asp

ggt
Gly

120

gce

Ala

tct
Ser
25

cct

Pro

aat

Asn

gac

Asp

gag

Glu

tac
Tyr
105
tct

Ser

63

gag

Glu
10
ggc

Gly

gga

Gly

act

Thr

aca

Thr

gac
Asp
90

tgg

Trp

ggc

Gly

ctg

Leu

tac

Tyr

cag

Gln

aag

Lys

tcc
Ser
75

act

Thr

ggc

Gly

ggc

Gly

gtg

val

acc

Thr

gga

Gly

tac
Tyr
60

tece

Ser

gct

Ala

caa

Gln

ggc

Gly

aag

Lys'

tte

Phe

ctt

Leu

45

aat

Asn

agce

Ser

‘gtc

Val

ggc

Gly

ggc
Gly

125

cct

Pro

act
Thr
30

gag

Glu

gag

Glu

aca

Thr

tat

Tyxr

acc
Thr
110
tcé

Ser

ggg9
Gly
15

gac

Asp

tgg

Txrp

aag

Lys

gcc

Ala

tte
Phe
95

ctg

Leu

ggt

Gly

gct

Ala

tac

TYyr

att

Ile

ttc

Phe

tac
Tyr
80

tgt

Cys

ctc

Leu

gga .

Gly

48

96

144
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288

336
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ggt

Gly

tca
Ser
145
ctc

Leu

cca

Pro

tct

Ser

act

Thr.

tge
Cys
225
gaa

Glu

cat

His

ggt
Gly
130
ctg

Leu

aac

Asn

g99

Gly

g99

Gly

ctc
Leu
210
aag

Lys

ata

Ile

cat

His

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

tct

Ser

gga

VG1y

agt

Ser

cag

Gln

gte
Val
195
acc

Thr

caa

Gln.

aaa

Lys.

cac

His

gac

Asp

gag

Glu

gga

Gly

tct

Ser

180

cct

Pro

atc

Ile

tct

Ser

ggt

Gly

cat

His

260

26

262

PRT

att

Ile

cgg

Arg

atg

Met
165
cct

Pro

gat

Asp

agc

Ser

tat

Tyr

tct
Ser
245
cac

His

gtg

Val

gtc
Val
150
cga

Arg

aag

Lys

cgc

Arg

agt

Ser

ctg
Leu
135
act

Thr

aag

Lys

ctg

Leu

ttc

Phe

gtg

Val

- 215

cat

His

230

tac

Tyxr

cat

His

cta

Leu

cca

Pro

Seqiiéncia artificial

acc

Thr

atg

Met

agt

Ser

ctg

Leu

aca
Thr
200
cag

Gln

ttc

Phe

tac

Tyr

cag

Gln

aac

Asn

ttc

Phe

atc
Ile
185

ggc

Gly

gct

Ala

acg

Thr

gac

Asp

64

tct

Ser

tgc

.Cys

ttg
Leu

170

tac

Tyr

agt

Ser

gaa

Glu

tte

Phe

gtc
val

250

cca

Pro

aaa
Lys
155
gct

Ala

tgg

Trp

gga

Gly

gac

Asp

33
Gly
235
cca

Pro

gac
Asp
140
tcc

Ser

tgg

Trp

gca

Ala

tct

Ser

gtc

val

220

tcg

Ser

gac

Asp

tcc

Ser

agt

Ser

tac

Tyr

tce

Ser

g9g9
Gly
205

gca

Ala

g9g9

Cly

tac

TYyr

ctg

Leu

cag

Gln

cag

Gln

_act

Thr

190

aca

Thr

gtt

val

aca

Thr

gct

Ala

gct

Ala

agt

Ser

cag
Gln
175
agg

Arg

gat

Asp

tat

Tyr

aag

Lys

ggt

Gly

.255

gtg

Val

ctg

Leu

160

aaa

Lys

gaa

Glu

tte

‘Phe

tac

TYI:

ttg -

Leu

240

tct

Ser

432

480

528

576

624

672

720

768

786
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<223>

<400>

26

Constructo sintético

Gln Val Gln Leu Gln Gln Ser

1

Ser

Tyr

Gly

Lys
65

Met

“val.

Thr

Gly

Ser

145

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

225

val
Ile
Trp
50

Gly
Gln
Arg
Val
Gly
130
Leu
Aén
Gly
Gly
Leu

210

Lys

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

‘Asp

Ser
115
Ser
Gly
Ser
Gln
Val
195

Thr

Gln

Ile

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Ser

100

Ser

Asp

Glu

Gly

Ser

180

Pro

Ile

Ser

5

Ser

val

Pro

"Thr

Sér
85

Pro
Gly
Ile
Arg
Met
165

Pro

Asp

Ser

Tyr

Cys Lys
Lys Leu

Gly Ser

55
Leu Thr
70

Leu Thr
PhevPhe
Gly Gly

Vél Leu

135
Val Thr
150

Arg Lys
Lys Leu
Arg Phe
Ser Val

215

His Leu

230

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Ile
Ser
Asp
Gly
120
Thr
Met
Ser
Leu
Thr
200

Gln

Phe

Ala

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

TYyY

105

Ser

Gln

Asn

Phe

Ile

185

Gly

Ala

Thr

65

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp
90

Trp
Gly
Ser

Cys

Leu
170

Tyr
Ser
Glu

Phe

Leu
Tyr
Gln
Lys
Ser
75

Thr
Gly
Gly
Pro
Lys
155
Ala
Trp
Gly

Asp

Gly

235

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Gln

Gly

Asp

140

Ser

Trp

Ala

Ser

val

220

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Asn

‘Ser

Val

Gly

Gly

125

Ser
Sér
R
Ser
Gly
205

Ala

Gly

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr
Tyxr
Thr
110
Ser
Leu
Gln
Gln
Thr
190
Thr

val

Thr

Gly
15

Asp
Trp
Lys
Ala
Phe
95

Leu
Gly
Ala
Ser
Gln
175
Arg
Asp

Tyr

Lys

Ala
Tyr
Ile
Phe
Tyr
80

Cys
Leu
Gly
Val
Leu
160
Lys
Glu
Phe
Tyr

Leu

240
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Glu Ile Lys Giy Ser Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Gly Ser

66

245 250

His His His His His His

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

 <213>

<220>

<223>

<400>

260
27
22
DNA

Seqiéncia artificial

iniciador oligonucleotideo

27

caggtccagce tgcq@cagtc tg

28
40
DNA

Seqtiéncia artificial

iniciador oligonucleotideo

28

gatgggccct tggtcgacgc tgaggagact gtgagcaggg

<210>
<2115
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

29

31

DNA

Seqgiiéncia artificial

iniciador oligonucleotideo

29

ccaccggtga cattgtgctg acccagtcte ¢

<210>
<211>
<212>

<213>

30
34
DNA

Seqiiéncia artificial

255

22

40 -

31
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<220>
<223> iniciador oligonucleotideo
<400> 30

caccgtacgt tttatttcca actttgtccc cgag

34
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REIVINDICACOES

1. Molécula de ligacdo ao antigeno capaz de se ligar a PIGF, ca-
racterizada erh que ela compreende pelo menos duas CDRs selecionadas a
partir do grupo que consiste em SEQ ID N%17 a 22 ou pelo menos duas se-
quéncias que tem pelo menos 90% de identidade de sequéncia com elas.

2. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracteriiada em que ela compreende as regides de CDR que cor-
respondem as seqiéncias de SEQ ID N%17 a SEQ ID N2:22 ou sequéncias

- que tem pelo menos 90% de identidade de seqiiéncia com elas.

3. Molécula de Ilgag:ao ao antigeno de acordo com a reivindica-
gao 1 ou 2, que é uma molécula selemonada a partir do grupo de Fab, Fab’

- ou F(ab’)z, uma combinagdo de pelo menos duas regides de determmagao :

de complementandade (CDRs), uma parte variavel de cadela S|mples anco-
rada a membrana ou soluvel ou um dominio variavel Gnico.
4. Molécula de ligacdo ao antigeno de acordo com a reivindica-

¢80 1 ou 2, caracterizada em que ela compreende uma regido varidvel de

cadeia pesada que compreende a seqﬁénbia de SEQ ID N22 ou uma se-
qléncia que tem pelo ‘menos 90% de identidade de seqléncia com ela den- -
tro das regic”)es de CDR e em que ela compreende uma regiao variavel de
cadeia leve que compreende a seqiéncia de SEQ ID N2:4 ou uma seqUéncia
que tem pelo menos 80% de identidade de sequencua com ela dentro das
regides de CDR. |

- 5. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 4, que € o anticorpo 16D3 como produzido pela linha-
gem celular depositada como LMBP 6399CB ou um fragmento do mesmo.

| 6. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com qualquer uma

das reivindicacdes 1 a 4, qué € um anticorpo ou fragmento de anticorpo hu-
manizado. '

7. Molécula de ligagé@o ao antigeno de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1a 4, que é um anticorpo ou fragménto de anticorpo hi-
brido humano/camundongo.

8. Molécula de ligag&o ao antigeno de acordo com qualquer uma
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das reivindicagdes 1 a 4, em que as ditas regides de CDR estio enxertadas.
na cadeia principal de urh anticorpo humano. ,
- 9. Molécula de ligagéo ao antigeno de acordo com a reivindica- _
¢ao 8, em que o dito anticorpo humano é IgG 1k ou IgG4k.
10. MolécUIa de ligacdo ao antigeno da reivindicagdo 1 ou 2,

que € um fragmento varidvel de cadeia unica que se liga a PIGF que com-

preende pelo menos duas CDRs selecionadas a partir‘do grupo de SEQ ID

N217 a 22 ou pelo menos duas sequéncias que tem pelo menos 80% de
identidade de sequéncia com elas. A _ _

11. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com a reivindica-
¢ao 10, que compreende a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID N 24

12. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com a reivindica-
¢80 11, que é uma molécula de ligagdo ao antigeno humanlzada

13. Molécula de ligagdo ao antigeno de acordo com a reivindica- -

¢éo 12, que compreende a sequéncia de aminoéacidos de SEQ ID N2: 26.

14. Linhagem celular que produz uma molecula de Ilgagao ao
antigeno como definida na reivindicacdo 1 ou 2.

- 15, Linhagem celular de acordo com a reiVindicagéo 14, que é a
linhagem celular depositada como LMPB 639908. |

16. Composicéo farmacéutica para prevengio ou tratamento de
angiogénese indesejada em condigdes patoldgicas em mamiferos, que com-
preehde como um principio ativo uma molécula de ligagao a PIGF como de-
finida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13, em miétura com. um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel. '

17. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicacao 16,
que compreende ainda uma quantidade terapeuticamente eficaz de outro
agente antiangiogénico. '

18. Composigao far_macéutica de acordo com a re'ivindicagéo 17,
em que o dito outro agente antiangiogénico é selecionado a partir do grupo
que consiste em inibidores de VEGF e bFGF. | ,

19. Composigao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 18,
em que o dito inibidor de VEGF é um anticorpo anti-VEGF.
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, 20. Polinucleotideo que codifica uma molécula de ligagao ao an-
tigeno como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13.

_ 2i. Método de tratamento e/ou prevengédo de angiogénese inde-
sejada em condi¢éo patolégica em um mamifero, que compreende adminis-
trar a um mamifero que necessite de tal tratamento ou prevengao, uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um principio ativo_que' € uma ou mais
das moléculas dé ligagao ao antigeno como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 13. | _

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, em que a condi-
¢ao patoldgica € selecionada a paftir do grupo que consiste em cancer, in- -
flamagéo, formagdo de adesdo, doencas do olho hlpertensao pulmonar e

. extravasamento vascular.

23. Método de acordo com a reivindicagao 22 em que o dito
cancer é selecuonado a partir do grupo que consiste em cancer de colon .
cancer de mama, cancer pancreatico e melanomas. '

24. Uso da molécula de ligagdo ao antigeno como definida em
qualquer uma das renvmducagoes 1 a 13, para a detecgao |munolog|ca de
PIGF em amostras humanas.

25. Uso da molécula de ligagdo ao antigeno como definida em
qualquer uma das reivindicagées 1a 13 para o rastreamento de compostos

26. Uso da molécula de ligagao ao antlgeno como deflnlda em
qualquer uma das reivindicagoes 1 a 13, como uma ferramenta de diagndsti-
co in vitro. ,

27. Uso da molécula de ligagdo ao antigeno como definida em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 13, para a produgdo de um medica-
mento para o tratamento e/ou prevengdo de angiogénese indesejada em
condi¢éo pétolégica em um mamifero.

, 28. Uso de acordo com a réivindicagéo 27, em que a condigdo
patologica é selecionada a partir do grupo que consiste em cancer, ‘inflama-
¢ao, formagao de adeséo, doencas do olho; hipertensdo pulmonar e extra-

vasamento vascular.



29. Uso de acordo com a reivindicagdo 28, em que o dito cancer
é selecionado a partir do grupo que consiste em cancer de célon, cancer de
mama, cancer pancreatico e melanomas.
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A: seqiiéncia de DNA da parte variavel da cadeia pesada de camundongo (SEQ ID NO: 1)

cagatccagectgcagcagtcetggacctgagetggtgaagectggggettcagtgaagatate
ctgcaaggcctetggectacaccttcactgactactatataaactgggtgaagttgaagectg
gacagggacttgagtggattggatggatttatcctggaagecggtaatactaagtacaatgag
aagttcaagggcaaggccacattgactatagacacatcctccagecacagectacatgecaget
cagcagcctgacatctgaggacactgctgtctatttectgtgtaagagacagecectttctttg
actactggggccaaggcaccactctcacagtctccteca

B: seqiiéncia de DNA da parte variavel da cadeia léve de camundongo (SEQ ID NO: 3)

gacattgtgctgtcacagtctceccatcctecctggetgtgtcagcaggagagaaggtecactat
gcgctgcaaatccagtcagagtctgetcaacagtggaatgegaaagagtttettggettggt
accagcagaaaccagggcagtctectaagetgetgatectactgggcatccactagggaatct
ggggtcecctgatcegettcacaggecagtggatetgggacagatttcactctecaccatcagecag
tgtgcaggctgaagacctggcagtttattactgcaagcaatcttatcatctattcacgtteg
gctcggggacaaagttggaaataaaa

C: seqliéncia de AA da parte variadvel da cadeia pesada de camundongo (SEQ ID NO: 2)

QEQLQQSGEELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYINWVKLgPGQGLEWIGWIYPGSGN
TKYNEKFKGKATLTIDTSSSTAYMQLSSLTSEDTAVYFCVRD SPFFDYWGQGTTLTV
sSs '

D: seqﬁéncia de AA da parte varidvel da cadeia leve de camundongo (SEQ ID NO: 4)

DIVLSQSPSSLAVSAGEKVTMRCKSSQSLLNSGMRKSFLAWY QQKPGQSPKLLIYWA
STRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCKQSYHLFTFGSGTKLEIK

Fig. 11
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A: sequéncia de DNA da parte variavel humanizada da cadeia pesada (SEQ ID NO: 5)

caggtccagctgcagcagtctggagecgagetggtgaagectggggetteagtgaagatate
ctgcaaggcctctggctacaccttcactgactactatataaactgggtgaagttggeccectg
gacagggacttgagtggattggatggatttatcctggaageggtaatactaagtacaatgag
aagttcaagggcaaggccacattgactatagacacatcctccagecacagectacatgecaget
cagcagcctgacatctgaggacactgetgtectatttetgtgtaagagacagecetttetttg
actactggggccaaggcaccctgctcacagtctectea o

B: sequéncia de DNA da parte variavel humanizada da cadeia leve (SEQ ID NO: 7)

gacattgtgctggcgcagtctccagéctccctggqtgtgtcagggggagagggggtcaétat
gaactgcaaatccagtcagagtctgctcaacagtggaatgegaaagagtttcttggettggt
accagcagaaaccagggcagtctcctaagetgetgatctactgggecatecactagggaatet
ggggtccctgatcgettcacaggcagtggatctgggacagatttcactetcaccatcageag
tgtgcaggctgaagacgtcgcagtttattactgcaagcaatcttatcatetattcacgtteg
gctcggggacaaagttggaaataaaa

C: seqliéncia de AAda parte variavei humanizada_da cadeia pesada (SEQ ID NO: 6) |

QVOLQQSGAELVKPGASVKISCKASGYTFTDYYINWVKLAPGQGLEWIGWIYPGSGN
TKYNEKFKGKATLTIDTSSSTAYMQLSSLTSEDTAVYFCVRDSPFFDYWGQGTLLTV
Ss | g |

D: sequéncia de AA da parte variavel humanizada da cadeia leve (SEQ ID NO: 8)

DIVLTQSPDSLAVSLGERVTMNCKSSQSLLNSGMRKSFLAWYQQKPGQSPKLLIYWA
STRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDVAVYYCRKQSYHLFTFGSGTKLEIK

Fig. 12
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RIQLOQSGPE
IYPGSGNTKY
PFFDYWGQGT
TMRCKSSQSL
GSGSGTDFTL
PDYAGSHHHH
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LVKPGASVKI SCKASGYTET
NEKFKGKATL TIDTSSSTAY
TLTVSSGGGG SGGCGSGGGE
LNSGMRKSFL AWYQQKPGQS
TISSVQAEDL AVYYCKQSYH

HH

Cadeia pesada

Sequéncia ligante

Cadeia leve
‘HA-tag
His Tag

[SEQ ID No:24]

B
QVQLQQSGAE
IYPGSGNTKY
PFFDYWGQGT
TMNCKSSQSL

GSGSGTDFTL
PDYAGSHHHH

DYYINWVKLK
MQLSSLTSED
SDIVLSQSPS

pEEEE

1-116
117-131-
132-243
246-254
256-262

LVKPGASVKI SCKASGYTFT
NEKFKGKATL TIDTSSSTAY
LLTVSSGGGG SGGGGSGGGG
LNSGMRKSFL AWYQQKPGQS
TISSVQAEDV AVYYCKQSYH

HH

Cadeia pesada

Sequéncia ligante

Cadeia leve
HA-tag
His Tag

[SEQ ID NO: 26]

PKLLIYWAST
LFTFGSGTKL

DYYINWVKLA
MQLSSLTSED
SDIVLTQSPD

SEBEE

1-116

117-131
132-243
246-254
256-2062

Fig. 15
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANTICORPO ANTI-PLGF".
A presente invencao refere-se a novos anticorpos monoclonais
direcionados para PIGF e fragmentos e derivados dos mesmos, mais parti-
cularmente a anticorpos humanizados e fragmentos desses para uso no tra--

tamento e/ou prevencdo de angiogénese patoldgica.



Novo quadro reivindicatério (total 19 reivindicagdes) para pro-
cessamento na Fase Nacional Brasileira.
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REIVINDICACOES |

1. Molécula de ligacdo ao antigeno capaz de se ligar a PIGF,
caracterizada ‘em que ela compreende pelo menos duas CDRs selecionadas
a partir do grupo que consiste em SEQ ID N2 17 a 22 ou pelo menos duas
sequéncias que tém pelo menos 90% de identidade de seqiiéncia com elas.

2. Molécula de Iiga¢éo ao antigeno de acordo com a reivindica-
gao 1, caracterizéda em que ela compreende as regides de CDR que cor- |
respondem as seqléncias de SEQ ID N% 17 a SEQ ID N2: 22 ou seqUénCias

~ que tém pelo menos 90% de identidade de seqiiéncia com elas.

3. Molécula de ligagdo ao antigeno de acordo com a reivindica- -

¢80 1 ou 2, que é uma moléculas selecionada a partir do grupo de Fab, Fab’,
- ou F(ab’)2, uma combinagdo de pelo menos duas regides de determinagao -

de complementaridade (CDRs), uma parte variavel de cadeia Unica ancora-
da a membrana ou soluvel, ou um dominio variavel Unico. |

4. Molécula de ligagdo ao antigeno de acordo com a reivindica-

¢ao 1 ou 2, caracterizada em que ela compreende uma regido variavel de

~ cadeia pesada que compreende a sequiéncia de SEQ ID N2 2 ou uma se-

quéncia que tem pelo menos 90% de identidade de sequéncia com ela den-
tro das regides de CDR e em que ela compreende uma regido variavel de
cadeia leve que compreende a seqliéncia de SEQ ID N2. 4 ou uma sequén-
cia que tem pelo menos 80% de identidade de seqﬁéncia com ela dentro das
regides de CDR. |
5. Molécula de ligacao ao antigeno de acordo com qualquer uma
das reivindicagGes 1 a 4, que é o anticorpo 16D3 como produzido pela linha-
gem celular depositada como LMBP 6399CB ou um fragmento do mesmo.
| 6. Molécula de ligagao ao antigeno de acordo com qualquer uma
das reivindicagées 1 a 4, que é um anticorpo humanizado ou fragmento de
anticorpo. '
_ 7. Molécula de ligagdo ao antigeno de acordo com a reivindica-
¢d0 1 ou 2, que é um fragmento variavel de cadeia unica. | ,
' 8. Molécula de ligagao ao antigéno de acordo com a reivindica-

¢ao 1, que compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID N2: 24.
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9. Molécula de ligagdo ao antigeno de acordo com a reivindica-
¢do 1, que compreende a seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID N2: 26, .

10. Linhagem celular produzindo uma molécula de ligagdo ao
antigeno como definida na reivindicagéo 1 ouA 2.

11. Linhagem celular de acordo com a relvmdlcagao 10, que éa
Imhagem celular depositada como LMBP6399CB.

12. Composicdo farmacéutica, que compreende como um prin-
cipio ativo uma molécula de ligacao a P‘IGF como definida em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 9, em mistura com um veiculo _farmaceuti_caménte
aceitavel. |

13. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagdo 12,
compreendendo adicionalmenté uma quantidade terapeuticaménte eficaz de
outro agente antiahgiogénico. |

14. Polinucleotideo que codifica uma molécula de ligacdo ao an-
tugeno como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9.

15. Uso da molécula de hgagao ao antigeno como deflnldo em
qualquer uma das relvmdlcagoes 1a9 parao rastreamento de compostos
com um efeito aditivo & inibigéo de PIGF no tratamento de céncer.

16. Uso da molécula de ligacdo ao antigeno como definida em

qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, como uma ferramenta de dlagnostlco

in vitro. v _

17. Uso de uma molécula de ligacdo ao antigeno como definida
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 9, caracterizado pbr ser para o pre-
paro de um medicamento (til no tratamento e/ou pfevengéo de angiogénese
indesejada em uma condigdo patolégica em um mamifero. _

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, em que. a condigéo'
patologica € selecionada a partir do grupo que consiste em cancer, inflama-
¢ao, formagao de ades&o, doengas do olho, hipertensio pulmonar e extra-
vasamento vascular. |

19. Uso de acordo com a reivindicacéao 18,‘em que o dito cancer
é selecionado a partir do grupo que consiste em cancer de célon, céncer de

mama, cancer pancreatico e melanomas.
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