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(57) Resumo: ANTIOCORPO MONOCLONAL ISOLADO OU UMA
PORCAO DE LIGAGAO AO SEU ANTigSENO, UM FRAGMENTO DE
ANTICORPQO, UM ANTICORPO MIMETICO, IMUNOCONJUGADO,
COMPOSICAO, MOLELUCA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA,
VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOPEDEIRA, METODO PARA
PREPARAR UM ANTICORPO ANTI-BMP2 OU ANTI-BMP4, METODO
PARA TRATAR OU PREVENIR UMA DOENGA ASSOCIADA COM A
FORMA(;AO OSSEA ANORMAL E OSSIFICAQAO, HIBRIDOMA E
METODO PARA PREPARAR O ANTICORPOQ. A presente invengio
proporciona anticorpos monoclonais isolados, particularmente
anticorpos monoclonais humanos, que especificamente se ligam a
BMP2, BMP4, BMPR1A,BMPR1B,ACTR1, e/ou BMPR2 com alta
afinidade. Sao também proporcionadas moléculas de acido nucléico
que codificam os anticorpos da invengdo, vetores de expressao,
células hospedeiras e métodos para expressar 0s anticorpos da
invengdo. Sao também proporcionados imunoconjugados, moléculas
biespecificas e composi¢cdes farmacéuticas que compreendem os
anticorpos da invengao e, opcionalmente, um ou mais agente
terapéutico adicional. A invengao também proporciona metodos para
tratar doengas associadas com a formagdo éssea anormal e
ossificagdes mediadas por BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1,
e/ou BMPR2.
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“ANTICORPO MONOCLONAL ISOLADO OU UMA PORGCAO DE LIGAGAO AO
SEU ANTIGENO, UM FRAGMENTO DE ANTICORPO, UM ANTICORPO
MIMETICO, IMUNOCONJUGADO, COMPOSICAO, MOLECULA DE ACIDO
NUCLEICO ISOLADA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA,
METODO PARA PREPARAR UM ANTICORPO ANTI-BMP2 OU ANTI-BMP4,
METODO PARA TRATAR OU PREVENIR UMA DOENCA ASSOCIADA COM A
FORMACAO OSSEA ANORMAL E OSSIFICAGAO, HIBRIDOMA E METODO
PARA PREPARAR O ANTICORPO”.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencgdo se refere, de uma maneira genérica,

aos campos da 1imunologia e biologia molecular. Mais
especificamente, sao aqui proporcionados anticorpos e
outras proteinas terapéuticas dirigidas contra as
proteinas morfogenéticas osseas (BMPs) e seus receptores,
dcidos nucleicos que codificam estes anticorpos e
proteinas terapéuticas, métodos para preparar os
anticorpos monoclonais da invencdo e outras proteinas
terapéuticas e métodos para o tratamento de doencas, tais
como doengas Osseas e canceres mediados pela
expressdo/atividade da BMP e/ou associlados com a
expressdo/atividade anormal de um seu receptor.

TECNICA ANTECEDENTE

O esqueleto humano compreende mais de 200 0ssos
articulados. Durante a embriogénese, o esqueleto se
desenvolve a partir de mesénquima indiferenciado de
acordo com um programa dgenético que dita a formacgédo
temporal e espacial. Em individuos saudaveis, o
desenvolvimento pds-natal inclui a iniciacdo de novos
elementos do esqueleto através da regeneragdo Ossea em
locais de fratura Ossea.

Alteracdo na regulacdo normal da esqueletogénese pode
resultar na formacdo anormal de osso em tecidos moles.
Shafritz et al., N. Engl. J. Med. 335:555-561 (1996) e
Kaplan et al., J. Am. Acad. Orthop. Surg. 2:288-296
(1994). Em casos extremos, esta formag¢do Ossea anormal,
também referida como ossificagdo heterotdpica, pode levar

a conseqgiéncias clinicamente significativas ou




devastadoras, que podem comprometer, de forma draméatica,
a qualidade de vida de um paciente. As causas da
ossificagao heterotépica sao varias e podem ser
adquiridas por meio de les&do do sistema nervoso central
5 ou tecido mole; doencga vascular (por exemplo,

aterosclerose e doenca valvular cardiaca); e artropatias

(por exemplo, espondilite anquilosante, artrite
psoriatica, artropatias seronegativas e hiperostose
esquelética idiopatica difusa). Em outros casos, a

10 ossificacdo heterotdépica pode se desenvolver por uma
causa genética, tal como a fibrodisplasia ossificante
progressiva ou heteroplasia Ossea progressiva. Revista
por Kaplan et al., “Heterotopic Ossification” J. Amer.
Acad. of Orth. Surg. 12(2):116-125 (2004).

15 Espondiloartrite (SpA) se refere a um grupo de doencgas
gue, em conjunto, s&o caracterizadas por inflamagéao
espinal, dor significativa e desabilidade funcional;
estas doencas causam grande impacto na qualidade de vida
de um paciente. Braun et al., Arthritis Rheum. 41:58-67

20 (1998); Zink et al., J. Rheumatol. 27:613-622 (2000); e
Dagfinrud et al., Ann. Rheum. Dis. 63:1605-1610 (2004).
SpA inclui, por exemplo, disturbios debilitantes tais
como a espondilite anquilosante, espondiloartrite
psoriatica, espondiloartrite reativa, espondiloartrite

25 associada a doenca inflamatdéria do intestino e
espondiloartrite indiferenciada.

A espondilite anquilosante (AS) e as espondiloartropatias
relacionadas estdo entre as doencgas reuma&ticas
inflamatérias mais comuns. Nos Estados Unidos e no Norte

30 da Europa estas doeng¢as tém uma prevaléncia estimada de
aproximadamente 0,1% a 0,3% -- afetando principalmente
individuos entre os 20 e 40 anos de idade. Khan, “A
Worldwide Overview: The Epidemiology of HLA-B27 and

Associated Spondyloarthritides,” (Oxford: Oxford
35 University Press (1998)) e Saraux et al., J. Rheumatol.
26:2622-2627 (1999). Os componentes clinicos

caracteristicos da AS incluem dor inflamatdéria nas
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costas, em geral causada por sacroiliite e entesite.
Tipicamente, a AS envolve o esqueleto axial, mas também
pode afetar as Jjuntas periféricas (ombros e quadril) e
estruturas extra-articulares.

Os pacientes com espondilite anquilosante apresentam os
envolvimentos espinais mais graves devido a nova formacgao
6ssea que leva & sindesmofitose e anquilose. Deste modo,
a AS é uma das muitas doencas que apresentam ossificacédo
heterotépica. Gladman et al., Arthritis Rheum. 50:24-35
(2004) e Edmunds et al., J. Rheumatol. 18:696-698 (1991).
Crescentes evidéncias sugerem que na AS uma zona
anatdémica referida como entese, onde tenddes e ligamentos
se ligam ao osso subjacente, seja o alvo principal do
processo patoldégico. Ball, Ann. Rheum. Dis. 30:213-223
(1971) e Benjamin e McGonagle, J. Anat. 199:503-526
(2001) .

Foram descritos sistemas de modelo animal para
espondilite anquilosante e espondiloartropatias
relacionadas, a maioria dos quais tém por base a estreita
associacdo entre a AS e a expressdo do antigeno B27 (HLA-
B27) do leucédcito humano. Revisto em, Zhang et al.,
Current Rheum. Reports 4:507-512 (2002). A introdugdo do
HLA-B27 transgénico em ratos induz o desenvolvimento
esponténeo de uma perturbacdo multissistémica que envolve
a espondilite. Hammer et al., Cell 63:1099-1112 (1990).
Os camundongos transgénicos para HLA-B27 (C57BL/10)
desenvolvem artrite periférica com o progressivo
endurecimento do tornozelo ou Jjuntas tarsais, embora a
espinha ndo seja afetada. Weinreich et al., Hum. Immunol.
42:103-115 (1995). Foi também relatado que imunidade a
qualquer dos dominios Gl dos proteoglicanos agrecanos e
versicanos pode induzir em camundongos BALB/c uma
patologia semelhante a AS, que inclui a espondilite,
sacroiliite e entesite. Glant et al., Arthritis Rheum.
30:201-212 (1987) e Shi et al., Arthritis Rheum. 44:8240
(2001) . Os camundongos DBA/1 s&o um modelo espontaneo de

artrite, entesite anquilosante e formagdo &ssea anormal.
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Lories et al., J Clin. Invest. 115(6):1571-9 (2005). Os
camundongos deficientes em proteina GLA da matriz
demonstraram que exibem calcificag¢do espontanea das
artérias e cartilagem e, deste modo, sdo utilizados como
um sistema modelo para a calcificagdo wvascular. Luo et
al., Nature 386:78-81 (1997).

As proteinas morfogenéticas osseas (BMPs) sdo fatores de
crescimento multifuncionais que sdo membros da
superfamilia do fator de crescimento de transformacao
(TGFB). A sinalizagdo da BMP desempenha um papel no
desenvolvimento cardiaco, neural e de cartilagem, bem
como na formacdo éssea pds-natal. As BMPs induzem
ectopicamente uma cascata de formacdo o6ssea endocondrial
e desempenham um papel critico na morfogénese esquelética
e das juntas. Urist, Science 150:893-899 (1965); Olsen et
al., Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 16:191-220 (2000) ;
Kronenberg, Nature 423:332-336 (2003); Thomas et al.,
Nat. Genet. 12:315-317 (1996); Thomas et al., Nat. Genet.
17:58-64 (1997); Polinkowsky et al., Nat. Genet. 17:18-19
(1997); e Storm et al., Nature 368:639-643 (1994).

Foram identificados, aproximadamente, 20 membros da
familia BMP. As BMPs sinalizam através dos receptores
serina/treonina quinases, que inclui os tipos I e TII.
Trés receptores tipo I ligam ligandos BMP (receptores
tipo IA e IB BMP e receptor de activina (ActRI) tipo T.
Koenig et al., Mol. Cell. Biol. 14:5961-5974 (1994) e Ten
Dijke et al., J. Biol Chem. 269:16985-16988 (1994); e
Macias-Silva et al., J. Biol. Chem. 273:25628-25636
(1998). As BMPs s&o sintetizadas e dobradas como pré-
proteinas diméricas grandes no citoplasma e clivadas por
proteases durante a secreg¢do. Cada mondmero contém cerca
de 300 aminoacidos como pré-proteina. A regido funcional
carboxi (100-120 aminoacidos em cada mondémero) é
libertada no compartimento extracelular para 1ligar os
receptores de membrana as células alvo. Embora a
dimerizacgao das BMPs conte com varias ligagdes

dissulfureto entre as suas subunidades, a bioquimica
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precisa da dimerizagdo e clivagem permanece para ser
caracterizada. Além disso, parece haver uma série de
proteinas extracelulares gque antagonizam ou, de resto,
alteram a funcdo das BMPs; estas proteinas incluem
Glipican-3, Noguina, Cordina, Cerberus, e Folistatina.
Fainsod et al., Mech. Dev. 63:39-50 (1997); Grisaru et
al., Dev. Biol. 231:31-46 (2001); Holley et al., Cell
86:607-617 (1996); Iemura et al., Proc. Natl. Acad.
U.S.A. 95:9337-9342 (1998); Jackson et al., Development
124:4113-4120 (1997); Paine-Saunders et al., Dev. Biol.
225:179-187 (2000) ; Piccolo et al., Cell 86:589-598
(1996); Re’em-Kalma et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
92:12141-12145 (1995); Sasai et al., Nature 376:333-336
(1995); e Zimmerman et al., Cell 86:599-606 (1996). Foram
também identificados trés tipos de receptores tipo II
para BMPs (isto é, BMPRI, ActRII e ActRIIB). Yamashita et
al., J. Cell. Biol. 130:217-226 (1995); Rosenzweig et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 092:7632-7636 (1995);
Kawabata et al., J. Biol. Chem. 270:5625-5630 (1995).

Os receptores de BMP tipo I e IT sdo expressos
diferencialmente em varios tecidos, no entanto ambos sao
indispensdveis para a transdugd&o de sinal. Depois de
ligacdo ao 1ligando, os receptores de BMP tipo I e 1II
formam complexos receptores ativados
heterotetramicamente, que incluem dois pares de complexos
do tipo I e II. Moustakas e Heldi, Genes Dev. 16:67-87
(2002). Ambos os tipos de receptores sdo essenciais para
a transdugdo de sinal. Hogan, Genes Dev. 10:1580-1594
(1996); Nellen et al., Cell 78:225-237 (1994); Ruberte et
al., Cell 80:889-897 (1995); ten Dijke et al., Curr.

Opin. Cell Biol. 8:139-145 (1996) ; Weis-Garcia e
Massague, EMBO J. 15:276-289 (1996); e Wrana et al.,
Nature 370:341-347 (1994). Os receptores tipo II tém

atividade quinase constitutivamente ativa que fosforila
os receptores tipo I depois de 1ligagdo ao ligando. Os
receptores tipo I fosforilados transduzem o sinal a

proteinas alvo a jusante.
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Os receptores BMP tipo I sinalizam através das proteinas
Smad (smad 1/5), gque s&do importanttes na transmissdo do
sinal da BMP do receptor para os genes alvo no nucleo.
Mediante a libertagdo do receptor, as proteinas Smad
fosforiladas se associam com a proteina Smad4 relacionada
que atua como um parceiro compartilhado. Este complexo
transloca para dentro do ntcleo e participa na
transcricdo do gene com outros fatores de transcrigdo.

A sinalizacdo da BMP ¢é controlada em muitos niveis,
incluindo por meio de antagonistas extracelulares tais
como a noguina. Massague, Nat. Rev. Mol. Cell. Biol.
1:169-178 (2000) . Sugeriu-se que a ativacdo prematura ou
indesejada de cascatas de sinalizag¢do fundamental para o
desenvolvimento normal pode promover processos de doencga
como por exemplo espondiloartorpatias. Podem ter sido
descritos os efeitos da sinalizacdo da BMP sobre a
iniciacdo e progresso da artrite por transferéncia de
gene de noguina. Lories et al., J. Clin. Invest.
115(6):1571-1579 (2005).

Os papéis fisioldgicos das BMPs e o receptor de BMP que
sinalizam na formacédo Ossea normal, incluindo e}
desenvolvimento esquelético e de membros foram estudados
e recentemente revistos em Zhao, Genetics 35:43-56

(2003). Duriante a ossificacdo endocondrial, as células
mesenquimais se condensam e diferenciam em condrdcitos.
Os condrécitos passam por um programa de diferenciacgao
altamente organizado formando o modelo para a formacgao
6ssea. Kronenberg, Nature 423:332-336 (2003) e Olsen et
al., Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 16:191-220 (2000). As
BMPs foram identificadas por sua capacidade em promover
cartilagem ectépica e formacao Ossea. Wozney, Prog.
Growth Factor Res. 1:267-280 (1989). As afinidades
diferenciais de ligandos de BMP distintos para os trés
receptores tipo I, BMPR1A, BMPR1B e ActRl (receptor tipo
I da activina), contribuem para a diversidade de
sinalizacdo durante o curso do desenvolvimento. Estes

receptores participam da condrogénese -- cada um tendo
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uma distribuicdo de tecido e funcdo diferentes.

Os camundongos deficientes de BMP2 e BMP4 s&do inviaveis.
Embrides mutantes BMP2 homozigdéticos morrem entre o 7,5 e
10,5 dia embriénico e tém defeitos no desenvolvimento
cardiaco. Zhang e Bradley, Development 122:2977-2986
(1996) . Embrides mutantes Homozygous BMP4 homozigdticos
morrem entre o 6,5 e 9,5 dia embridnico e sdo defeituosos
na diferenciacdo mesodérmica. Winnier et al., Genes Dev.
9:2105-2116 (1995).

Yoon et al. descreveram a geracgdo de camundongos dque sao
invalidados tanto para Bmprla como Bmprlb em condrécitos.
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 102(14):5062-5067 (20095).
Estes autores demonstram que camundongos knockout
condicionais Bmprla, como os camundongos invalidados para
Bmprlb, exibem menos defeitos esqueléticos. Os
camundongos que abrigam ambas as mutagdes, no entanto,
desenvolvem uma condrodisplasia grave e generalizada.
Estes dados sugerem gque a sobreposicdo funciona para
BMPR1A e BMPR1B durante o inicio da condrogénese e que a
sinalizacdo da BMP ¢é necessaria para a proliferacao,
sobrevivéncia e diferenciacdo de condrdécitos. A mutagao
invalidada do gene BMPR1A provoca letalidade embridnica
em camundongos; OS animais morrem no 9,5 dia embridénico.
Os mutantes homozigéticos com defeitos morfoldgicos sao
detectaveis no 7,5 dia embridénico e os embrides sao
defeituosos na formacdo mesodérmica. Mishina et al.,
Genes Dev. 9:3027-3037 (1995).

Os camundongos desprovidos de BMPR1IB sdo viaveis mas
exibem defeitos no esqueleto apendicular. Em camundongos
deficientes de BMPR1B a proliferacgdo de células
precondrogénicas e a diferenciagcdo de condrdcitos na
regido falangeal s&o reduzidas. Em camundongos mutantes
adultos, a articulacdao interfalangeal proximal esta
ausente e as falanges sdo substituidas por um Gnico
elemento rudimentar, ao passo que as falanges distais néo
sdo afetadas. Os comprimentos do réadio, ulna e tibia séo

normais, mas os metacarpos e metatarsos séao reduzidos. Yi
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et al., Development 127:621-630 (2000). Sugeriu-se que a
BMPR1B possivelmente desempenhe um papel ndo redundante
na formacdo de cartilagem in vivo. Gannon et al., Hum.
Pathol. 28:339-343 (1997). Os ligandos de BMP podem
utilizar receptores de BMP tipo I para mediar a sua
sinalizacdo durante a formacgdo de cartilagem e o0sSso e que
BMPR1B e ActRI1A (Alk2) podem desempenhar papéis
sinérgicos e/ou de sobreposigdo na formagdo Ossea e de
cartilagem in vivo. Macias-Silva et al., J. Biol. Chem.
273:25628-25636 (1998).

A noguina ¢é um polipeptideo segregado que se liga e
desativa a BMP-2 e a BMP-4. Estruturas de co-cristal de
noguina em BMP mostram que a noguina inibe a sinalizagao
da BMP blogueando as interfaces moleculares dos epitopos
de ligacdo para os receptores de BMP tipo I e tipo II.
Foi estabelecido um modelo de camundongo transgénico
utilizando promotor de osteocalcina para acionar a
noguina transgénica. Estes animais desenvolveram
osteoporose conforme evidenciado por reducdes
significativas na densidade mineral &ssea, volume Osseo e
taxas de formacdo o6ssea. Devlin et al., Endocrinology
144:1972-1978 (2003) e Wu et al., J. Clin. Investig.
112:924-924 (2003). No total, estes experimentos com
antagonistas de BMP demonstram dque a regulagdo da
sinalizacdo das proteinas BMP ¢é fundamental para a
formacdo éssea in vivo.

Foram descritos sistema de modelo animal e utilizados
para a avaliagdo da capacidade da BMP2 em curar defeitos
6sseos iniciando a condrogénese e formagdo Ossea. A
capacidade osteoindutiva da BMP2 é consistente com os
efeitos de cura em osso longo mediada por este fator de
crescimento observado em ratos, coelhos, caes, ovelhas e
primatas n&o humanos. Murakami et al., J. Biomed. Mater.
Res. 62:169-174 (2002). Injecao de BMP-2 localmente sobre
a superficie da calvaria de camundongos induziu a
formacdo de osso periosteal sobre s superfiicie da

calvaria sem uma fase anterior de cartilagem. Chen et
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al., Calcif. Tissue Int. 60:283-290 (1997). Além disso, a
administracdo sistémica de BMP2 humana recombinante
aumenta a atividade da célula tronco mesengquimal e
reverte a perda o6ssea induzida por ovariectomia e
relacionada com a idade em modelos murinos sugerindo que
a BMP2 pode ser terapeuticamente eficaz no tratamento da
osteoporose. Turgeman et al., J. Cell. Biochem. 86:461-
474 (2002).

A superexpressao da BMP2 e 4 bem como BMPRIA esta
associada a malignidade do epitélio oral, ao passo Jque a
superexpressdo de BMP2 foi relatada em células de cancer
da préstata. Jin et al., Oral Oncol. 37:225-233 (2001) e
Harris et al., Prostate 24:204-211 (1994),

respectivamente. A BMP também demonstrou gque promove O

comportamento metastatico em linhas celulares de
melanoma. Rothhammer et al., Cancer Res. 65(2):448-56
(2005) .

A fibrodisplasia ossificante progressiva (FOP) é uma

doenca genética rara e incapacitante caracterizada por
ma-formacdes congénitas dos dedos grandes dos pés e pela
progressiva ossificacgéo endocondral heterotépica em
padrdes anatdémicos previsiveis. A expressdo ectdpica da
BMP4 foi observada em pacientes com FOP. Gannon et al.,
Hum. Pathol. 28:339-343 (1997) e Xu et al., Clin. Genet.
58:291-2098 (2000) . Foi recentemente demonstrado que
pacientes com FOP tém mutacgdes de ativagdo no receptor
ACVRI tipo I de BMP. Shore et al., Nat. Gen. 23 April
advance online publication (2006) . Camundongos
trasngénicos que superexpressam BMP4 sob o controle de um

promotor de enolase especifico de neurdnio (NSE) foram

também descritos como desenvolvendo um fendétipo
semelhante a FOP. Kan et al., Am. J. of Path.
165(4):1107-1115 (2004). O acasalamento destes animais

com camundongos transgénicos gque superexpressam a noguina
evita a doenca, confirmando, deste modo, o papel da BMP4
na patogénese da doenga.

SpA é outro estado patoldédgico com envolvimento de
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10

formacdo &éssea heterotdpica ou anormal. As modalidades
terapéuticas existentes para SpA, em particular a
espondilite anquilosante, sdo revistas em Zochling et
al., Curr. Opin Rheumatol. 17:418-425 (2005) e van der
Heijde et al., Ann. Rheum. Dis. 61:24-32 (2002). A
terapéutica de 1linha de base inclui a utilizacgdo de
drogas antiinflamatdérias ndo esterdides (NSAIDs) e
exercicio estruturado. Dougados et al., Arthritis Rheum.
44:180-185 (2001) ; Khan, Sem. Arthritis Rheum. 15(Suppl
1):80-84 (1985); Wasner et al., JAMA 246:2168-2172
(1981); Hidding et al., Arthritis Care Res. 6:117-125
(1993); Sweeney et al., J. Rheumatol. 29:763-766 (2002) ;
e Dagfinrud et al., “The Cochrane Database of Systematic

Reviews”, Issue 4, Art. No. : CD002822, DOI:
10.1002/14651858.CD002822.pub2 (2004). As tentativas de
tratar a espondilite anquilosante com drogas
antirreumdticas foram decepcionantes. A Sulfasalazina

melhora a artrite periférica associada a SpA, mas nao a
dor espinal. Clegg et al., Arthritis Rheum. 39:2004-2012
(1996); Clegg et al., Arthritis Rheum. 42:2325-2329
(1999); Dougados et al., Arthritis Rheum. 38:618-627
(1995); e Nissila et al., Arthritis Rheum. 31:1111-1116
(1988). De modo similar, metotrexato e leflunomida,
embora eficazes no tratamento de artrite reumatdide,
exibem uma eficacia minima contra a espondilite
anquilosante. Chen et al., “The Cochrane Database of
Systematic Reviews”, Iss. 3, Art. No.: CcD004524, DOI:
10.1002/14651858.CD004524.pub2 (2003); Haibel et al.,
Ann. Rheum Dis. 64:124-126 (2005); e Van Denderen et al.,
Ann. Rheum. Dis. 63 (Suppl 1):397 (2004).

Mais recentemente, foi tentada a utilizacédo de
bloqueadores do fator de necrose tumoral (TNF) e
desfrutou de sucesso limitado. Por exemplo, Van der

Heijde et al., Arthritis Rheum. 52:582-591 (2005)
relataram que 61% de um grupo de tratamento alcangaram
uma resposta ASAS20 depois de 24 semanas de tratamento

com infliximab. Ver, também, Braun et al., Ann. Rheum.
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anormais, incluindo aquelas causadas pela
expressao/atividade anormal das proteinas morfogenéticas
e seus receptores.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencgdo trata destas e outras necessidades
relacionadas proporcionando anticorpos e outras proteinas
terapéuticas dirigidas contra as proteinas morfogenéticas
6sseas e seus receptores, &acidos nucléicos gue codificam
estes anticorpos e proteinas terapéuticas, métodos para
preparar os anticorpos monoclonais anti-BMP e anti-BMPR e
outras proteinas terapéuticas e métodos para o tratamento
de doencas tais como doencgas 6sseas e canceres incluindo,
mas ndo limitado a fibrodisplasia ossificante progressiva
(FOP), heteroplasia o&éssea progressiva (POH), lesdo da

medula espinhal, traumatismo contuso resultante em

hematoma intramuscular, cirurgia ortopédica, artrite
psoriatica, osteoartrite, espondilite angquilosante,
antropatias seronegativas, hiperostose esquelética,
otosclerose, anquilose do estribo, canceres oOsseos,

cédncer da prbéstata e exotose, arterosclerose, doencga
cardiaca valvular, cédncer do pulmd@o, melanoma, cancer
hematopoiético, céncer renal e cancer da mama.

Deste modo, a presente invengdo proporciona anticorpos
monoclonais isolados, em particular anticorpos
monoclonais murinos, quiméricos, humanizados e totalmente
humanos que se ligam a uma ou mais proteinas
morfogenéticas &sseas e seus receptores e que exibem uma
ou mais propriedades funcionais desejiveis. Estas
propriedades incluem, por exemplo ligagdo especifica de
alta afinidade a uma proteina morfogenética éssea humana,
tal como a BMP2 e/ou BMP4 ou ligagdo especifica de alta
afinidade a um receptor da proteina morfogénica &ssea
humana como por exemplo BMPRIA, BMPR1B, ACTR1, e/ou
BMPR2. Sdo0 também proporcionados métodos para tratar uma
variedade de doencas mediadas por proteina morfogenética
6ssea utilizando os anticorpos, proteinas e composicgdes

da presente invengao.
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Os anticorpos e proteinas terapéuticas aqui revelados sao
capazes de bloquear (a) ligacgdo de ligando (isto &, BMP2
e/ou BMP4) a um receptor cognato (isto é, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2) e/ou (b) formagdo de heterodimero de
receptor e/ou (c) sinalizacao de receptor.

Em um aspecto, a invengdo pertence a um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porgcdo de ligagao ao seu
antigeno, onde o anticorpo:

(a) liga-se a uma proteina morfogenética O&ssea humana
(por exemplo, BMP2, ou BMP4) ou a um seu receptor (por
exemplo, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l ou BMPR2) com um a Kp de
1x1077 M ou menos; e/ou
(b) liga-se a células (por exemplo, humanas ou CHO), onde
a referida célula expressa uma proteina morfogenética
6ssea humana e/ou um seu receptor.

Em modalidades mais especificas, o anticorpo se liga a
uma proteina morfogenética &ssea humana ou seu receptor
com uma Kp de 5 x 10® M ou menos, tipicamente 2 x 1078 M
ou menos, mais tipicamente 1 x 107® M ou menos, ainda
mais tipicamente 6 x 10°° M ou menos, 3 x 10° M ou menos
ou 2 x 10° M ou menos.

Em uma outra modalidade, a invengdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de ligagdo a
uma proteina morfogenética déssea ou um seu receptor, onde
o anticorpo entra em competicdo cruzada para ligagao a
uma proteina morfogenética &éssea ou um receptor para a
mesma, com um anticorpo de referéncia, onde o anticorpo
de referéncia:

(a) liga-se a uma proteina morfogenética humana Ossea ou
um receptor para a mesma com uma Kp de 1x1077 M ou menos;
e/ou
(b) 1liga-se a uma célula gque expressa uma proteina
morfogenética 6ssea humana e/ou um seu receptor.

Em uma outra modalidade, a invencdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porcdo de ligagdao ao
antigeno do mesmo, onde o anticorpo entra em competicgdo

cruzada para ligagdo a BMP2 ou BMP4 com um anticorpo de
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referéncia compreendendo:

(a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo uma seqgiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 31, 32, ou 33; e

(b) uma regi&o variavel de cadeia leve compreendendo
uma seqliéncia de aminodcido selecionada do grupo gue
consiste nas SEQ ID NOs: 34, 35, ou 36.

Em varias modalidades, o anticorpo de referéncia
compreende:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo a
seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 31; e
(b) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a
seqliéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 34;
ou o anticorpo de referéncia compreende:
(a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo a
seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 32; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a
seqliéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 35.
ou o anticorpo de referéncia compreende:

(a) uma regido variavel de cadeia pesada compreendende a
seqgiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 33; e

(b) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a
segiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 36.

Em um outro aspecto, a 1invencao pertence a um
anticorpo monoclonal isolado ou uma porcgao de ligagao ao
seu antigeno compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada que é o produto ou é derivada de um gene Vy 3-33
humano, onde o anticorpo especificamente se liga a BMPZ2
ou BMP4. A invencdo também proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcdo de ligagdo ao seu
antigeno compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada que é o produto ou é derivada de um gene Vy 4-34
humano, onde o anticorpo especificamente se liga a BMP2
ou BMP4. A invencdo também proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcdo de ligagdo ao seu
antigeno compreendendo uma regido variédvel de cadeia

pesada que é o produto ou é derivada de um gene Vi 4-59
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humano, onde o anticorpo especificamente se liga a BMP2
ou BMP4. A invencdo proporcionard também um anticorpo
monoclonal, ou uma porcdo de ligagdo ao seu antigeno
compreendendo uma regido de cadeia leve que €& o produto
ou é derivada de um gene Vg A27 humano, onde o anticorpo
especificamente se liga a BMP2 ou BMP4. A invencao também
proporciona um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao
de 1ligacdo ao seu antigeno compreendendo uma regiao
varidvel de cadeia leve que é o produto ou é derivada de
um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo especificamente se
liga a BMP2 ou BMP4. A invencgdo proporciona ainda mais um
anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao de ligagdo ao
seu antigeno compreendendo uma regido variavel de cadeia
leve que é o produto ou é derivada de um gene Vg LI15
humano, onde o anticorpo especificamente se liga a BMP2
ou BMP4.
Em uma modalidade preferida, a invengdo proporciona um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porg¢ao de ligagdo ao
seu antigeno, compreendendo:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada de um gene
Vg 3—-33, 4-34, ou 4-59 humano; e

(b) uma regido variavel de cadeia leve de um gene Vg
A27, L6, ou Vg L15 humano;

em que o anticorpo especificamente se liga a BMP2 ou
BMP4.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo compreende
uma regido varidvel de cadeia pesada de um gene Vy 4-59
humano e uma regido varidvel de cadeia leve de um gene Vg
A27 humano. Em uma outra modalidade preferida, o)
anticorpo compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
de um gene Vg 4-34 humano e uma regido variavel de cadeia
leve de um gene Vg L6 humano. Em outra modalidade
preferida, o anticorpo compreende uma regido variavel de
cadeia pesada de um gene Vy 3-33 humano e e uma regido
varidvel de cadeia leve de um gene Vg L15 humano.
Em um outro aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo

monoclonal isolado, ou uma porgdao de ligagdo ao seu
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antigeno, compreendendo:

uma regido variavel de cadeia pesada que compreende as
seqiiéncias CDR1l, CDR2, e CDR3; e uma regido variavel de
cadeia leve que compreende as seqgUéncias CDR1l, CDRZ2 e
CDR3, onde:

(a) a seqgiiéncia CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreende uma seqiéncia de aminocacido selecionada do
grupo que consiste de seqliéncias de aminoacido das SEQ ID
NOs: 19, 20 e 21 e modificagdes conservadoras das mesmas;
(b) a seqiiéncia CDR3 da regido variavel de cadeia leve
compreende uma seqiéncia de aminoacido selecionada do
grupo que consiste de seqiiéncias de aminoacido das SEQ ID
NOs: 28, 29 e 30 e modificagdes conservadoras das mesmas;
e

(c) o anticorpo se liga a BMP2 ou BMP4 humana com uma Kp
de 1x1077 M ou menos.

De preferéncia, a seqgléncia CDR2 da regido variavel
de cadeia pesada compreende um aminodcido selecionado do
grupo que consiste das seqiliéncias de aminoacido das SEQ
ID NOs: 16, 17 e 18 e modificag¢des conservadoras das
mesmas; e a sequiéncia CDR2 da regido variavel de cadeia
leve compreende um aminoacido selecionado do grupo que
consiste das seqliéncias de aminodcido das SEQ ID NOs: 25,
26 e 27 e modificacdes conservadoras das mesmas. De
preferéncia, a seqiéncia CDR1 da regido variavel de
cadeia pesada compreende um aminodcido selecionado do
grupo que consiste das seqiéncias de aminoacido das SEQ
ID NOs: 13, 14 e 15, e modificagdes conservadoras das
mesmas; e a seqiéncia CDR1 da regido varidvel de cadeia
leve compreende um aminodcido selecionado do grupo qgue
consiste das sequéncias de aminodcido das SEQ ID NOs: 22,
23 e 24 e modificacgdes conservadoras das mesmas.

Uma combinacdo preferida compreende:

(a) uma regiao variavel de cadeia pesada CDR1
compreendendo a SEQ ID NO: 13;
(b) uma regido variavel de cadeia pesada CDR2
compreendendo a SEQ ID NO: 16;
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(c) uma regido variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 19;

(d) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 22;

(e) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 25; e

(f) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 28.

cadeia

leve CDR1

leve CDR2

leve CDR3

Outra combinacdo preferida compreende:

(a) uma regiao variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 14;

(b) uma regido variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 17;

(c) uma regiéo variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 20;

(d) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 23;

(e) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 26; e

(f) uma regido variavel de cadeia
a SEQ ID NO: 29.

cadeia

cadeia

cadeia

leve CDR1

leve CDR2

leve CDR3

Outra combinacdo preferida compreende:

(a) uma regiao variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 15;
(b) uma regido variavel de
compreendendo a SEQ ID NO: 18;
(c) uma regido variavel de

21;
uma regido variavel de cadeia
24;

uma regido variavel de cadeia
27; e

uma regido variavel de cadeia
30.

compreendendo a SEQ ID NO:
(d)
a SEQ ID NO:
(e)
a SEQ ID NO:
(f)
a SEQ ID NO:

Outros anticorpos preferidos da invencgéo,

cadeia

cadeia

cadeia

leve CDR1

leve CDR2

leve CDR3

de ligacdo ao antigeno compreendem:

(a)

pesada CDR3
compreendendo

compreendendo

compreendendo

pesada CDR1

pesada CDR2
pesada CDR3
compreendendo

compreendendo

compreendendo

pesada CDR1

pesada CDR2
pesada CDR3
compreendendo

compreendendo

compreendendo

ou suas porgdes

uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo
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uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do dJgrupo que
consiste das SEQ ID NOs: 31, 32 e 33; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo uma
seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo que consiste
das SEQ ID NOs: 34, 35 e 36;
em que o anticorpo especificamente se liga a BMP2 ou
BMP4.

Uma combinacdo preferida compreende:
(a) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 31; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 34.

Outra combinacdo preferida compreende:
(a) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
seqiiéncia de aminoadcido da SEQ ID NO: 32; e
(b) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a
seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 35.

Outra combinacdo preferida compreende:
(a) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 33; e
(b) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a
seqgiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 36.
Em um outro aspecto da invencdo, sdo proporcionados
anticorpos ou suas porgdes de ligagdo ao antigeno que
competem pela ligagdo a BMP2 ou BMP4 com qualquer um dos
anticorpos acima mencionados.
Os anticorpos da invencdo podem ser, por exemplo,
anticorpos de comprimento total, tipicamente de um
isétopo IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Alternativamente, os
anticorpos podem ser fragmentos de anticorpos, tais como
Fab, Fab’ ou Fab’, ou anticorpos de cadeia unica (por
exemplo, scFv).
A invengao também proporciona um imunoconjugado
compreendendo um anticorpo da invengdo ou sua porgao de
ligacdo ao antigeno, ligado a um agente terapéutico tal
como uma citotoxina ou um isdétopo radioativo. A invengao

também proporciona uma molécula biespecifica
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compreendendo um anticorpo ou sua porgdo de ligagao ao
antigeno, da invenc¢do, ligada a uma segunda unidade
funcional tendo uma especificidade de 1ligacdo diferente
do que o referido anticorpo ou sua porgao de ligagao ao
antigeno. A inveng¢do também proporciona Affibodies,
anticorpos de dominio, Nanocorpos, UniBodies, DARPins,
Anticalins, Avimers, Versabodies, e Duocalins dirigidos a
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B, ACTR1 ou BMPRZ2.

Sido também proporcionadas composigdes que compreendem um
anticorpo ou sua porgdo de ligagao ao antigeno ou
imunoconjugado ou molécula biespecifica da invengdo e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Moléculas de &acido nucléico que codificam os anticorpos
ou suas porcdes de ligagdo ao antigeno sdo também
abrangidas pela presente invengdo, assim como vetores de
expressdo compreendendo estes dcidos nucléicos, células
hospedeiras compreendendo estes vetores de expessao e
métodos para produzir anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4,
anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2
utilizando estas células hospedeiras.

Além disso, a presente invengdo proporciona um camundongo
transgénico compreendendo transgenes de cadeia pesada e
leve de imunoglobulina humana, onde o camundongo expressa
um anticorpo da inveng¢do, bem como hibridomas preparados
a partir deste camundongo, onde o hibridoma produz o
anticorpo da invencgao.

Em ainda outro aspecto, a invengdo proporciona um método
para tratar ou prevenir uma doenga caracterizada pelo
crescimento de osso e/ou células tumorais gue expressam
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1 e/ou BMPR2,
compreendendo administrar a um individuo um anticorpo
humano anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B,
anti—-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da presente invengao em uma
quantidade eficaz para tratar ou prevenir a doenca. A
doenca pode ser uma doenga Ossea e/ou pode ser um cancer.
Em ainda outro aspecto, a invencdo proporciona um método

de tratar uma doenca autoimune, compreendendo administra
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a um individuo um anticorpo humano anti-BMP2, anti-BMP4,
anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2Z da
presente inveng¢do em uma quantidade eficaz para tratar a
doenca.
Outras caracteristicas e vantagens da presente invencao
ficaréao evidentes a partir da seguinte descricédo
detalhada e exemplos que ndo devem ser interpretados como
limitativos. Os conteudos de todas as referéncias,
numeros de acesso no GenBank, patentes e pedidos de
patentes publicados citados por toda esta memdbria
descritiva sdo expressamente aqui incorporados por
citacgéao.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura la ilustra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 37) e seqgliéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 31) da
regido variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal
humano 6H4. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 13), CDR2 (SEQ ID
NO: 16) e CDR3 (SEQ ID NO: 19) estdo delineadas e as
derivacées da linha germinal V, D e J estdo indicadas.

A Figura 1b ilustra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 40) e seqgiiéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 34) da
regido variavel de cadeia leve do anticorpo monoclonal
humano 6H4. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 22), CDR2 (SEQ ID
NO: 25) e CDR3 (SEQ ID NO: 28) estdo delineadas e as
derivacdes da linha germinal V e J estdo indicadas.

A Figura 2a ilustra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 38) e seqgiiéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 32) da
regido variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal
humano 11F2. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 14), CDR2Z (SEQ
ID NO: 17) e CDR3 (SEQ ID NO: 20) estdao delineadas e as
derivacdes da linha germinal V e J estdo indicadas.

A Figura 2b ilustra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 41) e seqgiiéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 35) da
regido variavel de cadeia leve do anticorpo monoclonal
humano 11F2. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 23), CDR2 (SEQ
ID NO: 26) e CDR3 (SEQ ID NO: 29) estdo delineadas e as

derivacdes da linha germinal V e J estdo indicadas.
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A Figura 3a ilustra a seqitiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 39) e seqiiéncia de aminoacidos (SEQ ID NO: 33) da
regido variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal
humano 12E3. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 15), CDR2 (SEQ
ID NO: 18) e CDR3 (SEQ ID NO: 21) estdo delineadas e as
derivacdes da linha germinal V e J estdo indicadas.

A Figura 3b ilustra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ
ID NO: 42) e seqgiiéncia de aminodcidos (SEQ ID NO: 36) da
regido variadvel de cadeia leve do anticorpo monoclonal
humano 12E3. As regides CDR1 (SEQ ID NO: 24), CDR2Z (SEQ
ID NO: 27) e CDR3 (SEQ ID NO: 30) estao delineadas e as
derivacdes da linha germinal V e J estdo indicadas.

A Figura 4 ilustra o alinhamento da seqiéncia de
aminoacidos da regido varidvel de cadeia pesada de 6H4
(SEQ ID NO: 31) com a seqiéncia de aminoacidos Vy 4-34 da
linha germinal humana (SEQ ID NO: 51), a seqléncia de
aminocdcidos Dy 3-10 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
52), localizadas entre as regides V e J e a seqiiéncia de
aminodcidos Jy JH1 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
53).

A Figura 5 ilustra o alinhamento da seqiiéncia de
aminodcidos da regido variavel de cadeia pesada de 11F2
(SEQ ID NO: 32) com a seqUéncia de aminoacidos Vg 4-59 da
linha germinal humana (SEQ ID NO: 43), a sequéncia de
aminodcidos Dy 2-2 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
45), localizadas entre as regides V e J e a seqliéncia de
aminodcidos Jy JHS5b da linha germinal humana (SEQ ID NO:
46) .

A Figura 6 ilustra o alinhamento da seqiéncia de
aminodcidos da regido varidvel de cadeia pesada de 12E3
(SEQ ID NO: 33) com a seqiiéncia de aminoacidos Vy 3-33 da
linha germinal humana (SEQ ID NO: 44) e a seqiéncia de
aminoacidos Jy JH6b da linha germinal humana (SEQ ID NO:
47) .

A Figura 7 ilustra o alinhamento da seqiéncia de
aminoidcidos da regido varidvel de cadeia leve de 6H4 (SEQ

ID NO: 34) com a seqgiiéncia de aminoacidos Vkx L6 da linha
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germinal humana (SEQ ID NO: 54) e a seqgqliéncia de
aminodcidos Jx JK2 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
55).

A Figura 8 ilustra o alinhamento da seqiéncia de
aminodcidos da regido variavel de cadeia 1leve de 11F2
(SEQ ID NO: 35) com a seqiéncia de aminodacidos Vg A27 da
linha germinal humana (SEQ ID NO: 48) e a seqléncia de
aminocdcidos Jx JK4 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
50) .

A Figura 9 ilustra o alinhamento da seqiiéncia de
aminodcidos da regido variavel de cadeia leve de 12E3
(SEQ ID NO: 36) com a seqléncia de aminodcidos Vkx L15 da
linha germinal humana (SEQ ID NO: 49) e a seqléncia de
aminocdcidos Jx JK4 da linha germinal humana (SEQ ID NO:
50).

A Figura 10 ilustra anticorpos monoclonais anti-

BMP2/4 que bloqueiam a ligagdo de BMP4 a receptores de
BMP tipo II (Figura 10a) e tipo I (Figura 10b) por
andlise Biacore.
A Figura 11 ilustra a inibicd&o da sinalizag¢dao de BMP2: e
BMP4 por anticorpos anti-BMP2/4. Células C2Cl2 foram
incubadas com BMP2 recombinante humana (Figura 1l1lla) ou
BMP4 (Figura 11b) e VArias concentracdes de cinco
anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 neutralizantes
diferentes ou controle de IgGl de mAb. As células foram
fixadas, lisadas e testadas quanto a atividade da
fosfatase alcalina.

A Figura 12 ilustra por meio de varredura de
densitometria que a formagdo &éssea é reduzida, de forma
significativa pelos anticorpos monoclonais anti-BMP2 da
invencgdao.

BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS DE PROTEINA MORFOGENETICAS
OSSEAS

A SEQ ID NO: 1 é a seqUéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica a proteina morfogenética oOssea humana 2
(BMP2) revelada sob o N° de acesso no GenBank NM_001200.
A SEQ ID NO: 2 é a sequéncia de aminodcido da proteina
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morfogenética Ossea humana 2 (BMP2) codificada pela
seqiiéncia de nucleotideo apresentada na SEQ ID NO: 1.

A SEQ ID NO: 3 é a seqiéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica a proteina morfogenética Ossea humana 4
(BMP4) revelada sob o N° de acesso no GenBank NM_130851.
A SEQ ID NO: 4 é a seqiiéncia de aminoacido da proteina
morfogenética &éssea humana 4 (BMP4) codificada pela
seqiéncia de nucleotideo apresentada na SEQ ID NO: 3.

A SEQ ID NO: 5 é a seqiéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica o receptor da proteina morfogenética o6ssea
humana 1A (BMPR1A) revelada sob o N° de acesso no GenBank
NM 004329.

A SEQ ID NO: 6 é& a seqliéncia de aminoadcido do receptor da
proteina morfogenética bssea humana 1A (BMPR1A)
codificada pela seqiéncia de nucleotideo apresentada na
SEQ ID NO: 5.

A SEQ ID NO: 7 é a seqlUéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica o receptor da proteina morfogenética &ssea
humana 1B (BMPR1B) revelada sob o N° de acesso no GenBank
NM 001203.

A SEQ ID NO: 8 apresenta a seqiéncia de aminoacido do
receptor da proteina morfogenética o4ssea humana 1B
(BMPR1B) codificada pela seqgiéncia de nucleotideo
apresentada na SEQ ID NO: 7.

A SEQ ID NO: 9 é a seqiéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica o receptor da activina A humana tipo I
(ACTR1) revelada sob o N° de acesso no GenBank BC033867.
A SEQ ID NO: 10 é a seqiiéncia de aminoacido do receptor
da activina A humana, tipo I (ACTR1l) codificada pela
seqgiiéncia de nucleotideo apresentada na SEQ ID NO: 9.

A SEQ ID NO: 11 é a seqgiéncia de nucleotideo de um cADN
que codifica o receptor da proteina morfogenética Ossea
humana 2 (BMPR2) revelada sob o N° de acesso no GenBank
N°. NM 001204.

A SEQ ID NO: 12 é a seqiéncia de aminocacido do receptor
da proteina morfogenética 6ssea humana 2 (BMPR2)

codificada pela seqiiéncia de nucleotideo apresentada na



10

15

20

25

30

35

24

SEQ ID NO: 11.

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengdo se refere a anticorpos monoclonais
isolados, particularmente anticorpos murinos, quiméricos
humanizados e totalmente humanos que se ligam
especificamente a uma ou mais proteinas morfogenéticas
6sseas (BMP) ou um ou mais receptores da proteina
morfogenética o6ssea (BMPR) e/ou receptor da activina A
(ACTR1) com alta afinidade. Em certas modalidades, os
anticorpos da presente invengdo sao derivados de
seqiiéncias de linha germinal de cadeia pesada e leve e/ou
compreendem caracteristicas estruturais especificas tais

como regides CDR compreendendo seqiiéncias de aminoacidos

especificas. Deste modo, a invencdo proporciona
anticorpos isolados, imunoconjugados, moléculas
biespecificas, Affibodies, anticorpos de dominio,
Nanocorpos, UniBodies, DARPins, Anticalins, Avimers,
Versabodies e Duocalins, métodos para produzir as
referidas moléculas e composigdes farmacéuticas

compreendendo as referidas moléculas e um veiculo

farmacéutico. A invencdo também se refere a métodos para

utilizar os referidos anticorpos, imunoconjugados,
moléculas biespecificas, Affibodies, anticorpos de
dominio, Nanocorpos, UniBodies, DARPins, Anticalins,

Avimers, Versabodies e Duocalins, para tratar doengas com
formacdo éssea anormal e canceres.

Definicdes

A fim de que a presente invengdo possa ser entendida mais
prontamente, certos termos s&o primeiro definidos.
Definicdes adicionais sdo apresentadas por toda a
descricdo detalhada.

O termo “anticorpo” conforme aqui referido, inclui
anticorpos inteiros e qualquer fragmento de ligagdo ao
antigeno (isto ¢é, “porgdo de ligagdo ao antigeno”) ou
suas cadeias simples. Um "anticorpo" se refere a uma

glicoproteina compreendendo pelo menos duas cadeia

e

esadas—{(H) —e—duas—cadeias—teves (L) —InterIigadas por

§O)
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ligacdes dissulfureto ou uma porgdo de ligagdo ao seu
antigeno. Cada cadeia pesada é compreendida por uma
regido variavel de cadeia pesada (aqui abreviada como Vy)
e uma regido constante de cadeia pesada. A regiao
constante de <cadeia pesada ¢é compreendida por trés
dominios, Cm, Cuz e Cy3. Cada cadeia leve é compreendida
por uma regido variavel de cadeia leve (aqui abreviada
como Vi) e uma regido constante de cadeia leve. A regido
constante de cadeia leve é compreendida por um dominio,
Cy,. As regides Vy e V; podem ainda ser subdivididas em
regides de  Thipervariabilidade, chamadas de  regides
determinantes complementares (CDR) , intercaladas com
regides que sdo maias conservadas, chamadas de regides de
suporte (FR). Cada Vy e V, é composta por trés CDRs e
gquatro FRs, dispostas do amino-terminal até o carboxi-
terminal na seguinte ordem: FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3,
CDR3, FR4. As regides varidveis das cadeias pesadas e
leves contém um dominio de ligacgdo que interage com um
antigeno. As regides constantes dos anticorpos podem
mediar a ligacdo da imunoglobulina a tecidos hospedeiros
ou fatores, incluindo varias células do sistema
imunolégico (por exemplo, células efetoras) e o primeiro
componente (Clg) do sistema de complemento classico.

O termo "porgdo de ligagdo ao antigeno” de um anticorpo
(ou "porcdo do anticorpo"), conforme aqui utilizado, se
refere a um ou mais fragmentos de um anticorpo que retém
a capacidade de se ligar especificamente a um antigeno
(aqui exemplificado por BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1
e/ou BMPR2). Foi demonstrado que a fungdo de ligagdo ao
antigeno de um anticorpo pode ser realizada por
fragmentos de um anticorpos de comprimento total.
Exemplos de fragmentos de ligagdo abrangidos pelo termo

"porcdo de ligagdo ao antigeno"” de um anticorpo incluem

(1) um fragmento Fab, um fragmento monovalente
consistindo dos dominios Vi, Vg, Cr, e Cu1; (1ii) um
fragmento F(ab') ,, um fragmento bivalente compreendendo

dois fragmentos Fab ligados por uma ponte de dissulfureto
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na regido conectora (hinge); (iii) um fragmento Fab’, que
& essencialmente um Fab com parte da regido conectora
(hinge) (ver, Fundamental Immunology (Paul ed., 374 ed.
1993); (iv) um fragmento Fd consistindo dos dominios Vy e
Cy1; (v) um fragmento Fv consistindo dos dominios Vi, e Vy
de um uUnico brago de um anticorpo, (vi) um fragmento dAb
(Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste de
um dominio Vs e (vii) uma regido determinante
complementar isolada (CDR). Além disso, embora os dois
dominios da fragmento Fv, Vp e Vg, sejam codificados por
genes separados, os mesmos podem ser unidos, utilizando
métodos recombinantes, por um ligante sintético que
permite que os mesmos sejam feitos como uma cadeia
simples de proteina onde as regides Vy, e Vy se emparelham
para formar moléculas monovalentes (conhecidas como Fv de
cadeia simples (scFv); ver, por exemplo, Bird et al.
(1988) Science 242:423-426; e Huston et al. (1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883). Estes anticorpos de
cadeia simples também se destinam a ser abrangidos no
termo "porgcdo de 1ligacgd@o ao antigeno” de um anticorpo.
Estes fragmentos de anticorpos s&o obtidos utilizando
técnicas convencionais conhecidas dos especialistas na
técnica e o0s fragmentos sdo rastreados guanto a
utilidade, da mesma maneira que anticorpos intactos.

Um "anticorpo isolado", conforme aqui utilizado, pretende
se referir a um anticorpo que & substancialmente livre de
outros anticorpos tendo especificidades antigénicas
diferentes (por exemplo, um anticorpo isolado que
especificamente se liga a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1l, e/ou BMPR2 ¢ substancialmente livre de anticorpos
que especificamente ligam antigenos a ndo ser qualquer um
ou mais destas seis proteinas). Um anticorpo isolado que
especificamente se 1liga a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 pode, no entanto, ter reatividade
cruzada a outros antigenos, tais como BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou moléculas BMPR2 de outras espécies.
Além disso, um anticorpo isolado pode ser
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substancialmente livre de outros materiais celulares e/ou

guimicos.
Os termos "anticorpo monoclonal" ou "composicdo de
anticorpo monoclonal " —conforme aqui utilizados @se

referem a uma preparacdo de moléculas de anticorpo de
composicdo molecular simples. Uma composigdao de anticorpo
monoclonal apresenta uma especificidade e afinidade de
ligacdo simples e para um epitopo em particular.

O termo "anticorpo humano" ou “anticorpo de seqgliéncia
humana”, conforme aqui utilizado, pretende incluir
anticorpos que tém regides variaveis onde tanto a
estrutura como as regides CDR sao derivadas de seqgiéncias
de imunoglobulina da linha germinal humana. Além disso,
se o anticorpo contiver uma regido constante, a regido
constante também é derivada de seqliéncias de
imunoglobulina da 1linha germinal humana. Os anticorpos
humanos podem incluir modificag¢des posteriores, incluindo
modificacdes naturais ou sintéticas. Os anticorpos
humanos da invencdo podem incluir residuos de aminoacidos
ndo codificados por sequéncias de imunoglobulina da limnha
germinal humana (por exemplo, mutagdes introduzidas por
mutagénese aleatdéria ou sitio-especifica in vitro ou por
mutacdo somatica in vivo). No entanto, o termo "anticorpo
humano" conforme aqui utilizado, n&o pretende incluir
anticorpos onde as sequéncias CDR derivadas da linha
germinal de outras espécies de mamiferos, tais como
camundongo, tenham sido enxertadas nas seqiéncias da
estrutura humana.

O termo "anticorpo monoclonal humano", que pode incluir o
termo “seqiiéncia” depois de “humano”, se refere a
anticorpos que apresentam uma especificidade de 1ligacgdo
simples que tém regibdes variaveis onde tanto a estrutura
como as regides CDR sdo derivadas de seqiéncias de
imunoglobulina da linha germinal humana. Em uma
modalidade, os anticorpos monoclonais humanas sdo
produzidos por um hibridoma que inclui uma célula B

obtida de um animal ndo humano transgénico, por exemplo,
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um camundongo transgénico, tendo um genoma que compreende
um transgene de cadeia pesada humana e um transgene de
cadeia leve fundidas em uma célula imortalizada.

O termo "anticorpo humano recombinante"”", conforme aqui
utilizado, inclui todos os anticorpos humanas que sao
preparados, expressos, criados ou isolados por meios
recombinantes, tais como (a) anticorpos isolados de um
animal (por exemplo, um camundongo) gque ¢é transgénico ou
transcromossdémico para genes de imunoglobulina humana ou
um hibridoma preparados destes (descrito mais adiante),
(b) anticorpos isolados de uma célula hospedeira
transformada para expressar o anticopor humana, por
exemplo um transfectoma, (c) anticorpos isolados de uma
biblioteca de anticorpos humanos combinatérios,
recombinantes e (d) anticorpos preparados, exXpressos,
criados ou isolados por qualquer meio que envolva a uniao
(splicing) das seqliéncias do gene da imunoglobulina
humana a outras seqgiiéncias de ADN. Estes anticorpos
humanos recombinantes té&m regides variaveis onde a
estrutura e as regides CDR sdo derivadas das seqiéncias
da imunoglobulina da 1linha germinal humana. Em certas
modalidades, no entanto, estes anticorpos humanos
recombinantes podem ser submetidos a mutagénese in vitro
(ou, quando é utilizado um animal transgénico para as
seqiiéncias de Ig humana, mutagénese somatica in vivo) e,
deste modo, as seqiiéncias de aminodcidos das regides Vy e
V; dos anticopros recombinantes sao seqiéncias que,
embora derivadas e relacionadas as seqiéncias Vg e V., da
linha germinal humana, podem ndo existir naturalmente no
repertério in vivo da 1linha germinal de anticorpos
humano.

Conforme aqui utilizado, "isotipo" se refere a classe de
anticorpo (por exemplo, IgM ou IgGl) que ¢é codificado
pelos genes da regido constante de cadeia pesada.

As frases "um anticorpo que reconhece um antigeno” e "um
anticorpo especifico para um antigeno" s&do aqui usadas de

forma intercambidvel com © termo "um anticorpo dgque se
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liga especificamente a um antigeno”.

O termo “derivados de anticorpo humano” se refere a
qualquer forma modificada do anticorpo humana, por
exemplo, um conjugado do anticorpo e outra agente ou
anticorpo.

O termo “anticorpo humanizado” pretende se referir a
anticorpos onde as sequiéncias CDR derivadas da 1linha
germinal de outra espécie mamifera, tal como camundongo,
foram enxertadas nas seqgiiéncias da estrutura humana.
Modificacdes da regido da estrutura adicionais podem ser
feitas nas seqUéncias da estrutura humana.

O termo “anticorpo quimérico” pretende se referir a
anticorpos onde as seqléncias da regido variavel sé&o
derivadas de uma espécie e as seqliéncias da regido
constante sdo derivadas de outra espécie, por exemplo,
como um anticorpo onde as seqiliéncias da regiao variavel
sdo derivadas de um anticorpo de camundongo e @ as
seqiiéncias da regido constante sdo derivadas de um
anticorpo humano.

Conforme aqui wutilizado, um anticorpo que “se liga
especificamente” pretende se referir a um anticorpo que
se liga ao seu antigeno cognato com uma Kp de 1 x 1077 ou
menos, particularmente 5 X 10® M ou menos, more
particularmente 1 X 10® M ou menos, ainda mais
particularmente 6 x 10° M ou menos, mais particularmente
3 x 10° M ou menos, ainda mais particularmente 2 x 107° M
ou menos.

O termo “ndo se liga substancialmente” a uma proteina ou
célula, conforme aqui utilizado, significa gque ndo se
liga com uma alta afinidade a proteina ou células, isto
é, liga-se a proteina ou células com uma Kp de 1 x 107 M
ou mais, mais preferencialmente 1 x 10> M ou mais, mais
preferencialmente 1 X 107* M ou mais, mais
preferencialmente 1 x 10> M ou mais, ainda mais
preferencialmente 1 x 107 M ou mais.

O termo "Kizssoc" or “Ky”, conforme aqui utilizado,

pretende se referir a taxa de associagdo de uma interacdo
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especifica anticorpo-antigeno, ao passo que o termo
"Kqis" ou “Kg”, conforme aqui utilizado, pretende se
referir a taxa de dissociacdo de uma interagdo especifica
anticorpo-antigeno. 0 termo “Kp”, conforme aqui
utilizado, pretende se referir a constante de dissociagao
que é obtida da proporgdo de Kgq para K, (isto é, Ku/Ka) e
é expressa como uma concentracido molar (M). Os valores Kp
para anticorpos podem ser determinados utilizando métodos
estabelecidos na técnica. Um método preferido para
determinar o Kp de um anticorpo é por meio da utilizacgdao
de ressonadncia de plasmons de superficie, tipicamente
usando um sistema biossensor, tal como um sistema
Biacore®.

Conforme aqui utilizado, o termo “alta afinidade” por um
anticorpo IgG se refere a um anticorpo que tem uma Kp de
1077 M ou menos, mais tipicamente 10°® M ou menos, mais
tipicamente 10"° M ou menos, e ainda mais tipicamente 10~
1 M ou menos para um antigeno alvo. No entanto, a
ligacdo de “alta afinidade” pode variar para outros
isotipos de anticorpos. Por exemplo, a ligagdo de “alta
afinidade” para um isotipo IgM se refere a um anticorpo
gque tem uma Kp de 1077 M ou menos, mais tipicamente 107 M
ou menos, ainda mais tipicamente 10"° M ou menos.

Conforme aqui utilizado, o termo "individuo" inclui
gualquer animal humano ou ndo humano. O termo "animal né&o
humano” inclui todos os vertebrados, por exemplo,
mamiferos e ndo mamiferos, tais como primatas nao
humanos, ovelhas, cdes, gatos, cavalos, vacas, galinhas,
anfibios, peixes, répteis, etc.

O termo "resposta imune" se refere a acao, por exemplo,
de linfécitos, células que apresentam antigeno, células
fagociticas, granuldbcitos e macromoléculas solluveis
produzidas pelas células acima mencionadas ou o figado
(incluindo anticorpos, citocinas e complemento) que
resulta em 1lesdo, destruicdo ou eliminagcdo seletiva do
corpo humano de patdégenos invasores, células ou tecidos

infectados com patdégenos, células cancerosas ou, nos
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casos de autoimunidade ou inflamagdo patoldgica, células
ou tecidos humanos normais.

Uma “via de transducdo de sinal” se refere a relacgdo
bioquimica entre uma variedade de moléculas de transducgao
de sinal que desempenham um papel na transmissdo de um
sinal de uma porcdo de uma células para outra porgao de
uma célula. Conforme aqui utilizada, a frase "receptor da
superficie celular" inclui, por exemplo, moléculas e
complexos de moléculas capazes de receber um sinal e a
transmissdo deste sinal através da membrana plasmatica de
uma célula. Um exemplo de um "receptor da superficie
celular"” da presente invengdo s&o os receptores BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1l e BMPRZ2.

Conforme aqui utilizado, o termo “BMP2” & usado para se
referir & proteina morfogenética éssea humana 2. A
seqiiéncia de nucleotideos da BMP2 humana estd disponivel
publicamente por referéncia ao N° NM_001200 de acesso ao
GenBank e ¢é aqui revelada como a SEQ ID NO. 1. A
seqiéncia de aminodcidos correspondente de BMP2 esta aqui
apresentada como a SEQ ID NO: 2.

Conforme aqui utilizado, o termo “BMP4 & usado para se
referir & proteina morfogenética &éssea humana 4. A
seqiiéncia de nucleotideos da BMP4 humana esta disponivel
publicamente por referéncia ao N° NM_130851 de acesso ao
GenBank e ¢é aqui revelada como a SEQ ID NO. 3. A
seqiiéncia de aminoacidos correspondente de BMP4 esta aqui
apresentada como a SEQ ID NO: 4.

Conforme aqui utilizado, o termo “BMPR1A” (aka Alk3) &

usado para se referir ao receptor da proteina
morfogenética Ossea humana 1A. A seqgiéncia de
nucleotideos do BMPR1A humano esté disponivel

publicamente por referéncia ao N° NM_004329 de acesso ao
GenBank e ¢é aqui revelada como a SEQ ID NO. 5. A
seqiiéncia de aminodcidos correspondente de BMPR1A esta
aqui apresentada como a SEQ ID NO: 6.

Conforme aqui utilizado, o termo “BMPR1B” (aka Alk6) ¢é

usado para se referir ao receptor da proteina
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morfogenética Ossea humana 1B. A sequiéncia de
nucleotideos do BMPR1B humano estéa disponivel
publicamente por referéncia ao N° NM 001203 de acesso ao
GenBank e ¢é aqui revelada como a SEQ ID NO. 7. A
seqliéncia de aminodcidos correspondente de BMPR1B esté
aqui apresentada como a SEQ ID NO: 8.

Conforme aqui utilizado, o termo “ACTR1” é usado para se
referir ao receptor da activina A humana 1. A seqgiéncia
de nucleotideos da ACTR1 humana esta disponivel
publicamente por referéncia ao N° BC033867 de acesso ao
GenBank e é aqui revelada como a SEQ ID NO. 9. A
seqiiéncia de aminodcidos correspondente de ACTR1 esté
aqui apresentada como a SEQ ID NO: 10.

Conforme aqui utilizado, o termo “BMPR2” é usado para se
referir ao receptor da proteina morfogenética Ossea
humana 2. A sequiéncia de nucleotideos do BMPR2 humano
estd disponivel publicamente por referéncia ao N°
NM 001204 de acesso ao GenBank e é aqui revelada como a
SEQ ID NO. 11. A seqliéncia de aminoacidos correspondente
de BMPR2 estd& aqui apresentada como a SEQ ID NO: 12.
Varios aspectos da invengdo sdo descritos em mais
detalhes nas subsegdes a seguilr.

Anticorpos dirigidos contra BMP2, BMP4, BMPR1A,

BMPR1B, ACTR1 e BMPR2

Os anticorpos da presente invengdo sdo caracterizados por

caracteristicas ou propriedades funcionais especificas.
Por exemplo, em modalidades, os anticorpos se ligam
especificamente a uma ou mais proteinas morfogenéticas
6sseas selecionadas da BMP2 humana e BMP4 humana. Em
modalidades alternativas, os anticorpos se ligam
especificamente a um ou mais receptores da proteina
morfogenética O6ssea selecionado de BMPR1A, BMPR1B e BMPR2
e/ou um ou mais receptor tipo 1 da activina selecionado
de ACTR1l. Tipicamente, um anticorpo da invengdo se liga
com alta afinidade, por exemplo com uma Kp de 5 x 1077 M
ou menos, ainda mais tipicamente 5,5 x 107° ou menos,

ainda mais tipicamente 3x10° ou menos, ainda mais
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tipicamente 2 x 10° ou menos ou ainda mais tipicamente
1,5 x 107° ou menos.

Em uma modalidade, os anticorpos preferencialmente se
ligam a um epitopo antigénico presente em BMP2 ou BMP4,
cujo epitopo ndo esta presente em outras proteinas.
Tipicamente, os anticorpos se ligam a BMP2 ou BMP4 mas
nido se ligam a outras proteinas, ou se ligam a outras
proteinas com uma baixa afinidade, como por exemplo com
uma Kp de 1 x 10°®* M ou mais, mais preferencialmente 1 x
107> M ou mais, mais preferencialmente 1 x 10" M ou mais,
mais preferencialmente 1 x 1072 M ou mais, ainda mais
preferencialmente 1 X 107> M ou mais. Preferencialmente,
os anticorpos ndo se ligam substancialmente a proteinas
relacionadas, por exemplo, os anticorpos ndo se ligam
substancialmente, a BMP3 ou BMPS8b.

Ensaios padrdo para avaliar a capacidade de ligacgdo dos
anticorpos a uma ou mais proteinas morfogenéticas Osseas
ou seus receptores sdo conhecidos na técnica incluindo,
por exemplo, ELISAs, Western Dblots, citometria de fluxo e
RIAs. Ensaios adequados estd&o descritos em detalhes nos
Exemplos. A cinética da ligacgdo (por exemplo, afinidade
de ligacdo) dos anticorpos também pode ser avaliada por
ensaios padrdo conhecidos na técnica tal como por ELISA,
andlise de Scatchard e Biacore. Como outro exemplo, os
anticorpos da presente invengdo podem se ligar a uma
célula o6ssea, tal como um pré-condrécito e/ou um
condrdécito.

Anticorpos Monoclonais Humanos Dirigidos contra BMP2,
BMP4,

BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l e/ou BMPR2

Sera entendido que os anticorpos dirigidos a BMP2,

desejavelmente, podem ter reagdao cruzada com BMP4 e os
anticorpos dirigidos a BMP4  podem, desejavelmente, ter
reacdo cruzada com BMP2. De modo similar, os anticorpos
dirigidos contra qualquer uma de BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l e
BMPR2 ©podem, desejavelmente, ter reacdo cruzada com

qualquer uma das BMP alternativas e/ou receptores de ACV.
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Deste modo, a presente 1invencdo contempla gque as
seqgiiéncias Vg e V; podem ser “misturadas e combinadas”
com vantagem para criar outras moléculas de 1ligacgéo
antigeno-especificas no ambito da invengdo presentemente
reivindicada. A 1ligacdo especifica destes anticorpos
“misturados e combinados” podem ser testadas utilizando
os ensaios de ligacdo descritos acima e nos Exemplos (por
exemplo, FACS ou ELISAs). Tipicamente, quando as cadeias
Vg e Vi sdo misturadas e combinadas, uma sequUéncia Vy de
um emparelhamento Vy/V; em particular é substituida por
uma seqiéncia Vy estruturalmente similar. Do mesmo modo,
tipicamente, uma sequéncia V; de um emparelhamento Vy/Vy
em particular é substituida por uma seqiiéncia Vi
estruturalmente similar.

Anticorpos preferidos da invengdo foram isolados e
estruturalmente caracterizados conforme descrito nos
Exemplo 1 e 2 e incluem os anticorpos monoclonais humanos
6H4, 11F2 e 12E3. As seqléncias de aminocacidos Vy de 6H4,
11F2 e 12E3 sdo apresentadas nas SEQ ID NOs: 31, 32 e 33,
respectivamente. As seqléncias de aminoacidos V, e ©6H4,
11F2 e 12E3 sdo apresentadas nas SEQ ID NOs: 34, 35 e 36,
respectivamente.

Em um aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou sua porgdo de ligagdo ao antigeno
compreendendo:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo
uma seqiiéncia de aminoacido selecionada do grupo gue
consiste das SEQ ID NOs: 31, 32 e 33; e

(b) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
seqiéncia de aminodcido selecionada do grupo gque consiste
das SEQ ID NOs: 34, 35 e 36;

em que o anticorpo especificamente se liga a BMP2 ou
BMP4, preferencialmente a BMP2 ou BMP4 humanas.
Combinacdes preferidas de cadeia pesada e leve incluem:
(a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo a
seqliéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 31; e (b) uma

regido variavel de cadeia leve compreendendo a seqiiéncia
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de aminodcidos da SEQ ID NO: 34; ou

(b) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
seqiiéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 32; e (b) uma
regido varidvel de cadeia leve compreendendo a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 35; ou

(b) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
seqgiiéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 33; e (b) uma
regido varidvel de cadeia leve compreendendo a seqiéncia
de aminoadcidos da SEQ ID NO: 36.

Em umn outro aspecto, a invencgdo proporciona
anticorpos que compreendem a cadeia pesada e cadeia leve
CDR1ls, CDR2s e CDR3s de 6H4, 11F2 e 12E3, ou sua
combinac¢des. A seqliéncia de aminodcidos de Vy CDRls de
6H4, 11F2 e 12E3 sdo apresentadas nas SEQ ID NOs: 13, 14
e 15. A seqgléncia de aminodcidos de Vy CDR2s de 6H4, 11F2
e 12E3 s3o apresentadas nas SEQ ID NOs: 16, 17 e 18. A
seqgiiéncia de aminodcidos e Vy CDR3s de 6H4, 11F2 e 12E3
sdo apresentadas nas SEQ ID NOs: 19, 20 e 21. A seqiéncia
de aminodcidos de Vk CDRls de ©6H4, 11F2 e 12E3 sao
apresentadas nas SEQ ID NOs: 22, 23 e 24. A seqiéncia de
aminodcidos de Vx CDR2s de 6H4, 11F2 e 12E3 sdo
apresentadas nas SEQ ID NOs: 25, 26 e 27. A seqUéncia de
aminodcidos de Vg CDR3s de 6cH4, 11F2 e 12E3 sdo
apresentadas nas SEQ ID NOs: 28, 29 e 30. As regides CDR
estdo delineadas usando o sistema Kabat (Kabat, E. A., et
al. (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and
Human Services, NIH Publication N° 91-3242).

Dado que cada um dos anticorpos monoclonais aqui
proporcionados podem se ligar (1) a uma proteina
morfogenética o6ssea selecionada de BMP2 e BMP4 ou (2) a
um receptor da proteina morfogenética éssea a selecionado
de BMPR1lA, BMPR1B, BMPR2 e/ou a um receptor tipo 1 da
activina selecionado de ACTR1 e que a especificidade de
ligacdo ao antigeno é proporcionada principalmente pelas
regides CDR1, CDR2 e CDR3, as seqliiéncias Vy de CDR1, CDR2
e CDR3 e as seqiéncias Vx de CDR1l, CDR2Z2 e CDR3 podem ser
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“misturadas e combinadas” (isto ¢é, CDRs de anticorpos
diferentes podem ser misturados e combinados, embora cada
anticorpo tenha de conter uma Vy de CDR1l, CDRZ e CDR3, e
uma V, de CDR1, CDR2 e CDR3) para criar outras moléculas
de 1ligagdo antigeno-especificas da invengdo. A ligacgao
destes anticorpos “misturados e combinados” pode ser
testada utilizando os ensaios de ligagdo descritos acima
e nos Exemplos (por exemplo, FACS, ELISAs, analise
Biacore). Tipicamente, quando as seqiéncias Vy de CDR séo
misturadas e combinadas, a seqiéncia CDR1, CDR2, e/ou
CDR3 de uma seqliéncia Vy especifica é substituida por uma
seqiiéncia(s) CDR estruturalmente similar(es). Do mesmo
modo, quando as sequéncias Vy de CDR sdo misturadas e
combinadas, a seqgiiéncia CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de uma
seqiiéncia Vy em particular é tipicamente substituida por
uma seqiiéncia(s) CDR estruturalmente similar(es). Ficara
prontamente evidente para o especialista na técnica que
novas seqiiéncias Vy e V; podem ser criadas substituindo
uma ou mais seqiiéncias Vy e/ou V, da regido CDR por
seqliéncias estruturalmente similares a partir das
sequiéncias CDR aqui reveladas para os anticorpos
monoclonais da presente invengao.

Em um outro aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou sua porgdo de ligagdo ao antigeno
compreendendo:

(a) uma regido variavel de cadeia pesada CDRI1;

(b) uma regido variavel de cadeia pesada CDR2Z;

(c) uma regido variavel de cadeia pesada CDR3;

(d) uma regido variavel de cadeia leve CDR1;

(e) uma regido varidvel de cadeia leve CDR2Z; e

(f) uma regido varidvel de cadeia leve CDR3; onde cada
regido variavel de cadeia pesada CDR1l, CDR2, e/ou CDR3 e
cada regido variavel de cadeia leve CDR1l, CDR2, e/ou CDR3
compreende uma seqgiéncia de aminoacidos selecionada de
um, dois, trés, quatro, cinco ou seis receptores da
proteina morfogenética éssea que se ligam a anticorpo(s);

e onde o(s) anticropo(s) se 1liga(m) especificamente a
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BMP2 e/ou BMP4 (tipicamente BMP2 e/ou BMP4 humanas) .

Em concordéancia, em um outro aspecto, a invencdo
proporciona um anticorpomonoclonal isolado, ou sua porgao
de ligacdo ao antigeno compreendendo:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada CDRI1
compreendendo uma seqgliéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 13, 1l4,e 15;

(b) uma regido variadvel de cadeia pesada CDR2
compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo gque consiste das SEQ ID NOs: 16, 17,e 18;

(c) uma regido variavel de cadeia pesada CDR3
compreendendo uma seqiéncia de aminocacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 19, 20 e 21;

(d) uma regido variavel de cadeia leve CDR1
compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 22, 23 e 24;

(e) uma regidao variavel de cadeia leve CDR2
compreendendo uma sequiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 25, 26 e 27; e

(f) uma regido variavel de cadeia leve CDR3
compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 28, 29 e 30;

em que o anticorpo especificamente se liga a BMP2Z ou
BMP4, preferencialmente a BMP2 ou BMP4 humanas.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo compreende:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada CDRI1
compreendendo a SEQ ID NO: 13;
(b) uma regido variavel de cadeia pesada CDR2

compreendendo a SEQ ID NO: 16;

(c) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR3
compreendendo a SEQ ID NO: 19;
(d) uma regido varidvel de cadeia leve CDRI1

compreendendo a SEQ ID NO: 22;

(e) uma regido varidvel de cadeia leve CDR2
compreendendo a SEQ ID NO: 25; e

(£) uma regido variavel de cadeia leve CDR3
compreendendo a SEQ ID NO: 28.
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Em uma outra modalidade preferida, o anticorpo

compreende:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR1
compreendendo a SEQ ID NO: 14;

(b) uma regido variavel de cadeia pesada CDR2
compreendendo a SEQ ID NO: 17;

(c) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR3
compreendendo a SEQ ID NO: 20;

(d) uma regido variavel de cadeia leve CDR1
compreendendo a SEQ ID NO: 23;

(e) uma regido variavel de cadeia leve CDRZ2
compreendendo a SEQ ID NO: 26; e

(£) uma regiéo variavel de cadeia leve CDR3

compreendendo a SEQ ID NO: 29.

Em uma outra modalidade, o anticorpo compreende:

(a) uma regido variavel de cadeia pesada CDR1
compreendendo a SEQ ID NO: 15;

(b) uma regido variavel de cadeia pesada CDR2
compreendendo a SEQ ID NO: 18;

(c) uma regido variadvel de cadeia pesada CDR3
compreendendo a SEQ ID NO: 21;

(d) uma regido varidvel de cadeia leve CDR1
compreendendo a SEQ ID NO: 24;

(e) uma regido variavel de cadeia leve CDR2
compreendendo a SEQ ID NO: 27; e

(£) uma regido variéavel de cadeia leve CDR3

compreendendo a SEQ ID NO: 30.

E sabido na técnica que o dominio CDR3, independentemente
do(s) dominio(s) CDR1 e/ou CDR2, por si sé& pode
determinar a especificidade da ligagdo de um anticorpo
para um antigeno cognato e que, previsivelmente, podem
ser gerados anticorpos multiplos tendo a mesma
especificidade de ligagdo com base em uma seqiéncia CDR3
comum. Ver, por exemplo, Klimka et al., British J. of
Cancer 83(2):252-260 (2000) [que descreve a produgdo de

um anticorpo anti-CD30 humanizado utilizando apenas o

dominio variavel CDR3 de cadeia pesada de anticorpo Ki-4




10

15

20

25

30

35

39

anti-CD30 de murino]; Beiboer et al., J. Mol. Biol.
296:833-849 (2000) [que descreve anticorpos da
glicoproteina-2 epitelial recombinante (EGP-2) utilizando
apenas a seqgléncia CDR3 de cadeia pesada do anticorpo
anti-EGP-2 MOC-31ldo murino parental]; Rader et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA. 95:8910-8915 (1998) [que descreve
um painel de anticorpos ayfs: anti-integrina humanizados
utilizando um dominio CDR3 varidvel de cadeia pesada e
leve de um anticorpo oyf3 anti-integrina murino LM609 onde
cada anticorpo membro compreende um seqiiéncia distinta
fora do dominio CDR3 e capaz de ligar o mesmo epitopo que
o anticorpo do murino precursor com afinidades tao altas
ou mais altas do que o anticorpo do murino precursor];
Barbas et al., J. Am. Chem. Soc. 116:2161-2162 (1994)
[que descreve que o dominio CDR3 proporciona a
contribuicdo mais significativa a ligagdo ao antigeno];
Barbas et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 92:2529-2533
(1995) [que descreve o enxerto de seqiiéncias CDR3 de
cadeia pesada de trés Fabs (SI-1, SI-40 e SI-32) contra
ADN placental humano na cadeia pesada de um Fab toxdide
anti-tétano deste modo substituindo a cadeia pesada CD3
existente e demonstrando que o dominio CDR3 por si sé
conferiu a especificidade da ligac&o]; e Ditzel et al.,
J. Immunol. 157:739-749 (1996) [gque descreve estudos de
enxertos onde a transferéncia apenas da cadeia pesada
CDR3 de um Fab LNA3 poliespecifico precursor para uma
cadeia pesada de um Fab p313 de ligacdo a toxdide de
tétano IgG monoespecifico foi suficiente para reter a
especificidade da 1ligagdo do Fab precursor]. Cada uma
destas referéncias é aqui integralmente incorporada por
referéncia.

Em concordadncia, em certos aspectos, a presente invengdo
proporciona anticorpos monoclonais compreendendo um ou
mais dominios CDR3 de cadeia pesada e/ou leve de um
anticorpo ndo humano, como por exemplo um anticorpo de
camundongo ou rato, onde o anticorpo monoclonal & capaz

de se ligar especificamente a BMP2 e/ou BMP4 (tipicamente
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BMP2 e/ou BMP4 humanas) ou a BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2 (tipicamente BMPRI1A, BMPRI1B, ACTR1 e/ou BMPR2
humanas). Em algumas modalidades, estes anticorpos da

invencdo compreendendo um ou mais dominios CDR3 de cadeia

pesada e/ou leve de um anticorpo ndo humano (a) sao
capazes de competir para ligagao:; (b) reter as
caracteristicas funcionais; (c) ligar-se ao mesmo

epitopo; e/ou (d) ter uma afinidade de ligag¢do similar do
anticorpo ndo humano parental correspondente.

Em outros aspectos, a presente invengdo proporciona
anticorpos monoclonais compreendendo um ou mais dominios
CDR3 de cadeia pesada e/ou leve de um primeiro anticorpo
humano, tal como, por exemplo, um anticorpo humano obtido
de um animal ndo humano, onde o primeiro anticorpo humano
é capaz de se ligar especificamente & BMP2 e/ou BMP4
(tipicamente BMP2 e/ou BMP4 humanas) ou a BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 (tipicamente BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l e/ou
BMPR2 humanas) e, onde o dominio CDR3 do primeiro
anticorpo humano substitui um dominio CDR3 em um
anticorpo humano que nado tem especificidade de ligacao
para BMP2 e/ou BMP4 ou para BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2 para gerar um segundo anticorpo humano que é capaz
de se ligar especificamente a BMP2 e/ou BMP4 ou a BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2, respectivamente. Em algumas
modalidades, estes anticorpos da inven¢d@o gque compreendem
um ou mais dominios CDR3 de cadeia pesada e/ou leve do
primeiro anticorpo humano (a) sao capazes de competir
para ligagdo; (b) reter as caracteristicas funcionais;
(c) ligar-se ao mesmo epitopo; e/ou (d) ter uma afinidade
de ligacdo como o primeiro anticorpo humano parental.

Anticorpos com Seqgiiéncias de Linha Germinal Especificas

Em certas modalidades, um anticorpo da presente invencgdao
compreende uma regido variavel de cadeia pesada de um
gene de imunoglobulina de cadeia pesada de linha germinal
especifica e/ou uma regido variavel de cadeia leve de um
gene de imunoglobulina de cadeia leve de linha germinal

especifica.
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Conforme agqui utilizado, um anticorpo humano compreende
regides variaveis de cadeia pesada ou leve que é Yo
produto de” ou “derivado de” uma seqgiiéncia de 1linha
germinal especifica se as regides variaveis do anticorpo
forem obtidas de um sistema que utiliza genes de
imunoglobulina de linha germinal humana. Estes sistemas
incluem imunizar um camundongo transgénico portador de
imunoglobulina humana com o antigeno de interesse ou
rastrear uma biblioteca de genes de imunoglobulina humana
apresentados sobre a superficie de fagos com o antigeno
de interesse. Um anticorpo humano que é “o produto de” ou
“derivado de” uma seqiiéncia de imunoglobulina de 1linha
germinal humana pode ser identificado como tal por
comparacdo da sequéncia de aminoacidos do anticorpo
humano com as seqliéncias de aminoacidos das
imunoglobulinas de linha germinal humana e selecionando a
seqiéncia de imunoglobulina de linha germinal humana que
seja mais préxima em seqiéncia (isto ¢é, maior % de
identidade) a seqiiéncia do anticorpo humano.

Por exemplo, em uma modalidade preferida, a invencgao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao
de 1ligacdo ao seu antigeno, compreendendo uma regido
varidvel de cadeia pesada que é o produto ou é derivado
de um gene Vu 4-59 humano, onde o anticorpo,
especificamente, se liga a BMP2Z ou BMP4. Em uma outra
modalidade preferida, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcdo de ligagdao ao seu
antigeno, compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada que é o produto ou é derivado de um gene Vy 4-34
humano, onde o anticorpo, especificamente, se liga a BMP2
ou BMP4. Em uma outra modalidade preferida, a invengao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao
de ligacdo ao seu antigeno, compreendendo uma regido
varidvel de cadeia pesada que é o produto ou €& derivado
de um  gene Vu 3-33 humano, onde o anticorpo,
especificamente, se liga a BMP2 ou BMP4. Em uma outra

modalidade preferida, a inveng¢do proporciona um anticorpo
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monoclonal isolado ou uma porgdo de ligagdo ao seu
antigeno, compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada que € o produto ou é derivado de um gene Vy 1-69
humano, onde o anticorpo, especificamente, se liga a BMP2
ou BMP4.

Em um outro exemplo, em uma modalidade preferida, a
invencdo proporciona um anticorpo monoclonal isolado ou
uma por¢do de ligagdo ao seu antigeno, compreendendo uma
regido variavel de cadeia leve que €& o produto ou ¢é
derivado de um gene Vg A27 humano, onde o anticorpo,
especificamente, se liga a BMP2 ou BMP4. Em ainda outra
modalidade preferida, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porcgdo de ligagdo ao seu
antigeno, compreendendo uma regido variavel de cadeia
leve que é o produto ou é derivado de um gene Vg L15
humano, onde o anticorpo, especificamente, se liga a BMP2
ou BMP4. Em ainda outra modalidade preferida, a invencgdao
proporciona um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgao
de 1ligacdo ao seu antigeno, compreendendo uma regido
variavel de cadeia leve que é o produto ou é derivado de:
um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo, especificamente,
se liga a BMP2 ou BMP4.

Em uma outra modalidade preferida, a inveng¢ao proporciona
um anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de ligagédo
ao seu antigeno, onde o anticorpo:

(a) compreende uma regido variavel de cadeia pesada
que é o produto ou é derivada de um gene Vy 4-59, 4-34,
ou 3-33 humano (cujos genes codificam as seqiéncias de
aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 43, 51 e 44,
respectivamente) ;

(b) compreende uma regido variavel de cadeia leve
que é o produto ou é derivada de um gene Vg A27, L6, ou
L15 humano (cujos genes codificam as seqiéncias de
aminodcidos apresentadas nas SEQ ID NOs: 48, 54 e 49,
respectivamente); e

(c) especificamente se liga a BMP2 ou BMP4, de
preferéncia BMP2 ou BMP4 humanas.
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Um exemplo de um anticorpo que tem Vy e Vx de Vg 4-34
e Vg L6, respectivamente, & 6H4. Um exemplo de um
anticorpo que tem um Vg e Vg de Vy 4-59 e Vg A27,
respectivamente, é 11F2. Um exemplo de um anticorpo que
tem Vy e Vg de Vy 3-33 e Vg L15, respectivamente, é 12E3.
Um anticorpo humano que é “o produto de” ou “derivado de”
uma segqgiéncia de imunoglobulina de linha germinal humana
especifica pode conter diferencas de aminoacidos em
comparagdo com a seqiéncia da linha germinal, por
exemplo, devido a mutacgdes somaticas de ocorréncia
natural ou introducdo intencional de mutacdo sitio-
dirigida. No entanto, um anticorpo humano selecionado,
tipicamente, é pelo menos 90% idéntico em seqgiiéncia de
aminoacidos a uma seqliéncia de aminodcidos codificada por
um gene de imunoglobulina de 1linha germinal humana e
contém residuos de aminoacidos que identificam o
anticorpo humano como sendo humano quando comparado a
seqiiéncias de aminodcido de imunoglobulina de linha
germinal de outras espécies (por exemplo seqiéncias de
linha germinal murina). Em certos casos, um anticorpo
humano pode ser pelo menos 95% ou mesmo pelo menos 96%,
97%, 98% ou 99% idéntico em seqiiéncia de aminoacidos a
seqliéncia de aminoacidos codificada pelo gene de
imunoglobulina de linha germinal humana. Tipicamente, um
anticorpo humano derivado de um seqiiéncia de 1linha
germinal humana especifica n&o apresentara mails de 10
aminoacidos diferentes da seqgliéncia de aminoacidos
codificada pelo gene de imunoglobulina de linha germinal
humana. Em certos casos, o anticorpo humano pode
apresentar ndo mais de 5 ou mesmo nao mais de 4, 3, 2 ou
1 aminodcidos diferentes da seqiéncia de aminoéacidos
codificada pelo gene de imunoglobulina de linha germinal.

Anticorpos Homdélogos

Em ainda outra modalidade, um anticorpo da invengao
compreende regides varidveis de cadeia pesada e leve
compreendendo seqiiéncias de aminodcido que sdo homdlogas

as seqiiéncias de aminoacido dos anticorpos aqui descrito
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e onde os anticorpos retém as propriedades funcionais
desejadas das anticorpos da presente invencao.

Por exemplo, a presente invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou porcdo de ligacdo ao seu antigeno,
compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada e uma
regido variavel de cadeia leve, onde:

(a) a regido variavel de cadeia pesada compreende uma
seqiiéncia de aminoacido que é pelo menos 80% homdloga a
uma seqiiéncia de aminodcidos selecionada do grupo gque
consiste das SEQ ID NOs: 31, 32 e 33;

(b) a regido variavel de cadeia leve compreende uma
seqiiéncia de aminodcido que é pelo menos 80% homdloga a
uma seqiiéncia de aminodcidos selecionada do grupo que
consiste das SEQ ID NOs: 34, 35 e 36; e

(c) o anticorpo se liga a BMP2 ou BMP4 humanas com
uma Kp de 1x1077 M ou menos.

O anticorpo também pode se ligar a células CHO que
tém uma BMP2 ou BMP4 humana ligada a superficie da
célula. A BMP2 ou BMP4 pode ser ligada a receptores ou
entidade bivalente na superficie da células ou pode ser
expressa como proteinas de fuséao com dominios
transmembrana.

Em varias modalidades, o anticorpo pode ser, por

exemplo, um anticorpo humano, um anticorpo humanizado ou
um anticorpo quimérico.
Em outras modalidades, a seqiiéncia de aminodcidos Vy e/ou
V, pode ser 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% homdloga
a seqiiéncias apresentadas acima. Um anticorpo que tem as
regides Vy e V; tendo alta (isto é&, 80% ou mais)
homologia as regides Vy e V, das sequiéncias apresentadas
acima, pode ser obtido por mutagénese (por exemplo,
mutagénese sitio-dirigida ou mediada por PCR) de
moléculas de &acido nucléico que codificam as SEQ ID NOs:
31, 32, 33, 34, 35 e 36, seguido por teste do anticorpo
alterado codificado quanto a fungdo retida utilizando os
ensaios aqui descritos.

A presente invencdo também proporciona um anticorpo
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monoclonal isolado ou porcdo de ligagdo ao seu antigeno,
compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada e uma
regido variavel de cadeia leve, onde:

(a) a regido varidvel de cadeia pesada compreende uma
seqiiéncia de aminoadcidos que é pelo menos 80% idéntica a
seqiiéncia de aminodcidos de uma regido variavel de cadeila
pesada aqui apresentada onde a regido variavel de cadeia
pesada é de um anticorpo que especificamente se liga a um
receptor da proteina morfogenética Ossea selecionado de
BMPR1A, BMPR1B e/ou BMPR2 e/ou a um receptor tipo 1 de
activina selecionado de ACTR1;

(b) a regido varidvel de cadeia leve compreende uma
seqiéncia de aminodcidos que é pelo menos 80% idéntica a
seqiiéncia de aminoacidos de uma regido variavel de cadeia
leve aqui apresentada onde a regido variavel de cadeia
leve é de um anticorpo que especificamente se liga a um
receptor da proteina morfogenética oéssea selecionado de
BMPR1A, BMPR1B, e/ou BMPR2 e/ou a um receptor tipo 1 de
activina selecionado de ACTR1l; e

(c) o anticorpo se liga especificamente a um receptor da
proteina morfogenética oéssea selecionado de BMPRIA,
BMPR1B, e/ou BMPR2 e/ou a um receptor tipo 1 de activina
selecionado de ACTRI1.

Em outras modalidades, a seqgliéncia de aminodcidos Vy e/ou
V., pode ser 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica
a um anticorpo anti-BMPR1A, BMPR1B, e/ou BMPR2 e/ou a uma
seqgiiéncia anti-ACTR1 aqui apresentada. Um anticorpo que
tem regides Vy e V., com alta (isto €&, 80% ou mais)
identidade as regides Vg e Vi das seqliéncias aqui
apresentadas, pode ser obtido por mutagénese (por
exemplo, mutagénese sitio-dirigida ou mediada por PCR) de
moléculas de um &cido nucléico que codificam uma regiéo
Vg ou uma regido Vi de um anticorpo anti-BMPR1A, BMPRIB
e/ou BMPR2 e/ou a uma anti-ACTRI1.

Conforme aqui utilizado, a percentagem da identidade
entre as duas seqliéncias ¢é wuma fung¢do do numero de

posicdes idénticas compartilhadas pelas seqiéncias (isto
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é, % de homologia = n° de posig¢des idénticas/n° total de
posigdes x 100), levando em conta o numero de espagos
(gaps) e o comprimento de cada espago que necessita ser
introduzido para o alinhamento étimo das duas seqléncias.
A comparagao de seqliéncias e a determinacgédo da
percentagem de identidade entre duas seqiéncias pode ser
obtida utilizando um algoritmo matematico, conforme
descrito nos exemplos ndo limitativos adiante.

A percentagem de identidade entre duas seqUéncias de
aminodcidos pode ser determinada utilizando o algoritmo
de E. Meyers e W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17
(1988)), que foi incorporado no programa ALIGN (versao
2.0) usando uma tabela de residuo de peso PAM120, uma
penalidade para comprimento de espagos (gap 1lenght
penalty) de 12 e uma penalidade para espagos (gap
penalty) de 4. Além disso, a percentagem de identidade
entre duas seqiiéncias de aminoacidos pode ser determinada
utilizando o algoritmo de Needleman e Wunsch (J. Mol.
Biol. 48:444-453 (1970)) que foi incorporado no programa
GAP no pacote de software GCG (disponivel em
http://www.gcg.com), utilizando uma matriz Blossum 62 ou
uma matriz PAM250 e um gap weight de 16, 14, 12, 10, 8, 6
ou 4 e um length weight de 1, 2, 3, 4, 5 ou 6.

Adicionalmente ou alternativamente, as seqiéncias de
proteinas da presente invencéao também podem ser
utilizadas como uma "sequéncia de consulta"” (query
sequence) para realizar uma busca em bases de dados
publicas a fim de, por exemplo, identificar sequéncias
relacionadas. Estas buscas podem ser realizadas
utilizando o programa XBLAST (versdo 2.0) de Altschul, et
al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Buscas da proteina
BLAST podem ser realizadas com o programa XBLAST, escore
= 50, comprimento da palavra = 3 para obter seqiéncias de
aminodcidos hombélogas as moléculas de anticorpos da
invencgé&o. Para obter alinhamentos espacados com
finalidade de comparacdo, pode-se utilizar Gapped BLAST
conforme descrito em Altschul et al., (1997) Nucleic
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Acids Res. 25(17):3389-3402. Quando se utiliza os

programas BLAST e Gapped BLAST, pode-se utilizar os

parametros por defeito dos respectivos programas (por

exemplo, XBLAST e NBLAST) . Ver
5 http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Anticorpos com Modificag¢bdes Conservadoras

Em certas modalidades, um anticorpo da invengao
compreende uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo as seqgiéncias CDRI, CDR2 e CDR3 e uma
10 regiao variavel de cadeia leve compreendendo as
seqliéncias CDR1, CDRZ e CDR3, onde uma ou mais destas
seqiiéncias CDR compreende segiéncias de aminodcidos com
base nos anticorpos exemplificativos aqui descritos ou
modificacdes conservadoras dos mesmos e onde os
15 anticorpos retém as propriedades funcionais dos
anticorpos monoclonais da presente invengao.
Em concordancia, a invengdo proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou porcgdo de ligacdo ao seu antigeno,
compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada
20 compreendendo as seqgiiéncias CDR1, CDR2 e CDR3 e uma
regiao variavel de cadeia leve compreendendo as
seqiiéncias CDR1, CDR2 e CDR3, onde:
(a) a sequéncia CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreende uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada do
25 grupo que consiste das seqiéncias de amino&dcido SEQ ID
NOs: 19, 20 e 21, e modificacgdes conservadoras das
mesmas;
(b) a seqiiéncia CDR3 da regiao variadvel de cadeia
leve compreende uma seqiéncia de aminoacidos selecionada
30 do grupo que consiste das seqiéncias de aminoadcido SEQ ID
NOs: 28, 29 e 30, e modificagdes conservadoras das
mesmas; e
(c) o anticorpo se liga a BMP2 ou BMP4 com uma Kp de
1x107’ M ou menos.
35 O anticorpo também pode se ligar a células CHO que
tém uma BMP2 ou BMP4 ligada a superficie da célula.
Em uma modalidade preferida, a sequiéncia CDR2Z2 da

S
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regido variavel de cadeia pesada compreende uma seqgliéncia
de aminoidcidos selecionada do grupo gue consiste das
seqiiéncias de aminoacido SEQ ID NOs: 16, 17 e 18, e
modificacdes conservadoras das mesmas; e a sequéncia CDR2
5 da regido variavel de cadeia leve compreende uma
seqiiéncia de aminoacidos selecionada do grupo que
consiste das seqiéncias de aminoacido SEQ ID NOs: 25, 26
e 27, e modificagdes conservadoras das mesmas.
Em uma outra modalidade preferida, a seqliéncia CDR1l da
10 regido variavel de cadeia pesada compreende uma seqliéncia
de aminoadcidos selecionada do grupo que consiste das
seqliéncias de aminoacido SEQ ID NOs: 13, 14 e 15, e
modificacdes conservadoras das mesmas; a sequiéncia CDR1
da regido variavel de <cadeia leve compreende uma
15 seqgiiéncia de aminoacidos selecionada do grupo que
consiste das seqgiiéncias de aminoacido SEQ ID NOs: 22, 23
e 24, e modificacdes conservadoras das mesmas.
Em varias modalidades, o anticorpo pode ser, por
exemplo, anticorpos humanos, anticorpos humanizados ou
20 anticorpos quiméricos.
A presente invengdo também proporciona um anticorpo
monoclonal isolado ou porcdo de ligagdo ao seu antigeno,
compreendendo uma regido variavel de <cadeia pesada
compreendendo as seqiiéncias CDR1, CDR2Z e CDR3 e uma
25 regiao variavel de cadeia leve compreendendo as
seqiiéncias CDR1, CDR2 e CDR3, onde:
(a) a seqiiéncia CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreende uma seqiéncia de aminoacidos selecionada de um
anticorpo monoclonal anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1
30 e anti-BMPR2 aqui descrito e modificagdes conservadoras
das mesmas;
(b) a sequéncia CDR3 da regido varidvel de cadeia leve
compreende uma seqiiéncia de aminoacidos selecionada de um
anticorpo monoclonal anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTRI1
35 e anti-BMPR2 aqui descrito e modificagdes conservadoras
das mesmas; e
(c) o anticorpo especificamente se liga a BMPRI1A, BMPR1B,
e
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ACTR1, e/ou BMPR2.

Conforme aqui utilizado, o termo “‘modificacgdes
conservadoras da seqiéncia” pretende se referir a
modificacdes do aminodcido que ndo afetam ou alteram de
forma significativa as caracteristicas do anticorpo que
contém a seqiéncia de aminoacidos. Estas modificacgdes
conservadoras incluem substituicdes adigdes e delegdes de
aminoacidos. As modificacdes podem ser introduzidas em um
anticorpo da invencdo por meio de métodos convencionais
conhecidos na técnica, tais como mutagénese sitio-
dirigida e mutagénese mediada por PCR. As substituigdes
conservadoras de aminodcidos sdo aquelas onde o residuo
do aminodcido é substituido por um residuo de aminoacido
gue tem uma cadeia lateral similar. Familias de residuos
de aminocadcidos com cadeias laterais similares foram

definidas na técnica. Estas familias incluem aminoacidos

com cadeias laterais Dbasicas (por exemplo, lisina,
arginina, histidina), cadeia laterais acidas (por
exemplo, dcido aspéartico, dcido glutémico), cadeias

laterais polares ndo carregadas (por exemplo, glicina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina, triptofano), cadeias laterais ndo polares (por
exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadeias laterais beta-
ramificadas (por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e
cadeia laterais aromaticas (por exemplo, tirosina,
fenilalanina, triptofano, histidina). Deste modo, um ou
mais residuos de aminodcido nas regides CDR de um
anticorpo da invengdo podem ser substituidos por outros
residuos de aminocdcido da mesma familia de cadeia lateral
e o anticorpo alterado pode ser testado quanto a fungao
retida (isto é, a funcdo apresentada em (c)) utilizando
os ensaios funcionais aqui descritos.

Anticorpos que se Ligam ao Mesmo Epitopo que os

Anticorpos da Invencgdo

Em uma outra modalidade, a invencgao proporciona

anticorpos que se ligam ao(s) mesmo(s) epitopo(s) em
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BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1 humanas, e/ou BMPRZ
como qualquer um dos anticorpos monoclonais da presente
invencdo (isto é, anticorpos que tém a capacidade de
competicdo cruzada para ligagcdo a BMP2, BMP4, BMPR1A,
BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2 com qualquer dos anticorpos
monoclonais da invencdo). Em algumas modalidades, o
anticorpo de referéncia para estudos de competicgéao
cruzada pode ser um anticorpo monoclonal aqui descrito.
Estes anticorpos de competicgdo cruzada podem ser
identificados com base na sua capacidade de competigdo
cruzada com um anticorpo aqui descrito em ensaios
convencionais de ligacdo de BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRIB,
ACTR1, e/ou BMPRZ.

Em modalidades preferidas, o anticorpo de referéncia para
estudos de competigdo cruzada pode ser o anticorpos
monoclonal 6H4 (gque tem seqiéncias Vg e Vi conforme
apresentado nas SEQ ID NOs: 31 e 34, respectivamente), o
anticorpo monoclonal 11F2 (que tem sequéncias Vy e Vi
conforme apresentado nas SEQ ID NOs: 32 e 35,
respectivamente), o anticorpo monoclonal 12E3 (que tem
seqiiéncias Vy e Vp conforme apresentado nas SEQ ID NOs:
33 e 36, respectivamente), ou qualquer um dos anticorpos
monoclonais identificados nos Exemplos 1 e 2. Estes
anticorpos de competigdo cruzada podem ser identificados
com base na sua capacidade de competicdo cruzada com
estes anticorpos em ensaios convencionais de ligagdo de
BMP2 ou BMP4. Por exemplo, pode-se utilizar analise
BIAcore, ensaios ELISA ou citometria de fluxo para
demonstrar a competicdo cruzada com os anticorpos da
presente invencdo. A capacidade de um anticorpo de teste
de inibir a ligacdo, por exemplo, de 6H4, 11F2, ou 12E3,
a BMP2 ou BMP4 humanas demonstra que o anticorpo de teste
pode competir com 6H4, 11F2, ou 12E3 para ligagédo a BMP?2
ou BMP4 humanas e, deste modo, se liga ao mesmo epitopo
em BMP2 ou BMP4 humanas como 6H4, 11F2, ou 12E3. Em uma
modalidade preferida, o anticorpo que se liga ao mesmo
epitopo em BMP2 ou BMP4 humanas como 6H4, 11F2, ou 12E3 é
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um anticorpo monoclonal humano. Estes anticorpos
monoclonais humanos podem ser preparados e 1isolados
conforme descrito nos Exemplos.

Anticorpos Produzidos e Modificados

Um anticorpo da invengdo também pode ser preparado
utilizando um anticorpo gque tem uma ou mais das
seqgiiéncias Vy e/ou V, aqui descritas como material de
partida para produzir um anticorpo modificado, cujo
anticorpo modificado pode ter propriedades alteradas em
relacdao ao anticorpo de partida. Um anticorpo pode ser
produzido pela modificagdo de um ou mais residuos em uma
ou ambas as regides varidveis (isto é, Vg e/ou V), por
exemplo em uma ou mais regides CDR e/ou em uma ou mais
regides da estrutura. Adicionalmente ou alternativamente,
um anticorpo pode ser produzido pela modificagao dos
residuos na(s) regido(des) constante(s), por exemplo para
alterar a(s) funcao (des) efetora(s) do anticorpo.

Um tipo de produgdo de regido variavel que pode ser
realizado é o enxerto de CDR. Os anticorpos interagem com
antigenos alvo predominantemente por meio de residuos de
aminoacidos que estdo localizados nas seis regides
determinantes complementares de cadeia pesada e leve
(CDRs). Por este motivo, as seqgliéncias de aminocacido no
interior das CDRs sdo mais diversas entre anticorpos
individuais do que seqgiiéncias fora das CDRs. Devido ao
fato das seqliéncias de CDR serem responsaveis pela maior
parte das interagdes anticorpo-antigeno, é possivel
expressar anticorpos recombinantes que simulam as
propriedades de anticorpos especificos de ocorréncia
natural construindo vetores de expressdo gue incluem
seqiiéncias de CDR do anticorpo especifico de ocorréncia
natural enxertado nas seqiiéncias de estrutura de um
anticorpo diferente com propriedades diferentes (ver, por
exemplo, Riechmann, L. et al. (1998) Nature 332:323-327;
Jones, P. et al. (1986) Nature 321:522-525; Queen, C. et
al. (1989) Proc. Natl. Acad. See. EUA 86:10029-10033;
Patente U.S. N° 5,225,539 de Winter e Patentes U.S. N°
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5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 e 6,180,370 de Queen et
al.).

Em concordancia, outra modalidade da invengdo pertence a
um anticorpo monoclonal isolado ou porgdo de ligagao ao
seu antigeno, compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo seqiéncias CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos de um primeiro
anticorpo anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B,
anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 aqui apresentado e uma regido
varidvel de cadeia leve compreendendo seqliéncias CDR1,
CDR2 e CDR3 compreendendo uma sequUéncia de aminoacidos de
um segundo anticorpo anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2. Em uma
modalidade preferida, um anticorpo monoclonal isolado, ou
porcdo de ligagdo ao seu antigeno, compreendendo uma
regido variadvel de cadeia pesada compreendendo seqiéncias
CDR1, CDR2 e CDR3 compreendendo uma sequiéncia de
aminodcidos selecionada do grupo que consiste das SEQ ID
NOs: 13, 14 e 15, SEQ ID NOs: 16, 17, e 18 e SEQ ID NOs:
19, 20, e 21, respectivamente, e uma regido variavel de
cadeia leve compreendendo seqliéncias CDR1l, CDRZ2 e CDR3
compreendendo uma seqgiiéncia de aminoacidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 22, 23 e 24, SEQ ID
NOs: 25, 26 e 27 e SEQ ID NOs: 28, 29 e 30,
respectivamente. Deste modo, estes anticorpos contém
seqiéncias CDR de Vy e V, de anticorpos monoclonais 6H4,
11F2 e 12E3, no entanto podem conter seqléncias de
estrutura diferentes destes anticorpos.

Estas seqiiéncias de estrutura podem ser obtidas, por
exemplo, de bases de dados publicas de ADN ou referéncias
publicadas que incluem seqgliéncias de gene de anticorpo de
linha germinal. Por exemplo, as sequiéncias de ADN de
linha germinal para genes da regido variavel de cadeia
pesada e leve podem ser encontradas na base de dados de
seqiéncias de linha germinal humana "VBase" (disponivel
na Internet em www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase), bem como em
Kabat, E. A., et al. (1991) Sequences of Proteins of
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Immunological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication N° 91-3242;
Tomlinson, I. M., et al. (1992) "The Repertoire of Human
Germline Vy Sequences Reveals about Fifty Groups of Vg
Segments with Different Hypervariable Loops" J. Mol.
Biol. 227:776-798; e Cox, J. P. L. et al. (1994) "A
Directory of Human Germline Vy Segments Reveals a Strong
Bias in their Usage" Eur. J. Immunol. 24:827-836; os
conteudos integrais de cada wuma das quais sao aqui
expressamente incorporados por citacédo. Como outro
exemplo, as sequéncias de ADN de 1linha germinal para
genes da regido variavel de cadeia pesada e leve podem
ser encontradas na base de dados do GenBank. Por exemplo,
as seguintes seqléncias de 1linha germinal de cadeia
pesada encontradas no camundongo HCo7 HuMAb estao
disponiveis nos seguinte numeros de acesso do GenBank: 1-
69 (NG 0010109, NT 024637 e BC070333), 3-33 (NG_0010109 e
NT 024637) e 3-7 (NG _0010109 e NT 024637). Como outro
exemplo, as seguintes seqgqiéncias de 1linha germinal de
cadeia pesada encontradas no camundongo HCol2 HuMAb estao
disponiveis nos seguinte numeros de acesso do GenBank: 1-
69 (NG _0010109, NT_ 024637 e BC070333), 5-51 (NG_0010109 e
NT 024637), 4-34 (NG_0010109 e NT 024637), 3-30.3
(CAJ556644) e 3-23 (AJ406678).

As seqléncias de proteinas de anticorpos sdo comparadas a
uma base de dados compilada de seqliéncias de proteinas
utilizando um dos métodos de busca de similaridade de
sequiéncia chamado Gapped BLAST (Altschul et al. (1997)
Nucleic Acids Research 25:3389-3402), que & bem conhecido
dos especialistas na técnica. BLAST é um algoritmo
heuristico onde é provavel que um alinhamento
estatisticamente significativo entre a seqliéncia de
anticorpos e a seqiiéncia da base de dados de contenha
pares de segmentos de alto escore (do inglés High-scoring
segment pairs, HSP) de palavras alinhadas. Os pares de
segmentos cujos escores ndo podem ser melhorados por

extensdo ou corte é chamado de hit. Em resumo, as
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seqliéncias de nucleotideos de origem VBASE
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbasel/list2.php) sao
traduzidas e a regido entre e incluindo a regido de
estrutura FR1 até FR3 é fetida. As seqgiéncias da base de
dados tém um comprimento médio de 98 residuos. Sé&o
removidas as seqiéncias em duplicata gue sao
correspondéncias exatas do comprimento total da proteina.
Um BLAST busca proteinas utilizando o programa blastp com
default, parametros padrdo exceto o filtro de baixa
complexidade que é desligado e a matriz de substituigéo
de BLOSUMo62, filtros dos 5 maiores hits dando
correspondéncias de sequiéncia. As seqliéncias de
nucleotideos sdo traduzidas em todas as seis fases e a
fase sem cdédon de parada no segmento correspondente da
seqiéncia da base de dados é considerado o hit potencial.
Isto é confirmado, por sua vez, utilizando o programa
tblastx BLAST. Isto traduz a seqgiéncia de anticorpos em
todas as seis fases e compara estas tradugdes as
seqléncias de nucleotideos da VBASE traduzidos
dinamicamente em todas as seis fases.

As identidades sdo correspondéncias de aminoacidos exatas
entre a seqiiéencia de anticorpos e a base de dados de
proteinas ao longo de um comprimento total da segiéncia.
Os positivos (identidades + correspondéncias de
substituicdo) ndo sdo idénticos mas as substituig¢des de
aminodcidos guiadas pela matriz de substituigdo BLOSUMG62.
Se a seqlidncia de anticorpos corresponde a duas das
seqiiéncias da base de dados com a mesma identidade, o hit
com mais positivos seria decidido como sendo o hit da
seqliéncia correspondente.

As seqiéncias de estrutura preferidas para utilizagdo nos
anticorpos da invencgao sao aquelas que sdo
estruturalmente similares as seqiiéncias de estrutura
utilizadas por anticorpos selecionados da invengao, por
exemplo similares as seqgiéncias de estrutura Vy 4-59 (SEQ
ID NO: 43) e/ou as seqiiéncias de estrutura Vy 3-33 (SEQ
ID NO: 44) e/ou as sequéncias de estrutura Vg 4-34 (SEQ
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ID NO: 51) e/ou as seqliéncias de estrutura Vg 1-69 e/ou
as seqiéncias de estrutura Vg A27 (SEQ ID NO: 48) e/ou as
seqiliéncias de estrutura Vg L15 (SEQ ID NO: 49) e/ou as
seqiéncias de estrutura L6 Vx (SEQ ID NO: 54) utilizadas
pelos anticorpos monoclonais preferidos da invencdo. As
seqliéncias Vy CDR1, CDR2 e CDR3, e as sequUéncias Vg CDRI,
CDR2 e CDR3, podem ser enxertadas em regides de estrutura
que tém a seqiéncia idéntica aquela encontrada no gene da
imunoglobulina de linha germinal do qual a seqgléncia de
estrutura deriva ou as seqliéncias de CDR podem ser
enxertadas nas regides da estrutura que contém uma ou
mais mutacdes em comparagdo com as seqliéncias da linha
germinal. Por exemplo, constatou-se que em certos casos é
benéfico causar uma mutacdo dos residuos no interior das
regides de estrutura para manter ou aumentar a capacidade
de ligacdo do antigeno do anticorpo (ver, por exemplo,
Patentes U.S. N° 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 e
6,180,370 de Queen et al.).

Outro tipo de modificacdo da regido variavel é causar uma
mutacdo dos residuos de aminodcidos no interior das
regides Vy e/ou Vx CDR1, CDR2 e/ou CDR3 para, deste modo,
melhorar uma ou mais propriedades de 1ligagao (por
exemplo, a afinidade) do anticorpo de interesse. Pode-se
realizar a mutagénese sitio-dirigida ou a mutagénese
mediada por PCR para introduzir a(s) mutacao(des) e o
efeito sobre a ligagéao ao anticorpo ou outras
propriedades funcionais de interesse pode ser avaliado em
ensaios in vitro ou in vivo conforme aqui descrito e
proporcionado nos Exemplos. Tipicamente sdo introduzidas
modificacdes conservadoras (conforme discutido acima). As
mutagdes podem ser substituig¢des, adigdes ou delegdes de
aminodcidos, mas, tipicamente, s&o substituig¢des. Além
disso, tipicamente, ndo sdo alterados mais de um, dois,
trés, quatro ou cinco residuos no interior de uma regido
CDR.

Em concordancia, em uma outra modalidade, a presente

descricéo proporciona anticorpos monoclonais anti-
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BMP2/BMP4 isolados, ou porcdes de ligagdo ao seu
antigeno, compreendendo uma regido varidvel de cadeia
pesada compreendendo: (a) uma regido Vi CDR1
compreendendo uma seqiéncia de aminoadcidos selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 13, 14 e 15, ou uma
seqiiéncia de aminodcidos que tem uma, duas, trés, quatro
ou cinco substituicdes, delecdes ou adicodes de
aminodcidos em comparacdo com as SEQ ID NOs: 13, 14 e 15;
(b) uma regido Vy CDR2 compreendendo uma seqiéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste das SEQ ID
NOs: 16, 17 e 18, ou uma seqiéncia de aminoacidos que tem
uma, duas, trés, quatro ou cinco substituigdes, delecdes
ou adicgdes de aminodcidos em comparagdo com as dque tem
uma, duas, trés, quatro ou cinco substituic¢des, delegdes
ou adicdes de aminodcidos em comparagdo com as SEQ ID
NOs: 16, 17 e 18; (c) a Vy CDR3 regido compreendendo uma
seqiéncia de aminoé&cidos selecionada do grupo que
consiste das SEQ ID NOs: 19, 20 e 21, ou uma seqléncia de
aminodcidos que tem uma, duas, trés, gquatro ou cinco
substituicdes, delegdes ou adigdes de aminoacidos em
comparacdo com as SEQ ID NOs: 19, 20 e 21; (d) a Vg CDR1
regido compreendendo uma seqiiéncia de selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 22, 23 e 24, ou uma
seqliéncia de aminoAcidos que tem uma, duas, trés, quatro
ou cinco substituig¢des, delecdes ou adicgdes de
aminodcidos em comparagdo com as SEQ ID NOs: 22, 23 e 24;
(e) a Vg CDR2 regido compreendendo uma seqiéncia de
aminocdcidos selecionada do grupo que consiste das SEQ ID
NOs: 25, 26 e 27, ou uma seqgléncia de aminoacidos que tem
uma, duas, trés, quatro ou cinco substituigdes, delecgdes
ou adicdes de aminodcidos em comparag¢do com as SEQ ID
NOs: 25, 26 e 27; e (f) a Vg CDR3 regido compreendendo
uma seqiéncia de aminodcidos selecionada do grupo que
consiste das SEQ ID NOs: 28, 29 e 30, ou uma seqliéncia de
aminodcidos que tem uma, duas, trés, gquatro ou cinco
substituicdes, delecdes ou adigdes de aminodcidos em

comparacdo com as SEQ ID NOs: 28, 29 e 30.
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Em ainda outra modalidade, a invencdo proporciona
anticorpos monoclonais isolados ou porgdes de ligagdo ao
seu antigeno, compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada compreendendo: (a) uma regido Vy CDR1l; (b) uma
regido Vg CDR2; (c) uma regido Vy CDR3; (d) uma regido Vg
CDR1; (e) uma regido Vg CDR2; e (f) uma regido Vg CDR3;
onde cada regido Vg CDR1l, CDR2 e/ou CDR3 e cada regido Vg
CDR1, CDR2 e/ou CDR3 é de um, dois, trés, quatro, cinco
ou seis anticorpos anti-BMPR1A distintos; um, dois, trés,
quatro, cinco ou seis anticorpos anti-BMPR1B distintos;
um, dois, trés, quatro, cinco ou seis anticorpos anti-
ACTR1 distintos e/ou um, dois, trés, qguatro, cinco ou
seis anticorpos anti-BMPR2 distintos; ou uma seqiéncia de
aminodcidos que tem um, dois, trés, gquatro ou cinco
substituigdes, delecdes ou adicdes de aminodcidos
comparadas com os um, dois, trés, quatro, cinco ou seis
anticorpos anti-BMPR1A distintos; um, dois, trés, quatro,
cinco ou seis anticorpos anti-BMPR1B distintos; um, dois,
trés, quatro, cinco ou seis anticorpos anti-ACTR1
distintos; e/ou um, dois, trés, gquatro, cinco ou seis
anticorpos anti-BMPR2 distintos. »

Os anticorpos produzidos da invengéo incluem aqueles onde
foram feitas modificacgdes aos residuos da estrutura no
interior da Vg e/ou Vg, por exemplo para melhorar as
propriedades do anticorpo. Tipicamente, estas
modificacdes da estrutura s&o feitas para diminuir a
imunogenicidade do anticorpo. Por exemplo, uma abordagem
é “reverter” um ou mais residuos da estrutura a seqiliéncia
da linha germinal correspondente. Mais especificamente,
um anticorpo que foi submetido a mutag¢do somatica pode
conter residuos de estrutura que diferem da sequiéncia da
linha germinal da qual o anticorpo ¢é derivado. Estes
residuos podem ser identificados por comparagdo das
seqliéncias de estrutura do anticorpo com as seqiiéncias da
linha germinal da qual o anticorpo é derivado. Estes
anticorpos “revertidos” também pretendem ser abrangidos

pela invencgdao.
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Por exemplo, para 6H4, utilizando o sistema de numeracgdo
de Kabat, o residuo de aminodcido n°® 3 (no FR1l) de Vg &
uma histidina (SEQ ID NO: 31) ao passo que este residuo
na seqiiéncia de linha germinal Vy 4-34 correspondente é
uma glutamina (SEQ ID NO: 51). Para voltar as seqiliéncias
da regido de estrutura a suas configuracdes de linha
germinal, as muta¢des somaticas podem ser Y“revertidas”
para a seqiéncia de linha germinal, por exemplo por meio
de mutagénese sitio-dirigida ou mutagéﬁese mediada por
PCR (por exemplo, residuo n°® 3 (o residuo n°® 3 de FR1l) da
Vg de 6H4 pode ser “revertido” de histidina para
glutamina) .
Como outro exemplo, para 11F2, o residuo de aminoacido n°
27 (no FR1l) da Vg & um aspartato (SEQ ID NO: 32) ao passo
que este residuo na seqiiéncia de linha germinal Vy 4-59
correspondente é uma glicina (SEQ ID NO: 43). Para voltar
as seqliéncias da regido de estrutura a suas configuracgdes
de 1linha germinal, as mutag¢des somaticas podem ser
“revertidas” para a seqliéncia de 1linha germinal, por
exemplo por meio de mutagénese sitio-dirigida ou
mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o residuo n°® 27
(residuo n°27 de FR1l) da Vy dellF2 pode ser “revertido”
de aspartato para glicina).
Como outro exemplo, para 11F2, o residuo de aminodcido n°
30 (no FR1) da Vg € uma arginina (SEQ ID NO: 32) ao passo
que este residuo na seqiiéncia de linha germinal Vy 4-59
correspondente é uma serina (SEQ ID NO: 43). Para voltar
as seqiiéncias da regido de estrutura a suas configuracgdes
de linha germinal, as mutag¢gdes somaticas podem ser
“revertidas” para a sequéncia de 1linha germinal, por
exemplo por meio de mutagénese sitio-dirigida ou
mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o residuo n°® 30
(residuo n°30 de FR1) da Vy de 11F2 pode ser “revertido”
de arginina para serina).

Como outro exemplo, para 11F2, e} residuo de
aminoadcido n°® 54 (no CDR2) da Vg é€ uma arginina (SEQ ID

NO: 32) ao passo que este residuo na seqiiéncia de linha
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germinal Vy 4-59 correspondente é uma serina (SEQ ID NO:
43) . Para voltar as seqiiéncias da regido de estrutura a
suas configuracodes de linha germinal, as mutacdes
somaticas podem ser “revertidas” para a seqiéncia de
linha germinal, por exemplo por meio de mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o
residuo n® 54 (residuo n°® 5 de CDR2) da Vy de 11F2 pode
ser “revertido” de arginina para serina).

Como outro exemplo, para 11F2, o residuo de
aminodcido n° 58 (no CDR2) da Vg & uma histidina (SEQ ID
NO: 32) ao passo que este residuo na seqiéncia de linha
germinal Vy 4-59 correspondente é uma asparagina (SEQ ID
NO: 43). Para voltar as seqiiéncias da regido de estrutura
a suas configuracgdes de 1linha germinal, as mutagdes
somaticas podem ser “revertidas” para a seqiéncia de
linha germinal, por exemplo por meio de mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo, O
residuo n° 58 (residuo n°® 9 de CDR2) da Vy de 11F2 pode
ser “revertido” de histidina para asparagina).

Como outro exemplo, para 12E3, o) residuo de
aminodcido n°® 52A (no CDR2) da Vy é€ um aspartato (SEQ ID
NO: 33) ao passo que este residuo na sedgiéncia de linha
germinal Vy 3-33 correspondente ¢é uma tirosina (SEQ 1ID
NO: 44). Para voltar as seqiiéncias da regido de estrutura
a suas configuragdes de linha germinal, as mutacgdes
somdticas podem ser “revertidas” para a seqgiéncia de
linha germinal, por exemplo por meio de mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o
residuo n°® 52A (residuo n°® 4 de CDR2) da Vyg de 12E3 pode
ser “revertido” de aspartato para tirosina).

Como outro exemplo, for 12E3, o residuo de
aminodcido n°® 55 (no CDR2) da Vy é€ uma arginina (SEQ ID
NO: 33) ao passo que esSte residuo na seqiéncia de linha
germinal Vy 3-33 correspondente é uma serina (SEQ ID NO:
44). Para voltar as seqiiéncias da regido de estrutura a
suas configuragdes de linha germinal, as mutacdes

somaticas podem ser “revertidas” para a seqiiéncia de
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linha germinal, por exemplo por meio de mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo, ©
residuo n® 55 (residuo n°® 7 de CDR2) a Vi de 12E3 pode
ser “revertido” de arginina para serina).

Como outro exemplo, para 12E3, o residuo de
aminocacido n® 56 (no CDR2) da Vyg € uma lisina (SEQ ID NO:
33) ao passo que este residuo na seqiiéncia de 1linha
germinal Vy 3-33 correspondente é uma asparagina (SEQ ID
NO: 44). Para voltar as seqiéncias da regido de estrutura
a suas configuragdes de linha germinal, as mutacdes
somadticas podem ser “revertidas” para a seqiiéncia de
linha germinal, por exemplo por meio de mutagénese sitio-
dirigida ou mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o
residuo n® 56 (residuo n°® 8 de CDR2) da Vi de 12E3 pode
ser “revertido” de lisina para asparagina).

Como outro exemplo, para 11F2, o residuo de aminoacido n°
82 (no FR3) da Vy is a metionina (SEQ ID NO: 32) ao passo
que este residuo na sequiéncia de linha germinal Vy 4-59
correspondente é uma leucina (SEQ ID NO: 43). Para voltar
as seqléncias da regido de estrutura a suas configuracgdes
de 1linha germinal, as mutagdes somaticas podem ser
“revertidas” para a sequiéncia de linha germinal, por
exemplo por meio de mutagénese sitio-dirigida ou
mutagénese mediada por PCR (por exemplo, o residuo n° 82
(residuo n°® 17 de FR3) da Vy de 11F2 pode ser “revertido”
de metionina para leucina).

Outro tipo de modificagdo de estrutura envolve a mutacgao
de um ou mais residuos na regido de estrutura ou mesmo
uma ou mais regides CDR, para remover epitopos de células
T a fim de, deste modo, reduzir a imunogenicidade
potencial do anticorpo. Esta abordagem é também referida
como “desimunizacdo” e ¢é descrita em mais detalhes na
Publicacdo de Patente U.S. N° 20030153043 por Carr et al.
Os anticorpos produzidos da invengdo também incluem
aqueles nos quais foram feitas modificagdes nos residuos
de aminocdcidos para aumentar ou diminuir as respostas

imunogénicas através das modificagdes dos aminodcidos que
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alteram as interacdes de um epitopo de célula T sobre o
anticorpo (ver, por exemplo, as Patentes U.S. N°
6,835,550; 6,897,049 e 6,936,249).

Adicionalmente ou alternativamente as modificagdes feitas
no interior da estrutura ou regides CDR, os anticorpos da
invencdo podem ser produzidos para incluir modificacgdes
na regido Fc, tipicamente para alterar uma ou mais
propriedades funcionais do anticorpo, tal como a meia-
vida sérica, fixacdo do complemento, ligagdo ao receptor
de Fc e/ou citotoxicidade celular antigeno-dependente.
Além disso, um anticorpo da invencgéo pode ser
quimicamente modificado (por exemplo, uma ou mais
unidades quimicas podem ser ligadas ao anticorpo) ou pode
ser modificado para alterar a glicosilagdo, uma vez mais
para alterar uma ou mais propriedades funcionais do
anticorpo. Cada uma destas modalidades & descrita em mais
detalhe adiante. A numeracdo dos residuos na regido Fc é
a do indice EU de Kabat.

Em uma modalidade, a regido conectora de CH1 é modificada
de tal modo que o numero de cisteinas na regido conectora
é alterada, por exemplo, aumentada ou diminuida. Esta
abordagem é melhor descrita na Patente U.S. N° 5,677,425
por Bodmer et al. O numero de residuos de cisteina na
regido conectora de CHl1 é alterada para, por exemplo,
facilitar a montagem das cadeias leve e pesada ou para
aumentar ou diminuir a estabilidade do anticorpo.

Em outra modalidade, a regido conectora de Fc de um
anticorpo é submetida a mutagdo para diminuir a meia-vida
biolébgica do anticorpo. Mais especificamente, uma ou mais
mutacdes de aminodcidos s&o introduzidas na regido de
interface do dominio CH2-CH3 do fragmento Fc conector de
tal modo que o anticorpo tem a ligag¢do a proteina A de
Staphylococcus (SpA) prejudicada em relagdo a ligagdo a
SpA do dominio do Fc conector nativo. Esta abordagem é
descrita em mais detalhes na Patente U.S. N° 6,165,745
por Ward et al.

Em uma outra modalidade, o anticorpo ¢é modificado para
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aumentar a sua meia-vida bioldégica. Sdo possiveis varias
abordagens. Por exemplo, uma ou mais das seguintes
mutacdes podem ser introduzidas: T252L, T254S, T256F,
conforme descrito na Patente U.S. N° 6,277,375 de Ward.
Alternativamente, para aumentar a meia-vida bioldégica, o
anticorpo pode ser alterado no interior da regiao CH1 ou
CL para conter um epitopo de ligagdo ao receptor selvagem
tomado de dois loops de um dominio CH2 de uma regido Fc
de uma IgG, conforme descrito nas Patentes U.S. N°
5,869,046 e 6,121,022 por Presta et al.

Em uma outra modalidade, o anticorpo é produzido como um
UniBody conforme descrito no documento WO/2007/059782 que
é aqui incorporado integralmente por citagao.

Em ainda outras formas de realizagdes, a regido Fc &
alterada pela substituigcdo de pelo menos um residuo de
aminodcido por um residuo de aminoacido diferente para
alterar a(s) funcdo(des) efetora(s) do anticorpo. Por
exemplo, um ou mais aminodcidos selecionados dos residuos
de aminoacido 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 e 322
podem ser substituidos por um residuo de aminoacido
diferente, de tal modo que o anticorpo tem uma afinidade
alterada por um ligando efetor mas retém a capacidade de
ligacdo ao antigeno do anticorpo precursor. O ligando
efetor para o qual a afinidade é alterada pode ser, por
exemplo, um receptor de Fc ou o componente Cl do
complemento. Esta abordagem é descrita em mais detalhe
nas Patentes U.S. N° 5,624,821 e 5,648,260, ambas por
Winter et al.

Em outro exemplo, um ou mais aminodcidos selecionados dos
residuos de aminoacidos 329, 331 e 322 podem ser
substituidos por um residuo de aminoacido diferente de
tal modo que o anticorpo tem a ligagdo Clg alterada e/ou
a citotoxicidade pendente de complemento (CDC) reduzida
ou abolida. Esta abordagem é descrita em mais detalhe nas
Patentes U.S. N° 6,194,551 por Idusogie et al.

Em um outro exemplo, um ou mais residuos de aminoacidos

nas posicdes de aminocdcidos 231 e 239 sdo alterados para,
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deste modo, alterar a capacidade do anticorpo em fixar o
complemento. Esta abordagem é melhor descrita na
Publicacdo PCT WO 94/29351 por Bodmer et al.

Em ainda outro exemplo, a regido Fc ¢é modificada para
aumentar a capacidade do anticorpo em mediar a
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
e/ou para aumentar a afinidade do anticorpo por um
receptor FclO modificando um ou mais aminoacidos nas
seguintes posigdées: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255,
256, 258, 265, 267, 268, 269, 270, 272, 276, 278, 280,
283, 285, 286, 289, 290, 292, 293, 294, 295, 296, 298,
301, 303, 305, 307, 309, 312, 315, 320, 322, 324, 326,
327, 329, 330, 331, 333, 334, 335, 337, 338, 340, 360,
373, 376, 378, 382, 388, 389, 398, 414, 416, 419, 430,
434, 435, 437, 438 ou 439. Esta abordagem ¢é melhor
descrita na Publicacdo PCT WO 00/42072 por Presta. Além
disso, os sitios de ligag¢do na IgGl humana para FcOR1,
FcORII, FcORIII e FcRn foram mapeados e as variantes com
ligagdes melhoradas foram descritas (ver Shields, R.L. et
al. (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604) . Mutacdes
especificas nas posigdes 256, 290, 298, 333, 334 e 339
demonstram que melhoram a ligagdo a FcORIII. Além disso,
as seguintes combina¢gdes de mutantes demonstraram que
melhoram a ligacdo FcORIII: T256A/S298A, S298A/E333A,
S298A/K224A e S298A/E333A/K334A.

Em ainda outra modalidade, a glicosilacdo de um anticorpo
é modificada. Por exemplo, pode-se fazer um anticorpo
aglicosilado (isto é, o anticorpo ndo tem glicosilagdo).
A glicosilacdo pode ser alterada, por exemplo, para
aumentar a finidade do anticorpo pelo antigeno. Estas
modificacgdes de hidrato de carbono podem ser
acompanhadas, por exemplo, pela alteragdo de um ou mais
sitios de glicosilacdo na seqiéncia de anticorpos. Por
exemplo, podem ser feitas uma ou mais substituig¢des de
aminodcidos, as quais resultam na eliminagdo de uma ou
mais sitios de glicolisagdo da estrutura da regido

varidvel para, deste modo, eliminar a glicolisacéo
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naquele sitio. Esta aglicosilacgéao pode aumentar a
afinidade do anticorpo para o antigeno. Esta abordagem é
descrita em mais detalhe nas Patentes U.S. N° 5,714,350
6,350,861 por Co et al.

Adicionalmente ou alternativamente, pode-se fazer um
anticorpo que tem uma tipo alterado de glicosilagao, tal
como um anticorpo hipofucosilado gque tem quantidades
reduzidas de residuos fucosil ou um anticorpo que tem
estruturas GlcNac de seccionamento aumentadas.
Demonstrou-se que estes padrdes de glicosilagdo alterados
alteram a capacidade ADCC dos anticorpos. Estas
modificacdes de hidrato de carbono podem ser conseguidas,
por exemplo, expressando o anticorpo em uma célula
hospedeira com magquinaria de glicosilacdo alterada.
Células em maguinaria de glicosilacdo alterada foram
descritas na técnica e podem ser utilizadas como células
hospedeiras nas quais expressar anticorpos recombinantes
da invencdo para, deste modo, produzir anticorpos com
glicosilacdo alterada. Por exemplo, as linhas celulares
Ms704, Ms705 e Ms709 nd&o tem o gene fucosiltransferase,
FUT8 (alfa (1,6) fucosiltransferase), de tal modo que
anticorpos expressos nas linhas celulares Ms704, Ms705 e
Ms709 ndo tém fucose nos seus hidratos de carbono. As
linhas celulares Ms704, Ms705 e Ms7009 FUT8 /" foram
criadas pela ruptura dirigida do gene FUT8 em células
CHO/DG44 utilizando dois vetores de substituigdo (ver a
Publicacido de Patente U.S. N° 20040110704 por Yamane et
al. e Yamane-Ohnuki et al. (2004) Biotechnol Bioeng
87:614-22). Como outro exemplo, o documento EP 1 176 195
por Hanai et al. descreve uma linha celular com uma gene
FUT8 de funcionalidade rompida que codifica uma fucosil
transferase, de tal modo que anticorpos expressos neste
tipo de linha celular exibem hipofucosilagdo reduzindo ou
eliminando a relacionada & ligacdo alfa 1,6. Hanai et al.
também descreve linhas celulares gque tém uma Dbaixa
atividade enzimatica para adicionar fucose a N-

acetilglucosamina que se liga a regido Fc do anticorpo e
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ndo tem atividade enzimatica, por exemplo a linha celular
de mieloma de rato YB2/0 (ATCC CRL 1662). A Publicacgéo
PCT WO 03/035835 por Presta descreve uma linha celular
variante de células CHO, Lecl3, com capacidade reduzida

para ligar fucose a hidratos de carbono 1ligados a

Asn (297), também resultando em hipofucosilacgao dos
anticorpos expressos naquele célula hospedeira (ver
também Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol. Chem.
277:26733-26740) . A Publicagdo PCT WO 99/54342 por Umana
et al. Descreve linhas celulares produzidas para
expressar glicosil transferases modificadoras de
glicoproteina (por exemplo, beta(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferase III (GnTIII)) de tal modo

que anticorpos expressos nas linhas celulares produzidas
exibem estruturas GlcNac de seccionamento aumentadas que
resulta na atividade ADCC aumentada dos anticorpos (ver
também Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180).
Alternativamente, os residuos de fucose do anticorpo
podem ser clivados utilizando uma enzima de fucosidase.
Por exemplo, a fucosidase alfa-L-fucosidase remove
residuos de fucosil dos anticorpos (Tarentino, A.L. et
al. (1975) Biochem. 14:5516-23).
Desfucosilacdo também pode ser obtida pela metodologia
Potelligent™ descrita na Patente U.S. N° 6,946,292
intitulada "Cells Producing Antibody Compositions with
Increased Antibody Dependent Cytotoxic Activity" (Kyowa
Hakko Kogyo Co., Ltd, Tégquio, Japao). Por meio desta
metodologia, utiliza-se uma células hospedeira
fucosiltransferase-deficiente para a produgdo de um
anticorpo que tem um nivel aumentado de atividade de
citotoxicidade celular (ADCC) dependente do anticorpo.
Uma abordagem alternativa para gerar anticorpos
desfucosilados de acordo cm a presente invengado emprega a
metodologia descrita por Zhu et al., “Production of Human
Monoclonal Antibody in Eggs of Chimeric Chickens,” Nature
Biotech. 23:1159-1169 (2005). Por meio desta metodologia,

anticorpos monoclonais totalmente funcionais sdo
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expressos nas claras doa ovos de ovos de galinhas
quiméricas com rendimento de aproximadamente trés
miligramas por ovo [Origen Therapeutics, Burlingame, CA]J.
O anticorpos gerados desta maneira ndo tém o acido
sialico terminal e residuos de fucose e,
consequentemente, tém citotoxicidade celular dependente
do anticorpo até 100 vezes maior do que o0s anticorpos
produzidos em culturas celulares de mamiferos
convencionais (por exemplo, células de ovario de hamster
chinés). Tipicamente, os dominios variaveis do anticorpo
da invencdo sdo clonados em um sistema vetor (descrito em
Zhu et al.), que é transfectado em uma célula estaminal
embriondria de galinha e introduzido em um embrido de
pinto, produzindo, deste modo, um reator de ave
guimérica.

Outra modificacdo dos anticorpos aqui, que €& contemplada
pela invencdo é a peguilagdo. Um anticorpo pode ser
peguilado, por exemplo, para aumentar a meia-vida
bioldégica (por exemplo, sérica) do anticorpo. Para
peguilar um anticorpo o anticorpo ou seu fragmento,
tipicamente é feito reagir com polietileno glicol (PEG),
tal como um éster ou aldeido reativo ou derivado de PEG,
em condicdes onde um ou mais grupos PEG fica ligado ao
anticorpo ou fragmento do anticorpo. Tipicamente, a
peguilacido é realizada por meio de uma reacgao de acilagao
ou uma reacdo de alquilag¢do com uma molécula PEG reativa
(ou um polimero solivel em &gua reativo analogo).
Conforme aqui utilizado, o termo “polietileno glicol”
pretende abrange qualquer das formas de PEG que foram
utilizadas para derivatizar outras proteinas, tais como
mono (C1-Cl10) alcoxi- ou ariloxi-polietileno glicol ou
polietileno glicol-maleimida. Em certas modalidades, o
anticorpo a ser peguilado é um anticorpo aglicosilado.
Métodos para peguilar proteinas sdo conhecidos na técnica
e podem ser aplicados aos anticorpos da invengdo. Ver por
exemplo, os documentos EP 0 154 316 por Nishimura et al.
e EP 0 401 384 por Ishikawa et al.
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Propriedades Fisicas do Anticorpo

Os anticorpos da presente invengdo podem ser também
caracterizados pelas varias propriedades fisicas dos
anticorpos BMP2/BMP4. Varios ensaios podem ser utilizados
para detectar e/ou diferenciar classes diferentes de
anticorpos com base nestas propriedades fisicas.

Em algumas modalidades, os anticorpos da presente
invencdo podem conter um ou mais sitios de glicosilacéao
tanto na regido varidvel leve como na pesada. A presenga
de um ou mais sitios de glicosilacdo na regido variavel
pode resultar em imunogenicidade aumentada do anticorpo
ou uma alteracdo do pK do anticorpo devido a ligagao ao
antigeno alterado (Marshall et al (1972) Annu Rev Biochem
41:673-702; Gala FA e Morrison SL (2004) J Immunol
172:5489-94; Wallick et al (1988) J Exp Med 168:1099-109;
Spiro RG (2002) Glycobiology 12:43R-56R; Parekh et al
(1985) Nature 316:452-7; Mimura et al. (2000) Mol Immunol
37:697-706) . Sabe-se que a glicosilagdo ocorre em motivos
contendo uma seqiéncia N-X-S/T. A glicosilacao da regiao
variavel pode ser testada usando um ensaio Glycoblot, que
cliva o anticorpo para produzir um Fab e depois testes
para glicosilagdo utilizando um ensaio que mede oxidagao
por periodato e formacgao de base Schiff.
Alternativamente, a glicosilacdo da regido variavel pode
ser testada usando cromatografia leve Dionex (Dionex-LC)
que cliva sacarideos de um Fab em monossacarideos e
analisa o teor do sacarideo individual. Em alguns casos,
é preferido um anticorpo anti-CD19 que nao contém
glicosilagdo da regido varidvel. Isto pode ser conseguido
selecionado anticorpos que ndo contém o motivo de
glicosilagdao na regido variavel ou pela mutagao dos
residuos no motivo de glicosilacdo utilizando métodos
padrdo conhecidas na técnica.

Em uma modalidade preferida, os anticorpos da presente
invencdo ndo contém sitios de isomerizagdo de asparagina.
Uma desamidacdo ou efeito do &acido isocaspartico pode

ocorrer nas sequéncias N-G ou D-G, respectivamente. A
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desamidacdo ou efeito do &cido isocaspartico resulta na
criacdo de &cido isocaspartico que diminui a estabilidade
de um anticorpo criando uma estrutura torcida fora de um
terminal carboxi de cadeia lateral em vez da cadeia
principal. A criacdo de &cido isocaspartico pode ser
medida utilizando um ensaio iso-quant, que utiliza uma
HPLC de fase reversa para testar quando ao acido
isoaspatico.

Cada anticorpo terd um ponto isoelétrico (pI) unico, mas,
em geral, os anticorpos se enquadram na faixa de pH entre
6 e 9,5. 0 pI para um anticorpo IgGl tipicamente se
enquadram na faixa de pH de 7-9,5 e o pl para um
anticorpo IgG4 tipicamente se enquadra na faixa de pH de
6-8. Anticorpos podem ter um pI que seja fora desta
faixa. Embora os efeitos sejam em geral desconhecidos, ha
especulacdes de que anticorpos com um pI fora da faixa
normal tém algum desdobramento e instabilidade em
condic¢des in vivo. O ponto isoelétrico pode ser testado
utilizando um ensaio de focagem isoelétrica capilar que

cria um gradiente de pH e pode utilizar focagem a laser

para uma precisdo aumentada (Janini et al (2002)
Electrophoresis 23:1605-11; Ma et al. (2001)
Chromatographia 53:875-89; Hunt et al (1998) J Chromatogr
A 800:355-67). Em alguns casos, ¢ preferido ter um

anticorpo anti-CD19 que contenha um valor de pl que se
enquadra na faixa normal. Isto pode ser conseguido pela
selecdo de anticorpos com um pl na faixa normal ou por
mutacdo de residuos de superficie carregadas utilizando
métodos padrdo conhecidos na técnica.

Cada anticorpo terd uma temperatura de fusdo que é
indicativa da estabilidade térmica (Krishnamurthy R e
Manning MC (2002) Curr Pharm Biotechnol 3:361-71). Uma
estabilidade térmica mais alta indica uma maior
estabilidade do anticorpo in vivo como um todo. O ponto
de fusdo de um anticorpo pode ser medido utilizando
técnicas tais como calorimetria diferencial de varredura
(Chen et al (2003) Pharm Res 20:1952-60; Ghirlando et al
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(1999) Immunol Lett 68:47-52). Tma indica a temperatura
do desdobramento inicial do anticorpo. Tm2 indica a
temperatura do completo desdobramento do anticorpo. De um
modo geral, ¢é preferido que a Twp de um anticorpo da
presente invencédo seja superior a 60 °cC,
preferencialmente superior a 65°C, ainda mais
preferencialmente superior a 70 °C. Alternativamente, a
estabilidade térmica de uma anticorpo pode ser medida
utilizando dicroismo (Murray et al. (2002) J. Chromatogr
Sci 40:343-9).

Em uma modalidade preferida, sdo selecionados anticorpos
que se degradam rapidamente. A fragmentagdo de uma
anticorpo anti-CD19 pode ser medida utilizando
eletroforese capilar (CE) e MALDI-MS, como é entendido na
técnica (Alexander AJ e Hughes DE (1995) Anal Chem
67:3626-32).

Em uma outra modalidade preferida s&o selecionados
anticorpos gque tém efeitos minimos de agregagao. A
agregacdo pode levar ao desencadeamento de uma resposta
imune indesejada e/ou alterada ou propriedades
farmacocinéticas desfavoraveis. De um modo geral, os

anticorpos sdo aceitdveils com agregacado de 25% ou menos,

preferencialmente 20% ou menos, ainda mais
preferencialmente 15% ou menos, ainda mais
preferencialmente 10% ou menos e ainda mais
preferencialmente 5% ou menos. A agregagdo pode ser

medida por varios métodos conhecidas na técnica,
incluindo cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)
em coluna de exclusdo por tamanho (SEC) e difusdao da 1luz
para identificar monémeros, dimeros, trimeros ou
multimeros.

Métodos para Produzir Anticorpos

Conforme discutido acima, os anticorpos anti-BMP2, anti-
BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1 e/ou anti-
BMPR2 que tém as seqiiéncias Vy e Vg aqui descritas podem
ser utilizados para criar novos anticorpos anti-BMPZ,
anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1 e/ou
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anti-BMPR2 por meio da modificagdo das seqgiiéncias VH e/ou
Vg ou da(s) regido(des) constante (s) ligada(s) ao mesmo.
Deste modo, em um outro aspecto da invengao, as
caracteristicas estruturais de um anticorpo anti-BMP2,
anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1 e/ou
anti-BMPR2 da invencgao sao utilizadas para criar
anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 estruturalmente
relacionados que retém pelo menos uma propriedade
funcional da invencgéo, tal como a ligacado especifica a
BMP2, BMP4, BMPRIA, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPRZ humanas.
Por exemplo, uma ou mais regides CDR de um anticorpo
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-BMPRI1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da invengao ou suas mutacdes podem
ser combinadas de forma recombinante com regides de
estrutura conhecidas e/ou outras CDRs para criar
anticorpos adicional, produzidos de foram recombinante,
da presente invengdo, conforme discutido acima.

Outros tipos de modificagdes incluem aquelas descritas na
secdo anterior. O material de partida para o método de
producdo é uma ou mais das seqiéncias Vg e/ou Vg aqui
proporcionadas ou uma ou mais das suas regides CDR. Para
criar o anticorpo produzido, né&do & necessario de fato
preparar (isto €&, expressar uma proteina) um anticorpo
tendo uma ou mais sequiéncias Va e/ou Vk aqui
proporcionadas ou uma ou mais das suas regides CDR. Mais
precisamente, a informagao contida na(s) seguéncia(s) ¢é
utilizada como o material de partida para criar uma
seqiéncia de “segunda geragao” derivada da (s)
seqiiéncia(s) original (ais) e depois a(s) seqiéncia(s) de
“segunda geragao” é(sao) preparada(s) e expressa(s) como
uma proteina.

Em concordancia, em uma outra modalidade, a invengdo
proporciona um método para preparar um anticorpo anti-
BMP2, anti~-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTRI1,
e/ou anti-BMPR2. Em uma modalidade preferida, a invengao

proporciona um método para preparar um anticorpo anti-
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BMP2/BMP4 compreendendo:

(a) proporcionar: (i) uma seqiéncia de anticorpo de
regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma
sequéncia CDR1 selecionada do grupo que consiste das SEQ
ID NOs: 13, 14 e 15, uma seqiéncia CDR2 selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 16, 17 e 18, e/ou uma
seqiiéncia CDR3 selecionada do grupo que consiste das SEQ
ID NOs: 19, 20 e 21; e/ou (ii) uma seqiiéncia de anticorpo
de regido variavel de cadeia leve compreendendo uma
seqiiéncia CDR1 selecionada do grupo que consiste das SEQ
ID NOs: 22, 23 e 24, uma segiéncia CDR2 selecionada do
grupo que consiste das SEQ ID NOs: 25, 26 e 27, e/ou uma
seqiiéncia CDR3 selecionada do grupo que consiste das SEQ
ID NOs: 28, 29 e 30;

(b) alterar pelo menos um residuo de aminocacido na
seqiiéncia de anticorpo de regiéo varidvel de cadeia
pesada e/ou seqgiéncia de anticorpo de regido variavel de
cadeia leve para criar pelo menos uma seqgliéncia de
anticorpo alterado; e

(c) expressar a uma seqiiéncia de anticorpo alterado
como uma proteina.

Pode-se wutilizar técnicas convencionais de biologia
molecular para preparar € expressar a seqliéncia de
anticorpo alterado.

Tipicamente, o anticorpo codificado pela(s) seqiéncia(s)
de anticorpo alterado (s) €& um que retém uma, algumas ou
todas das ©propriedades funcionais de um ou mais
anticorpos aqui descritos, cujas propriedades funcionais
incluem, mas ndo sdo limitadas & ligagdo especifica a
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B, ACTR1, e/ou BMPR2.

As propriedades funcionais dos anticorpos alterados podem
ser expressas utilizando ensaios convencionais
disponiveis na técnica e/ou aqui descritos, tais como
aqueles apresentados nos Exemplos (por exemplo,
citometria de fluxo, ensaios de ligagdo).

Em certas modalidades dos métodos de produzir anticorpos

da invencdo, pode-se introduzir mutacgdes aleatoriamente
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ou seletivamente ao longo de toda ou parte de uma
seqglidncia de codificagdo de anticorpo anti-BMP2, anti-
BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-
BMPR2 e os anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 resultantes
modificados podem ser rastreados quanto a atividade de
ligagdo e/ou outras propriedades funcionais conforme aqui
descrito. Métodos mutacionais foram descritos na técnica.
Por exemplo a Publicagdo PCT WO 02/092780 por Short
descreve métodos para criar e rastrear mutagdes de
anticorpos utilizando mutagénese de saturacd&o, montagem
de ligacgao sintética ou uma combinag¢des destes.
Alternativamente, a Publicacdo PCT WO 03/074679 por Lazar
et al. descreve métodos para utilizagdo de métodos de
rastreio computacionais para otimizar as propriedades
fisioquimicas dos anticorpos.

Moléculas de Acido Nucléico que Codificam os Anticorpos

da Invencgao

Outro aspecto da invengdo pertence a moléculas de acido
nucléico que codificam os anticorpos da invengado. Os
4cidos nucléicos podem estar presentes em células
inteiras, em um 1lisato de célula ou em uma forma
parcialmente purificada ou substancialmente pura. Um
adcido nucléico é "isolado" ou "tornado substancialmente
puro" quando purificado distante de outros componentes
celulares ou outros contaminantes, por exemplos, acidos
nucléicos celulares ou proteinas, por meio de técnicas
convencionais, incluindo tratamento alcalino/SDS,
bandeamento por CsCl, cromatografia em coluna,
eletroforese em gel de agarose e outros conhecidos na
técnica. Ver, F. Ausubel, et al., ed. (1987) Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing e Wiley
Interscience, Nova Iorque. Um &cido nucléico da invengao
pode ser, por exemplo ADN ou ARN e pode ou nao conter
seqiiéncias intrénicas. Em uma modalidade preferida o
4dcido nucléico é uma molécula de cADN.

Os 4acidos nucléicos da invengdo podem ser obtidos
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utilizando técnicas convencionais de biologia molecular.
Para os anticorpos expressos por hibridomas (por exemplo
hibridomas preparados a partir de -camundongos
transgénicos portadores de genes de imunoglobulina humana
conforme descrito adiante), cADNs que codificam as
cadeias leve e pesada do anticorpo feitas pelo hibridoma
podem ser obtidos por técnicas convencionais de
amplificacdo por PCR ou clonagem de CcADN. Acidos
nucléicos que codificam anticorpos obtidos a partir de
biblioteca de gene de imunoglobulina (por exemplo,
utilizando técnicas de apresentacdo sobre a superficie de
fagos) podem ser recuperados. Moléculas de acidos
nucléicos exemplificativas da invencdo sdo aquelas que
codificam as seqiéncias VH e VL dos anticorpos
monoclonais anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 aqui apresentados.

As moléculas de &acidos nucléicos preferidas da invencgao
sdo aquelas que codificam as seqliéncias Vg e Vy dos
anticorpos monoclonais 6H4, 11F2 e 12E3. As seqliéncias de
ADN que codificam as seqiéncias Vg de 6H4, 11F2 e 12E3
estdo apresentadas SEQ ID NOs: 37, 38 e 39,
respectivamente. As sequiéncias de ADN que codificam as
seqliéncias Vi, de 6H4, 11F2 e 12E3 estdo apresentadas nas
SEQ ID NOs: 40, 41 e 42, respectivamente.

Outros &acidos nucléicos preferidos da invengao sao o0s
dcidos nucléicos que tém pelo menos 80% de identidade de
seqiiéncia, tal como pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade
de seqliéncia com uma das seqliiéncia apresentadas nas SEQ
ID NO: 37, 38, 39, 40, 41, ou 42, cujos pelo menos
codificam um anticorpo da invengdo ou uma porgdao de
ligagdo ao se antigeno.

A percentagem de identidade entre duas sequéncias de
4dcido nucléico é o numero de posicdes na seqléncia onde o
nucleotideo é idéntico, levando em consideragdo o numero
de espacos e o comprimento de cada espago, que necessitam

ser introduzidos para o alinhamento 6timo das duas
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seqiiéncias. A comparagdo de seqgliéncias e a determinacgao
da percentagem de identidade entre duas seqiéncias pode
ser conseguida utilizando um algoritmo matematico, tal
como o algoritmo de Meyers e Miller ou o programa XBLAST
de Altschul acima descrito.

Além disso, os &acidos nucléicos preferidos da invengdo
compreendem uma ou mais porgdes de codificagédo de CDR das
seqiéncias de &cido nucléico apresentadas nas SEQ ID NO:
37, 38, 39, 40, 41 e 42. Nesta modalidade, o acido
nucléico pode codificar a sequéncia CDR1, CDR2 e/ou CDR3
de cadeia pesada de 6H4, 11F2 e 12E3 ou a seqiéncia CDR1,
CDR2 e/ou CDR3 de 6H4, 11F2 e 12E3 de cadeia leve.

Os A&acidos nucléicos que tém pelo menos 80%, tal
como pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de seqléncia,
tal como um porcdo de codificagdo de CDR das SEQ ID NO:
37, 38, 39, 40, 41, ou 42 s&o também acidos nucléicos
preferidos da invengdo. Estes &cidos nucléicos podem
diferir das porcdes correspondentes das SEQ ID NO: 37,
38, 39, 40, 41, ou 42 em uma regido de codificagdao ndo-
CDR e/ou em uma regido de codificacdo de CDR. Onde a
diferenca é em uma regido de codificacdo de CDR a regiao
CDR do &cido nucléico codificada pelo &cido nucléico
tipicamente compreende uma ou mais modificacdes de
seqliéncia conservadora conforme aqui definido em
comparacdo com a seqiiéncia CDR correspondente de 6H4,
11F2 e 12E3.

Uma vez obtidos os segmentos Vy e Vi, de codificacgdo dos
fragmentos de ADN, estes fragmentos de ADN podem ser
adicionalmente manipulados por meio de técnicas
convencionais de ADN recombinante, por exemplo, para
converter os genes da regido variavel em genes de cadeia
de anticorpos de comprimento total, em genes de fragmento
Fab em um gene scFv. Nestas manipulagdes um fragmento de
ADN que codifica Vy- ou Vyg— ¢é operativamente ligado a
outro fragmento de ADN que codifica outra proteina, tal

como uma regido constante do anticorpo ou um ligante
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flexivel. O termo ‘"operativamente ligado", conforme
utilizado neste contexto, pretende significar que os dois
fragmentos de ADN sdo unidos de tal modo que as
seqiéncias de aminoacidos codificadas pelo dois
fragmentos de ADN permanecem in-frame.

O ADN isolado gque codifica a regido Vy pode ser
convertido em um gene de cadeia pesada de comprimento
total ligando operativamente o ADN que codifica a Vy a
outra molécula de ADN que codifica regides constantes de
cadeia pesada (CH1, CH2 e CH3). As sequiéncias de genes
humanos de regido constante de <cadeia pesada séo
conhecidas na técnica (ver, por exemplo, Kabat, E. A., et
al. Sequences of Proteins of Immunological Interest,
(Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication N° 91-3242, 1991) e os
fragmentos de ADN que abrangem estas regides podem ser
obtidos por meio de amplificagdo por PCR convencional. A
regido constante de cadeia pesada pode ser uma regido
constante de IgGl, IgG2, IgG3, 1IgG4, TIgA, IgE, IgM ou
IgD, mas, mais tipicamente, é uma regiao constante de uma
IgGl ou IgG4. Para um gene de cadeia pesada de fragmento
Fab, o operativamente o ADN que codifica a Vg pode ser
operativamente ligado a outra molécula de ADN que
codifica apenas a regido constante CHl de cadeia pesada.
O ADN isolado que codifica a regiao V., pode ser
convertido em um gene de cadeia leve de comprimento total
(bem como um gene de cadeia leve Fab) ligando
operativamente o ADN que codifica a V, a outra molécula
de ADN que codifica a regido constante de cadeia leve,
C.. As seqgliéncias de genes humanos da regido constante de
cadeia leve sao conhecidas na técnica (ver, por exemplo,
Kabat, E. A., et al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, (Fifth Edition, U.S. Department
of Health and Human Services, NIH Publication N° 91-3242,
1991) e os fragmentos de ADN que abrangem estas regides
podem ser obtidos por meio de amplificagdao por PCR

convencional. A regido constante de cadeia leve pode ser
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uma regiao constante kappa ou lambda, mas, mais
tipicamente, é uma regido constante kappa.

Para criar um gene scFv, os fragmentos de ADN que
codificam Vg e Vy sdo ligados operativamente a outro
fragmento que codifica um ligante flexivel, por exemplo,
codificando a seqiéncia de aminoacidos (Glys -Ser)s, de
tal modo que as sequiéncias Vy e Vi, possam ser expressas
como uma proteina de cadeia simples contigua, com as
regides Vy e Vy unidas pelo ligante flexivel (ver, por
exemplo, Bird et al. Science 242:423-426 (1988); Huston
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); e
McCafferty et al., Nature 348:552-554 (1990)).

Producdo dos Anticorpos Monoclonais da Invengao

Os anticorpos monoclonais (mAbs) da presente invencgao
podem ser produzidos por uma variedade de técnicas,
incluindo metodologia de anticorpo monoclonal
convencional, por exemplo a técnica de hibridagéo
somatica padrdo de Kohler e Milstein Nature 256:495
(1975). Embora os procedimentos de hibridagdo de células
somatica seja preferido, em principio, outras técnicas
para produzir anticorpo monoclonal podem ser utilizadas,
por exemplo, transformacdo viral ou oncogénica de
linfdécitos B.

O sistema animal preferido para preparar hibridomas é o
sistema murino. A produc¢do de hibridoma em um camundongo
é um procedimento bem estabelecido. Os protocolos e
técnicas de imunizacdo para o isolamento de esplendcitos
imunizados para fusdo sdo conhecidos na técnica. Os
parceiros de fusdo (por exemplo, células de mieloma
murino) e os procedimentos de fusao também sao
conhecidos.

Os anticorpos quiméricos ou humanizados da presente
invencdo podem ser preparados com base na seqléncia de um
anticorpo monoclonal murino preparado conforme descrito
acima. O ADN que codifica as imunoglobulinas de cadeia
pesada e leve podem ser obtidos do hibridoma murino de

interesse e produzidos para conter sequiéncias de
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imunoglobulina nao murina (por exemplo, humana)
utilizando técnicas convencionais de biologia molecular.
Por exemplo, para criar um anticorpo quimérico, as
regides varidveis murinas podem ser ligadas as regiles
constantes humanas utilizando métodos conhecidos na
técnica (ver, por exemplo, a Patente U.S. N° 4,816,567 de
Cabilly et al.). Para criar um anticorpo humanizado, as
regides CDR murinas podem ser inseridas em uma estrutura
humana utilizando métodos conhecidos na técnica (ver, por
exemplo, a Patente U.S. N° 5,225,539 de Winter e as
Patentes U.S. N° 5,530,101; 5,585,089; 5,693,762 e
6,180,370 de Queen et al.).

Em uma modalidade preferida, os anticorpos da invencgao
sdo anticorpos monoclonais humanos. Estes anticorpos
monoclonais humanos dirigidos contra BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 podem ser gerados utilizando
camundongos transgéncios ou transcromossdmicos portadores
de partes do sistema imunoldégico humano em vez do sistema
de camundongo. Estes camundongos transgéncios ou
transcromossémicos incluem camundongos aqui referidos
como o camundongo HuMAb® e o camundongo KM®,
respectivamente e s&o coletivamente aqui referidos como
“camundongos Ig humanos”.

O camundongo HuMAb® (Medarex, Inc.) contém o miniloci do
gene da imunoglobulina humana que codifica seqiéncias de
imunoglobulina de cadeia pesada (0 e 0O) e O cadeia leve
nao rearranjadas humanas, juntamente com mutacdes
dirigidas que desativam o loci da cadeia 0O e 0O enddgeno
(ver, por exemplo, Lonberg, et al. Nature 368(6474):856-
859 (19294)) . Em concordancia, o camundongo exibe
expressdo reduzida de IgM ou [0 de camundongo e em
resposta a imunizagdo, os transgenes de cadeia pesada e
leve humanos introduzidos sdo submetidos a troca de
classe e mutacdo somdtica para gerar IgGO monoclonal
humano de alta afinidade (Lonberg et al., supra; revisto
em Lonberg Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-
101 (1994); Lonberg e Huszar Intern. Rev. Immunol. 13:65-
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93 (1995) e Harding e Lonberg Ann. N.Y. Acad. Sci.
764:536-546 (1995)). A preparagdo e a utilizagdo dos
camundongos HuMab e as modificag¢des gendmicas portadas
por este camundongo sdo melhor descritas em Taylor, et
al. Nucleic Acids Research 20:6287-6295 (1992); Chen et
al. International Immunology 5:647-656 (1993); Tuaillon
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724 (1995);
Choi et al. Nature Genetics 4:117-123 (1993); Chen et al.
EMBO J. 12:821-830 (1993); Tuaillon et al. J. Immunol.
152:2912-2920 (1994) ; Taylor et al. International
Immunology 6:579-591 (1994); e Fishwild et al. Nature
Biotechnology 14:845-851 (1996), cujos teores sao aqui
especificamente incorporados por citacgéao na sua
totalidade. Ver também as Patentes U.S. N° 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,789,650; 5,877,397;
5,661,016; 5,814,318; 5,874,299; e 5,770,429; todas de
Lonberg e Kay; a Patente U.S. N° 5,545,807 de Surani et
al.; as Publicagdes PCT N° WO 92/03918, WO 93/12227, WO
94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 e WO 99/45962, todas
de Lonberg e Kay; e a Publicagdo PCT N° WO 01/14424 de
Korman et al.

Em uma modalidade relacionada, os camundongos portadores
de genes de imunoglobulina humana podem ser imunizados.
Por exemplo, os camundongos portadores de apenas uma
regido V de um gene de imunoglobulina humana. A
imunizacao destes animais resultara em anticorpos
quiméricos.

Em uma outra modalidade, os anticorpos humanos da
invengdo podem ser produzidos utilizando um camundongo
qgue porta segliéncias de imunoglobulina humana em
transgenes ou transcromossomas, tal como um camundongo
que porta um transgene humano de cadeia pesada e um
transcromossoma humano de cadeia leve. Estes camundongos
aqgqui referidos como o “camundongo KM ®7,  sao descritos em
detalhe na Publicacdo PCT WO 02/43478 de Ishida et al.
Além disso, sistemas animals transgénicos alternativos

que expressam genes de imunoglobulina humana estdo
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disponiveis na técnica e podem ser utilizados para
produzir os anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 da inveng¢do. Por

exemplo, pode-se utilizar um sistema transgénico
alternativo referido como Xenomouse (Amgen, Inc.,
Thousand Oaks, CA); estes camundongos estdo descritos,

por exemplo, nas Patentes U.S. N° 5,939,598; 6,075,181;
6,114,598; 6,150,584 e 6,162,963 de Kucherlapati et al.

Além disso, sistemas animais transcromossdémicos que
expressan genes de imunoglobulina humana estdo
disponiveis na técnica e podem ser utilizados para
produzir os anticorpos da invengao. Por exemplo, pode-se
utilizar camundongos portadores tanto de um

transcromossoma humano de cadeia pesada como um

transcromossoma humano de cadeia leve, referido como
“camundongo TC”; estes camundongos sdo descritos em
Tomizuka et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 97:722-727
(2000) . Como outro exemplo, vacas portadoras de

transcromossoma humano de cadeia pesada e leve foram
descritas na técnica (Kuroiwa et al. Nature Biotechnology
20:889-894 (2002)) e podem ser utilizadas para produzir
os anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 da invencgdao.

Além disso, pode-se utilizar métodos de ADN nu conhecidos
na técnica (com ou sem proteina relacionada a BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 purificada ou células
que expressam BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRI1, e/ou
BMPR2) para gerar uma 'resposta imune ao imunogénio
codificado (para andlise, ver Donnelly et al., 1997, Ann.
Rev. Immunol. 15: 617-648, cujos teores sdo aqui
especificamente incorporados por citagao na sua
totalidade). Em concordd&ncia, a presente invencdo também
inclui imunizacdo com ADN com um gene BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 ou uma porgdo do mesmo.

Os anticorpos monoclonais humanos da invengdo também
podem ser preparados utilizando métodos de apresentacgao

em fagos para rastreio de bibliotecas de genes de
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imunoglobulina humana. Estes métodos de apresentagao em
fagos para isolar anticorpos humanos s&o estabelecidos na
técnica. Ver, por exemplo: Patentes U.S. N° 5,223,409;
5,403,484; e 5,571,698 de Ladner et al.; Patente U.S. N°
5,427,908 e 5,580,717 de Dower et al.; Patentes U.S. N°
5,969,108 e 6,172,197 de McCafferty et al.; e Patentes
U.s. N° 5,885,793; 6,521,404; 6,544,731; 6,555,313;
6,582,915 e 6,593,081 de Griffiths et al.
Os anticorpos monoclonais humanos da invencdo também
podem ser preparados utilizando camundongos SCID nos
guais células imunes humanas foram reconstituidas de tal
modo gue uma resposta ao anticorpo humano pode ser gerada
por imunizagdo. Estes camundongos sao descritos, por
exemplo nas Patentes U.S. N° 5,476,996 e 5,698,767 e
Wilson et al.

Os anticorpos de acordo com a presente invencgdo também

podem ser produzidos pelas metodologias LEX System™ e

Plantibodies™ [Biolex, 1Inc., Pittsboro, NC] onde o
anticorpo da invengao é produzido em plantas
transgénicas. Ver a Patente U.S. N©° 6,852,319,

recentemente publicada, intitulada “Method of Use of
Transgenic Plant Expressed Antibodies”. O LEX System™
combina as caracteristicas naturais da pequena planta
aquatica Lemnaceae, com métodos de engenharia genética e
recuperacdo de proteina para criar uma tecnologia de
desenvolvimento e producdo que, dependendo da aplicacgéo
precisa contemplada, podem proporcionar certas vantagens
em relacdo a sistemas existentes de cultura de células e
expressdo transgénica. Ver a Patente U.S. N° 6,040,498,
intitulada “Genetically Engineered Duckweed” e o Pedido
de Publicacdo de Patente PCT N° WO 99/07210 (que revela
métodos de transformacgao e selecao, métodos de
regeneragao de plantas transgénicas, métodos de
crescimento e recuperacdo, utilizagdo de genes e vetores
multiplos e tecidos e plantas transformados); o Pedido de
Publicacdo de Patente PCT N° WO 02/10414, intitulado
“Expression of Biologically Active Polypeptides in
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Duckweed” (que revela métodos e composigdes para
expressao, métodos e composigdes para recuperagao,
métodos para niveis de expressao aumentados e métodos
para secrecdo dirigida); o Pedido de Publicagdo de
Patente PCT N° WO 02/097029 intitulado “Plate and Method
for High Throughput Screening”; o Pedido de Publicacdo de
Patente PCT WO 02/097433, intitulado “Use of Duckweed in
High  Throughput Screening”; e a Patente U.S. N°
6,680,200, intitulada “LED Array for Illuminating Cell
Well Plates e Automated Rack System for Handling the
Same”. A metodologia Plantibodies™ para a expressdo e
anticorpos humanos e outros em plantas € revelada nas
Patentes U.S. N° 6,417,429; 5,202,422; 5,639,947;
5,959,177; e 6,417,429. Cada wuma destas patentes e
pedidos de patente s&o aqui integralmente incorporadas
por citacgao.

Imunizacdo de Camundongos com Ig Humana

Quando camundongos Ig s&o utilizados para produzir os
anticorpos humanos, estes camundongos podem ser
imunizados com os anticorpos BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 da invengdo os anticorpos BMP2Z2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTRI1, e/ou BMPR2 da invencd@o os
anticorpos BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B, ACTR1, e/ou BMPR2
da invencdo que expressam linha celular, uma preparagao
purificada ou enriquecida de antigeno BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTRI1, e/ou BMPR2 e/ou BMP2, BMP4, BMPR1A,
BMPR1B, ACTR1 e/ou BMPR2 recombinante, ou uma proteina de
fusdo BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2,

conforme descrito por Lonberg et al. Nature
368 (6474) :856-859 (1994) ; Fishwild et al. Nature
Biotechnology 14:845-851 (1996); e Publicagdes PCT WO

98/24884 e WO 01/14424. Tipicamente, os camundongos terao
6-16 semanas de idade na primeira imunizagdo. Por
exemplo, uma preparagdo purificada ou recombinante (5-50
pg) de antigeno pode ser utilizada para imunizar o
camundongo Ig humano por via intraperitoneal.

Procedimentos detalhados para gerar anticorpos
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monoclonais totalmente humanos para BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 sdo descritos no Exemplo 1
adiante. Experiéncia cumulativa com varios antigenos
demonstrou gque os camundongos transgénicos respondem
quando inicialmente imunizados por via intraperitoneal
(IP) com antigeno em adjuvante completo de Freund,
seguido por imunizag¢des IP em semanas alternadas até um
total de 6) com antigeno em adjuvante completo de Freund.
No entanto, constatou-se que adjuvantes qgque nao sejam de
Freund também s&o eficazes. Além disso, constatou-se que
células inteiras na auséncia de adjuvante sdo altamente
imunogénicas. A resposta imune pode ser monitorizada ao
longo do transcurso do protocolo de imunizagdao com
amostras de plasma sendo obtidas, por exemplo, por
sangramentos retro-orbitais. O plasma pode ser rastreado
por ELISA e os camundongos com titulag¢des suficientes de
imunoglobulina humana podem ser utilizados para fusobes
(conforme descrito no Exemplo 1). Os camundongos podem
ser reforcados por via intravenosa com o antigeno 3 dias
antes do sacrificio e remocd@o do bago. Espera-se que seja
necessario realizar 2-3 fusdes para cada imunizagdo.
Entre 6 e 24 camundongos sdo tipicamente imunizados para
cada antigeno. Habitualmente, s&o utilizadas tanto as
estirpes HCo7 como HCol2. A geragdo de estirpes de
camundongos da estirpe HCo7 e HCol2 é descrita na Patente
U.S. N° 5,770,429 e Exemplo 2 da Publicagdo PCT WO
01/09187, respectivamente. Além disso, tanto o transgene
HCo7 como HCol2 podem ser gerados juntos em um uUnico
camundongo com dois transgenes diferentes de cadeia
pesada humana (HCo7/HCo12) . Alternativamente ou
adicionalmente, pode-se utilizar a estirpe do camundongo
KM®, conforme descrito na Publicacdo PCT Publication WO
02/43478.

Geragao de Hibridomas que Produzem os Anticorpos

Monoclonais Humanos

da Invencéao

Para geral hibridomas que produzem os anticorpos
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monoclonais humanos da invencgao, esplendécitos e/ou
ganglios linfaticas de camundongos imunizados podem ser
isolados e fundidos a uma linha celular imortalizada
apropriada, tal como uma linha celular de mieloma de
camundongo. Os hibridomas resultantes podem ser
rastreados quando & produgdo de anticorpos antigeno-
especificos. Por exemplo, suspensdes de célula unica de
linfécitos esplénicos de camundongos imunizados podem ser
fundidas a um sexto do numero células de mieloma (ATCC,
CRL 1580) de camundongo n&o secretoras de P3X63-Ag8.653
com 50% de PEG. Alternativamente, as suspensdes de célula
tnica de linfécitos esplénicos de camundongos imunizados
podem ser fundidas utilizando um método de eletrofusédo
com base em campo elétrico usando um eletroporador Cyto
Pulse de fusdo de células de camara grande (Cyto Pulse
Sciences, Inc., Glen Burnie, MD) . As células sdao
plaqueadas em 2 X 10° em placas de microtitulagdo de
fundo plano seguido por uma semana de incubac&do em meio
DMEM de alta concentracdo de glicose com L-glutamina e
piruvato de sédio (Mediatech, Inc., Herndon, VA) e
contendo também 20% de Soro fetal Bovino (Hyclone, Logan,
UT), 18% de meios condicionais P388DI, 5% de fator de
clonagem Origen Hybridoma (BioVeris, Gaithersburg, VA), 4
mM de L-glutamina, 5 mM HEPES, 0,055 mM de
O-mercaptoetanol, 50 unidades/mL de penicilina, 50 mg/mL
de estreptomicina e 1X meio <contendo Hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT) (Sigma; o HAT & adicionado 24
horas depois da fusdo). Depois de uma semana, as células
cultivadas em meio no qual foi utilizado HAT foi
substituido por HT. Pocgos individuais podem entdo ser
rastreados por ELISA quanto a anticorpos IgM ou IgG
monoclonais humanos. O crescimento do hibridoma pode ser
observado, em geral, depois de 10-14 dias. Os hibridomas
que segregam anticorpos podem ser replaqueados uma vez
mais e se ainda der resultado positivo para IgG humana,
os anticorpos monoclonais podem ser subclonados pelo

menos duas vezes por diluigdo limitadora. Os subclones
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estaveis podem, entdo, ser cultivados in vitro para gerar
pequenas quantidades de anticorpo em meio de cultura de
tecido para caracterizacgdo.

Para purificar os anticorpos monoclonais humanos,
hibridomas selecionados podem ser desenvolvidos em
frascos spinner de dois litros para a purificagdo dos
anticorpos monoclonais. Os sobrenadantes podem ser
filtrados antes da cromatografia de afinidade com
proteina A-sepharose (Pharmacia, Piscataway, N.J.). A IgG
eluida pode ser verificada por eletroforese em gel e
cromatografia liquida de alto desempenho para assegurar
pureza. A solugdo tampdo pode ser trocada por PBS e a
concentracdo pode ser determinada por OD280 utilizando
coeficiente de extingdo de 1,43. Os anticorpos
monoclonais pode ser divididos e armazenados a -80 °C.

Geracdo de Transfectomas que Produzem os Anticorpos

Monoclonais Humanos

da Invencgao

Os anticorpos da invencgdo também podem ser produzidos em
um transfectoma em célula hospedeira wutilizando, por
exemplo, uma combinagdo de técnicas de ADN recombinante e
métodos de transfeccdo de gene conforme é conhecido na
técnica (por exemplo, Morrison Science 229:1202 (1985)).
Por exemplo, para expressar anticorpos ou seus fragmentos
de anticorpos, pode-se obter ADNs que codificam cadeias
leves e pesadas de comprimento parcial ou total por meio
de técnicas convencionais de biologia molecular (por
exemplo, amplificagdo por PCR ou clonagem de cADN
utilizando um hibridoma gque expressa o anticorpo de
interesse) e os ADNs podem ser inseridos nos vetores de
expressdo de tal modo que os genes sdo operativamente
ligados a seqguiéncias de controlo transcricionais e
translacionais. Nestes contexto, o termo "operativamente
ligado" pretende significar que um gene de anticorpo é
ligado a um vetor de tal modo gque as sequiéncias de
controlo transcricionais e translacionais no vetor servem

a sua funcdo pretendida de regular a transcrigcdo e a
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translacdo do gene do anticorpo. O vetor de expressio e
as seqliéncias de controlo da expressdo sdo selecionadas
para serem compativeis com a célula hospedeira de
expressdo utilizada. O gene de cadeia leve do anticorpo e
o gene de cadeia pesada do anticorpo podem ser inseridos
em vetores separados ou, mais tipicamente, ambos os genes
sdo inseridos no mesmo vetor de expressdo. Os genes do
anticorpo s&o inseridos no vetor de expressao por meio de
métodos padrao (por exemplo, ligacdo de sitios de
restricgao complementares no fragmento do gene do
anticorpo e ligagdo de vetor ou extremidade romba se ndao
estiverem presentes sitios de restrigao).

As regides variadveis de cadeia leve e ©pesada dos
anticorpos aqui descritos podem ser utilizadas para criar
genes de anticorpos de comprimento total de qualquer
isétopo de anticorpo pela insergdo dos mesmos em vetores
de expressdo que Jja codificam a regido constantes de
cadeia pesa e a regido constante de cadeia leve do
isé6topo desejado de tal modo que o segmento Vg seja
operativamente ligado ao(s) segmento(s) Cy no vetor e o
segmento Vi seja operativamente ligado ao segmento Cp no
vetor. Adicionalmente ou alternativamente, o vetor de
expressao recombinante pode codificar um peptideo sinal
que facilita a secregdo da cadeia do anticorpo de uma
célula hospedeira. O gene da cadeia do anticorpo pode ser
clonado no vetor de tal modo que o peptideo sinal seja
ligado in-frame ao terminal amino do gene da cadeia de
anticorpo. O peptideo sinal pode ser um peptideo sinal de
imunoglobulina ou um peptideo sinal heterdélogo (isto ¢&,
um peptideo sinal de uma proteina ndo-imunoglobulina).
Além dos genes de cadeia de anticorpo e seqgléncias
reguladoras, os vetores de expressdo recombinante da
invencdo podem ter seqgiéncias reguladoras que controlam a
expressdo dos genes de cadeia de anticorpo em uma célula
hospedeira. O termo "sequiéncia reguladora" destina-se a
incluir promotores, intensificadores e outros elementos

de controlo (por exemplo, sinais de poliadenilagao) que
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controlam a transcricdo ou translagdo dos genes de cadeia
de anticorpo. Estas seqiiéncias reguladoras sdo descritas,
por exemplo em Goeddel (Gene Expression Technology.
Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990)). Serad entendido pelos especialisfas na técnica
que a concepgdo do vetor de expressdo, incluindo a
selecdo de seqiéncias reguladoras, podem depender de
fatores tais como a escolha da célula hospedeira a ser
transformada, o nivel de expressao de proteina desejado,
etc. As seqliéncias reguladoras preferidas para expressao
de célula hospedeira de mamifero incluem elementos virais
que dirigem altos nivel de expressdo de proteina em
células de mamiferos, tais como promotores e/ou
intensificadores derivados de citomagalovirus (CMV) ,
Simian Virus 40 (Sv40), adenovirus, (por exemplo, o©
principal promotor de adenovirus tardio (AdMLP) e
polioma. Alternativamente, podem ser utilizadas
seqiiéncias reguladoras ndo virais tais como o promotor de
ubiquitina ou promotor de PB-globina. Além disso ainda, os
elementos reguladores compostos de seqiiéncias de fontes
diferentes, tais como o sistema promotor SRO gque contém
seqiiéncias do promotor prematuro de SV40 e a repetigao
terminal longa de leucemia de células T humanas tipo 1
(Takebe et al., Mol. Cell. Biol. 8:466-472 (1988)).

Além dos genes de cadeia de anticorpo e seqgliéncias
reguladoras, os vetores de expressdo recombinantes da
invencdo podem ter seqliéncias adicionais, tais como
seqiiéncias que regulam a replicacdo do vetor nas células
hospedeiras (por exemplo, origens de replicagdo) e genes
marcadores selecionaveis. O gene marcador selecionavel
facilita a selecdo de células hospedeiras nas dquais o
vetor foi introduzido (ver, por exemplo, as Patentes U.S.
N°® 4,399,216, 4,634,665 e 5,179,017, todas por Axel et

al.). Por exemplo, tipicamente, o gene marcador
selecionavel confere resisténcia a drogas, tais como
G418, higromicina ou metotrexato, em uma célula

hospedeira na qual o vetor foi introduzido. Os genes
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marcadores selecionaveis preferidos incluem o gene di-
hidrofolato redutase (DHFR) (para utilizacdo em células
hospedeiras dhfr- com selecdo/amplificacéao de
metotrexato) e o neo gene (para selecdo de G418).

Para a expressdo das cadeias leves e pesadas, o(s)
vetor (es) de expressdo que codificam as cadeias leves e
pesadas é(sdo) transferido(s) para uma célula hospedeira
por meio de técnicas padrdo. As varias formas do termo
"transfeccdo" destinam-se a abranger'uma ampla variedade
de técnicas habitualmente utilizadas para a introdugdo de
ADN exégeno em uma célula hospedeira procaridtica ou
eucariética, por exemplo, eletroporacgdo, precipitacao de
célcio-fosfato, transfecgdao DEAE-dextrano e outras.
Embora seja teoricamente possivel expressar os anticorpos
da invencgao tanto em células procaridticas como
eucaridticas, a expressdo de anticorpos em células
eucaridticas, e mais tipicamente em células hospedeiras
de mamiferos, é a mais preferida porque estas células
eucaridéticas e, em particular as células de mamiferos,
sdo mais provaveis do que as células procaridticas de
montar e segregar um anticorpos apropriadamente dobrado e
imunologicamente ativo. A expressdo procaridtica de genes
de anticorpos foi relatada como sendo ineficaz para a
producdo de altos rendimentos de anticorpo ativo (Boss e
Wood, Immunology Today 6:12-13 (1985)).

As células hospedeiras de mamiferos preferidas para
expressar os anticorpos recombinantes da invengdo incluem
células de Ovario de Hamster Chinés (células CHO)
(incluindo células CHO dhfr- descritas em Urlaub e
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 77:4216-4220 (1980),
usadas com um marcador selecionavel DHFR, por exemplo
como descrito em Kaufman e Sharp Mol. Biol. 159:601-621
(1982)), células de mieloma NSO, células COS e células
SP2. Em particular, para utilizagdo com células de
mieloma NSO, outro sistema de expressdo preferido é o
sistema de expressdo de gene GS revelado nos documentos
WO 87/04462, WO 89/01036 e EP 338,841. Quando vetores de
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expressido recombinantes que codificam genes de anticorpos
sao introduzidos em células hospedeiras de mamiferos, os
anticorpos sdo produzidos cultivando as células
hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para
permitir a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras
ou, mais tipicamente, a secregdo do anticorpo no meio de
cultura no qual as células hospedeiras se desenvolvem. Os
anticorpos podem ser recuperados do meio de cultura
utilizando métodos convencionais de purificacdo de
proteina.

Caracterizacdo de Ligacdo do Anticorpo ao Antigeno

Os anticorpo da invengdo podem ser testados quanto a
ligagdo a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2,
por exemplo, por, citometria de fluxo. Em resumo, células
que expressam BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou
BMPR2 sdo colhidas de fresco de frascos de cultura de
tecido e ¢é preparada uma suspensdo de célula dunica.
Suspensdes de células que expressam BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 sdo manchadas com anticorpos
primdrio diretamente ou depois de fixagdo com 1% de
paraformaldeido em PBS com ou sem permeabilizacgdo.
Aproximadamente um milh&o de células sdao ressuspensas em
PBS contendo 0,5% de BSA e 50-200 0Og/mL de anticorpo
primdrio e incubadas em gelo por 30 minutos. As células
sdo lavadas duas vezes com PBS contento 0,1% de BSA,
0,01% de NaNs;, ressuspensas em 100 OL de 1:100 de IgG de
cabra anti-humano-FITC conjugado diluido (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, PA) e incubadas em gelo por
mais 30 minutes. As células sdo de novo lavadas duas
vezes, ressuspensas em 0,5 mL de tampdo de lavagem e
analisadas gquanto a manchamento fluorescente em um
citémetro FACSCalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA).

Alternativamente, os anticorpos da invengdo podem ser
testados quanto a ligagao a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRIB,
ACTR1, e/ou BMPR2 por ELISA padrdo. Em resumo, as placas
de microtitulacdo sdo revestidas com BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2 purificada a 0,25 0Og/mL em PBS
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e depois blogueadas com 5% de albumina de soro bovino em
PBS. Sdo adicionadas diluig¢des de anticorpo (por exemplo,
diluicdes de plasma de camundongos imunizados com BMPZ,
BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2) a cada pogo e
incubadas por 1-2 horas a 37°C. As placas sdo lavadas com
PBS/Tween e depois incubadas com reagente secundario (por
exemplo, para anticorpos humanos, um reagente policlonal
Fc-especifico de IgG de cabra anti-humano) conjugado com
uma fosfatase alcalina por 1 hora a 37 °C. Depois da
lavagem, as placas sdo desenvolvidas como substrato de
pNPP (1 mg/mL) e analisadas em OD de 405-650.
Tipicamente, os camundongos que desenvolvem as titulacgdes
mais altas serdo usados para fusles.

Um ensaio ELISA, conforme descrito acima, também pode ser
utilizado para rastrear hibridomas que apresentam
reatividade positiva com o imunogénio BMPZ, BMP4, BMPRlA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2. Os hibridomas que se ligam com
alta avidez a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRl, e/ou
BMPR2 s&do subclonados e também caracterizados. Um clone
de cada hibridoma que retém a reatividade das células
progenitoras (por ELISA) podem ser selecionados para
fazer um banco de células de 5-10 frascos armazenados a -
140 °C e para purificacdo de anticorpo.

Para purificar anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-
BMPR1A, anti-BMPRI1B, anti-ACTRI1, e/ou anti-BMPR2,
hibridomas selecionados podem  ser desenvolvidos em
frascos spinner de dois litros para a purificacgao dos
anticorpos monoclonais. Os sobrenadantes podem ser
filtrados antes da cromatografia de afinidade com
proteina A-sepharose (Pharmacia, Piscataway, N.J.). A IgG
eluida pode ser verificada por eletroforese em gel e
cromatografia liquida de alto desempenho para assegurar
pureza. A solugdo tampdo pode ser trocada por PBS e a
concentracdo pode ser determinada por ODzg utilizando
coeficiente de extingédo de 1,43. Os anticorpos
monoclonais pode ser divididos e armazenados a -80° C.

Para determinar se os anticorpos monoclonais anti-BMP2,
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anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou
anti-BMPR2 selecionados ligam-se a epitopos uUnicos, cada
anticorpo pode ser Dbiotinilado utilizando reagentes
disponiveis comercialmente (Pierce, Rockford, IL). Pode-
se realizar estudos de competicdo utilizando anticorpos
monoclonais nao marcados e anticorpos monoclonais
biotinilados podem ser realizados utilizando placas ELISA
revestidas com BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2 conforme descrito acima. A ligacgéao de mAb
biotinilados pode ser detectada com uma sonda
estrepavidina-fosfatase alcalina. Alternativamente, pode-
se realizar estudos de competigdo utilizando anticorpos
radiomarcados e anticorpos de competigdo ndo marcados
podem ser detectados em uma analise de Scatchard,
conforme melhor descrito nos Exemplos adiante.

Para determinar o isotipo de anticorpos purificados,
pode-se realizar ELISAs de isotipo utilizando reagentes
especificos para anticorpos de um isotipo em particular.
Por exemplo, para determinar o isotipo de um anticorpo
monoclonal humano, pogos de placas de microtitulagdo
podem ser revestidas com 1 Og/mL de uma imunoglobulina
anti-humana de um dia para o outro a 4°C. Depois de
bloqueio com 1% de BSA, as placas sao feitas reagir com 1
Og/mL ou menos de anticorpo monoclonal de teste ou
controles de isotipo purificado, a temperatura ambiente
por um a duas horas. Os pogos podem, entdo, serem feitos
reagir com IgGl humana ou sondas fosfatase alcalina
conjugadas com IgM especifica humana. As placas sao
desenvolvidas e analisadas conforme descrito acima.

IgGs humanos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 também podem ser
testados quanto a reatividade com antigeno BMP2Z2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 por Western blotting.
Em resumo, BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2
podem ser preparados e submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sdédio. Depois da

eletroforese, os antigenos separados s&o transferidos
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para membranas de nitrocelulose, blogqueados com 10% de
soro fetal bovino e sondados com os anticorpos
monoclonais a serem testados. A ligacdo a IgG humana pode
ser detectada utilizando fosfatase alcalina de IgG anti-
humana e desenvolvida com comprimidos de substrato
BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis, Mo.).

Imunoconjugados
Em um outro aspecto, a presente 1invengao apresenta
anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-

BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2, ou um fragmento
destes, conjugados a uma unidade terapéutica, tal como
uma citotoxina, uma droga (por exemplo, um
imunossupressor) ou uma radiotoxina. Estes conjugados sao
aqui referidos como “imunoconjugados”. Imunoconjugados
gue incluem uma ou mais citotoxinas s&do referidos como as
“imunotoxinas.” Uma citotoxina ou agente citotdxico
inclui qualquer agente que ¢é prejudicial (por exemplo,
mata) as células. Exemplos incluem taxol, citocalasina B,
gramicidina D, brometo de etidio, emetina, mitomicina,
etoposide, tenoposide, vincristina, vinblastina,
colcicina, doxorubicina, daunorubicina, di-hidroxi
antracenediona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina
D, l-desidrotestosterona, glucocorticdides, procaina,
tetracaina, lidocaina, propranolol e puromicina e seus
andlogos ou homdlogos. Agentes terapéuticos também
includem, por exemplo, antimetabdélitos (por exemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina,
5-fluorouracil decarbazina), agentes alquilantes (por
exemplo, mecloretamina, tiotepa, clorambucil, melfalan,
carmustina (BSNU) e 1lomustina (CCNU), ciclotosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C
e cis-diclorodiamina platina (II) (DDP) cisplatina),

antraciclinas (por exemplo, daunorubicina (anteriormente

daunomicina) e doxorubicina), antibidéticos (por exemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina,
mitramicina e antramicina (AMC)) e agentes anti-mitdéticos

(por exemplo, vincristina e vinblastina).
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Em certos aspectos da presente invencao sao
proporcionados conjugados compreendendo anticorpos anti-
BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1,
e/ou anti-BMPR2, ou fragmentos destes, conjugados a uma
unidade terapéutica onde a unidade terapéutica & uma
Ultra-potent Therapeutic (UPT™; Medarex, Inc., Milpitas,
CA) conforme revelado nas Patentes U.S. N° 6,1003,236 e
6,638,509 [que descrevem um conjugado de toxina onde a
toxina (por exemplo, vinblastine, risina, toxina da
difteria, abrina, vinblastina hidrazida, metotrexato
hidrazide, antraciclina, quelatos de 1indio e 1itrio,
quelatos de metal e antraciclina) é ligada por meio de um
espacador clivavel compreendendo polietileno glicol e
dipeptideo a um residuo, tal como em um anticorpo ou
fragmento deste]; Patente U.S. N° 6,989,452 e Pedidos de
Patente U.S. N° 10/160,972, 10/161,234, 11/133,970,
11/134,685, 11/134,826, 11/224,580 e 11/398,854 [que
descrevem agentes citotdéxicos, pré-farmacos dissulfureto,
pré-farmacos peptidil e ligantes, incluindo ligantes
guimicos].

Outros exemplos preferidos de citotoxinas terapéuticas
gue podem ser conjugadas a um anticorpo da invengao
incluem duocarmicinas, caliqueamicinas, maitansinas e
auristatinas e seus derivados. Um exemplo de um conjugado
de anticorpo de caliqueamicina esta disponivel
comercialmente (Mylotarg®; American Home Products).

As citotoxinas podem ser conjugadas a anticorpos da
invencdo utilizando tecnologia de 1ligante conhecida na
técnica. Exemplos de tipos de ligantes que foram
utilizadas para conjugar uma citotoxina a um anticorpo
incluem, mas ndo se limitam a hidrazonas, tioéteres,
ésteres, dissulfuretos e ligantes contendo peptideo.
Pode-se escolher um 1ligante que é, por exemplo,
susceptivel a clivagem por pH baixo no compartimento
lisosomal ou susceptivel a clivagem por proteases, tais
como proteases preferencialmente expressas em tecido

tumoral tal como catepsinas (por exemplo catepsinas B, C,
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D).

Exemplos de citotoxinas sdo descritos, por exemplo nas
Patentes U.S. N° 6,989,452, 7,087,600, e 7,129,261, e no
Pedido PCT N° PCT/US02/17210, PCT/US2005/017804,
PCT/US06/37793, PCT/US06/060050, PCT/US2006/060711,
WO/2006/110476, e no Pedido de Patente U.S. N°
60/891,028, que sdo todos aqui incorporados por citacéo
na sua totalidade. Para discussdo adicional de tipos de
citotoxinas, ligantes e métodos para conjugagao de
agentes terapéuticos a anticorpos, ver também Saito, G.
et al. (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail,
P.A. et al. (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52:328-
337; Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M.
(2002) Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan, I. e Kreitman,
R. J. (2002) Curr. Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091;
Senter, P.D. e Springer, C.J. (2001) Adv. Drug Deliv.
Rev. 53:247-264.

Os anticorpos da presente invencdo também podem ser
conjugados a um isdétopo radioativo para gerar produtos
radiofarmac&uticos citotdxicos, também referidos como
radioimunoconjugados. Exemplos de isdétopos radioativos
que podem ser conjugados a anticorpos para utilizagdo em
diagnésticos ou terapéutica incluem, mas ndo se limitam a
iodo'®!, iodo'?®, indio'!'!, itrio®® e lutécio!’’. Métodos para
preparar radioimunoconjugados sao estabelecidos na
técnica. Exemplos de radioimunoconjugados estéo
disponiveis comercialmente, incluindo Zevalin™ (Biogen ®
IDEC) e Bexxar™ (Glaxo-SmithKline) e ® (Corixa
Pharmaceuticals), e métodos similares podem ser
utilizados para preparar radioimunoconjugados usando os
anticorpos da invencao.

Os conjugados de anticorpos da i1invengado podem ser
utilizados para modificar uma dada resposta bioldgica e a
unidade de droga ndo deve ser interpretada como limitada
a agentes terapéuticos quimicos classicos. Por exemplo, a
unidade de droga pode ser uma proteina ou peptideo que

possui uma atividade bioldgica desejada. Estas proteinas
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podem incluir, por exemplo, uma toxina enzimaticamente
ativa ou seu fragmento ativo, tal como abrina, ricina A,
pseudomonas exotoxina ou toxina diftérica; Uma proteina
tal como o fator de necrose tumoral ou interferon-y; ou,

modificadores da resposta Dbioldgica tais como, por

exemplo, linfocinas, interleucina-1 ("IL-1"),
interleucina-2 ("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), fator
estimulante de coldnia de granuldécitos e macrdbfagos ("GM-
CSF"), fator estimulante de coldnia de granuldcitos ("G-
CSF") ou outros fatores de crescimento.

As técnicas para conjugar estas unidades terapéuticas a
anticorpos sdo conhecidas, ver, por exemplo, Arnon et
al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs
In Cancer Therapy", em Monoclonal Antibodies e Cancer
Therapy pp. 243-56 (Reisfeld et al., eds., Alan R. Liss,
Inc. 1985); Hellstrom et al., "Antibodies For Drug
Delivery", em Controlled Drug Delivery pp. 623-53 (2nd
Ed., Robinson et al., eds., Marcel Dekker, Inc. 1987);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer
Therapy: A Review", em Monoclonal Antibodies '84:
Biological e Clinical Applications, pp. 475-506 (1985);
"Analysis, Results e Future Prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer
Therapy", em Monoclonal Antibodies For Cancer Detection e

Therapy, pp. 303-16 (Academic Press 1985); e Thorpe et

al., "The Preparation and Cytotoxic Properties Oof
Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev. 62:119-58
(1982).

Moléculas Biespecificas

Em um outro aspecto, a presente invencdo apresenta
moléculas biespecificas compreendendo anticorpos anti-
BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1,
e/ou anti-BMPR2 ou fragmentos destes, da presente
invencdo. Este anticorpo ou porgdo de ligagdo ao seu
antigeno, pode ser derivatizado ou 1ligado a outra
molécula funcional, por exemplo, outro peptideo ou

proteina (por exemplo, outro anticorpo ou ligando para um




10

15

20

25

30

35

95

receptor) para gerar uma molécula biespecifica que se
liga a pelo menos dois sitios de ligagdo ou moléculas
alvo diferentes. O anticorpo da invengdo pode, na
realidade, ser derivatizado ou ligado a mais de uma outra
molécula funcional para gerar moléculas multiespecificas
que se ligam a mais de dois sitios de 1ligagdo e/ou
moléculas alvo diferentes; estas moléculas
multiespecificas também pretendem ser abrangidas pelo
termo “molécula biespecifica”, conforme aqui utilizado.
Para criar uma molécula Dbiespecifica da invengdo, um
anticorpo da invengdo pode ser ligado funcionalmente (por
exemplo, por acoplamento quimico, fusao genética,
associacdo nao covalente ou outras) a uma ou mais
moléculas de ligagdo, tal como outro anticorpo, fragmento
de anticorpo, peptideo ou ligacdo mimética, de tal modo
que resulte uma molécula biespecifica.

Em concordadncia, a presente invengdo inclui moléculas
biespecificas compreendendo pelo menos uma primeiro
especificidade de 1ligagdo para BMPZ, BMP4, BMPR1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 e uma segunda especificidade de
ligacdo para um segundo epitopo alvo. Em uma modalidade
em particular da invencgdo, o segundo epitopo alvo €& um
receptor Fc, por exemplo, FcyRI (CD64) humano ou um
receptor FcO (CD89) humano. Portanto, a inveng¢ao inclui
moléculas biespecificas capazes de se ligarem tanto a Fcy
R como FclR que expressam células efetoras (por exemplo
mondcitos, macroéfagos ou células polimorfonucleares
(PMNs)) e dirigir-se a células que expressam BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2. Estas moléculas
biespecificas se dirigem a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRIB,
ACTR1, e/ou BMPR2 que expressam células para célula
efetora e desencadeiam atividades de célula efetora
mediada pelo receptor Fc, tais como a fagocitose de uma
célula gque expressa BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRI1,
e/ou BMPR2, citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC), libertacdo de citoquina ou geracdo de

dnion superédxido.
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Em uma modalidade da invengdo na qual a molécula
biespecifica é multiespecifica, a molécula pode ainda
incluir uma terceira especificidade de ligacdo, além da
especificidade de ligagdo anti-Fc e uma especificidade de
ligacdo anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRIB,
anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2. Em uma modalidade, a
terceira especificidade de ligacdo é uma porgdo do fator
de anti-intensificacdo (EF), por exemplo, uma molécula
gque se liga a uma proteina de superficie envolvida em
atividade citotdéxica e, deste modo, aumenta a resposta
imune contra a célula alvo. A "porgdo do fator de anti-
intensificacdo" pode ser um anticorpo, fragmento de
anticorpo funcional ou um ligando que se liga a uma dada
molécula, por exemplo, um antigeno ou um receptor e,
deste modo resulta numa intensificacdo do efeito das
determinantes de ligacdo para o receptor Fs ou antigeno
da célula alvo. A “porgao do fator de anti-
intensificacido” pode ligar um receptor Fo ou antigeno da
célula alvo. Alternativamente, a porgdo do fator de anti-
intensificagcdo pode se ligar a uma entidade que ¢é
diferente da entidade a qual se ligam a primeira e a
segunda especificidade. Por exemplo, a porcdo do fator de
anti-intensificacdo pode se ligar a uma célula T
citotéxica (por exemplo por meio de CD2, CD3, CD8, CD28,
CD4, CD40, ICAM-1 ou outra célula imune gue resulta numa
resposta imune aumentada contra a células alvo).

Em uma modalidade, as moléculas biespecificas da invengao
compreendem como uma especificidade de ligacdo pelo menos
um anticorpo ou um seu fragmento de anticorpo, incluindo,
por exemplo, um Fab, Fab', F(ab')py, Fv, Fd, dAb, ou um Fv
de cadeia uUnica. O anticorpo também pode ser um dimero de
cadeia leve ou cadeia pesada ou qualquer fragmento minimo
deste, tal como um Fv ou uma cadeia uUnica construida como
descrito em Ladner et al., Patente U.S. N° 4,946,778 de
Ladner et al., cujo teor é expressamente incorporado por
citacéao.

Em uma outra modalidade, a especificidade de ligagdo para
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um receptor FcO ¢é proporcionada por um anticorpo
monoclonal, cuja ligacgéo nao é bloqueada por
imunoglobulina G humana (IgG). Conforme aqui utilizado, o
termo "receptor IgG" se refere a qualguer um dos oito
genes de cadeia vy localizados no cromossoma 1. Estes
genes codificam um total de doze isoformas transmembrana
ou receptor soluvel que sdo agrupados em trés classes de
receptor Fcy: FcyRI (CD64), FcyRII(CD32) e FcyRIII (CD16).
Numa modalidade preferida, o receptor Fcl.é& um FcyRI
humano de alta afinidade. O FcyRI humano é uma molécula
72 kDa que apresenta alta afinidade por IgG monomérica
(108 - 109 M~1).

A produgao e caracterizacgao de certos anticorpos
monoclonais anti-FcO, s&o descritas por Fanger et al. na
Publicacdo PCT WO 88/00052 e na Patente U.S. N° 4,954,617
de Fanger et al., cujos ensinamentos sao aqui
integralmente incorporados por citacgdo. Estes anticorpos
se ligam a um epitopo de FcyRI, FcyRITI ou FcyRIII num
sitio gque ¢é distinto do sitio de 1ligagao de Fcy do
receptor e, deste modo, a sua ligacgao nao é
substancialmente bloqueada por niveis fisioldgicos de
IgG. Os anticorpos anti-FcyRI especificos uteis nesta
invencdo sdo mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 e mAb 197. O
hibridoma que produz o mAb 32 estéd disponivel da American
type Culture Collection, N° de Acesso ATCC HB9469. Em
outras modalidades, o anticorpo para o receptor anti-Fcy
é uma forma humanizada do anticorpo monoclonal 22 (H22).
A producdo e caracterizagdo do anticorpo H22 é descrita
em Graziano et al. J. Immunol 155 (10):4996-5002 (1995) e
na Publicacdo PCT WO 94/10332 de Tempest et al.. A linha
celular que produz o anticorpo H22 foi depositada na
American type Culture Collection sob a designacgédo
HAQ022CL1 e tem o N° de Acesso CRL 11177.

Em ainda outras modalidades, a especificidade de ligagdao
para um receptor Fc é proporcionada por um anticorpo que
se liga a um receptor IgA humano, por exemplo, um

receptor Fc-alfa (FcaRI (CD89)), cuja ligacgéo,
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tipicamente, nd&o é bloqueada por imunoglobulina humana A
(IgA). O termo "receptor IgA" pretende incluir o gene
produto de um o-gene (FcaRI) localizado no cromossoma
19. Este gene é conhecido por codificar varias isoformas
transmembranas unidas alternativamente de 55 a 110 kDa. O
FcaRI (CD89) é constitutivamente expresso sobre
monécitos/macrdfagos, granulécitos eosinofilicos e
neutrofilicos, mas ndo em populagdes de células ndao
efetoras. O FcoRI tem afinidade média (» 5 x 107 M~1)
tanto por IgAl como IgA2 que ¢é aumentada mediante
exposicdo a citoquinas como, por exemplo, G-CSF ou GM-CSF
(Morton et al., Critical Reviews in Immunology 16:423-440
(1996)). Foram descritos quatro anticorpos monoclonais Fc
oaRI-especificos, identificados como A3, A59, A62 e AT7,
que ligam FcoRI fora do dominio de 1ligacao do 1ligando
IgA, (Monteiro et al., J. Immunol. 148:1764 (1992)).

Os FcaRI e FcyRI sdo receptores de desencadeamento
preferidos para utilizac¢do nas moléculas biespecificas da
invencdo porgque os mesmos sdo (1) expressos primariamente
sobre células efetoras imunes, por exemplo, mondcitos,
PMNs, macréfagos e células dendriticas; (2) expressos em
altos niveis (por exemplo 5.000-100.000 por célula); (3)
mediadores de atividades citotdéxicas (por exemplo, ADCC,
fagocitose); e (4) mediam a apresentagao de antigeno
aumentada de antigenos, incluindo auto-antigenos,
dirigidos aos mesmos.

As moléculas biespecificas da presente invengao podem ser
preparadas conjugando as especificidades de 1ligacgao
constituintes, por exemplo, as especificidades de ligagao
de anti-FcR e anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2, utilizando meétodos
conhecidos na técnica. Por exemplo cada especificidade de
ligacdo da molécula biespecifica pode ser separadamente e
depois conjugada a uma outra. Quando as especificidades
de ligacdo sao proteinas ou peptideos, pode-se utilizar
uma variedade de agentes de acoplamento ou ligagdao-

cruzada para conjugacdo covalente. Exemplos de agentes de
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ligacdo cruzada incluem a proteina A, carbodiimida, N-
succinimidil-S-acetil-tiocacetato (SATA), acido 5,5"-
ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB) , o-fenilenedimaleimida
(oPDM) , N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato
(SPDP) e sulfosuccinimidil 4- (N-maleimidometil) ciclo-
haxano-l-carboxilato (sulfo-SMCC) (ver, por exemplo
Karpovsky et al. J. Exp. Med. 160:1686 (1984); Liu et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 82:8648 (1985)) . Outros
métodos incluem aqueles descritos em Paulus, Behring Ins.
Mitt. N° 78:118-132 (1985); Brennan et al. Science
229:81-83 (1985)) e Glennie et al. J. Immunol. 139:2367-
2375 (1987)). Os agentes de conjugagdo preferidos sao

SATA e sulfo-SMCC, ambos disponiveis da Pierce Chemical
Co. (Rockford, IL).

Quando as especificidades de ligagdo sdo anticorpos, os
mesmos podem ser conjugados por meio de wuma ligacgédo
sulfidril das regides conectoras do terminal C das duas
cadeias pesadas. Numa modalidade particularmente
preferida, a regido conectora é modificada para conter um
nuimero impar de residuos de sulfidril, tipicamente wum,
antes da conjugacgéo.

Alternativamente, ambas as especificidades de 1ligacgao
podem ser codificadas no mesmo vetor e expressas e
montadas na mesma célula hospedeira. Este método &
particularmente Util onde a molécula biespecifica é uma
proteina de fusdo mAb x mAb, mAb x Fab, Fab x F(ab')y ou
ligando x Fab. Uma molécula biespecifica da invencgdo pode
ser uma molécula de cadeia Gnica compreendendo um
anticorpos de cadeia uUnica e um determinante de ligagao e
uma molécula biespecifica de cadeia uGnica compreendendo
dois determinantes de ligacdo. As moléculas biespecificas
podem compreender pelo menos duas moléculas de cadeia
Unica. Métodos para preparar moléculas bioespecificas sao
descritos, por exemplo nas Patentes U.S. N° 5,260,203;
5,455,030; 4,881,175; 5,132,405; 5,091,513; 5,476,786;
5,013,653; 5,258,498; e 5,482,858, cada uma das quais ¢é

aqui integralmente incorporada por citacgdo.
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A ligacdo das moléculas biespecificas aos seu alvos
especificos pode ser confirmada, por exemplo, por ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), radioimunoensaio
(RIA), andlise FACS, bioensaio (por exemplo, inibigdo do
crescimento) ou ensaio Western Blot. Cada um destes
ensaio, em geral, detecta a presenca de complexos de
proteina-anticorpo de particular interesse utilizando um
reagente marcado (por exemplo, um anticorpo) especifico
para o complexo de interesse. Por exemplo, os complexos
FcR-anticorpo podem ser detectados utilizando, por
exemplo, um anticorpo ligado a enxima ou fragmento de
anticorpo gque reconhece e especificamente se liga aos
complexos anticopos-FcR. Alternativamente, os complexos
podem ser detectados wutilizando qualquer um de uma
variedade de outros imunoensaios. Por exemplo, o
anticorpo pode ser marcado radiocactivamente e utilizado
num radioimunoensaio (RIA) (ver, por exemplo, Weintraub,
B., Principles of Radioimmunoassays, Seventh Training
Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine
Society, March, 1986, que ¢é aqui incorporado por
citacdo). O isdbétopo radiocativo pode ser detectado por
meios tais como a utilizacdo de um contador 0O ou um
contador de cintilacdo ou por autoradiografia.

Fragmentos de Anticorpos e Mimetismo de Anticorpos

A presente invencdo ndo estd limitada a anticorpos
tradicionais e pode ser praticada através da utilizacgao
de fragmentos de anticorpos e mimetismo de anticorpo.
Conforme detalhado adiante, uma ampla variedade de
tecnologias de fragmentos de anticorpos e mimetismo de
anticorpos foram agora desenvolvidas e sdo amplamente
conhecidas na técnica. Embora intmeras destas
tecnologias, tais como anticorpos de dominio, Nanocorpos,
e UniBodies facam uso de fragmentos ou outras
modificacdes a estruturas tradicionais de anticorpos, ha
também tecnologias alternativas, como por exemplo,
Affibodies, DARPins, Anticalinas, Avimers e Versabodies

que empregam estruturas de ligagdo que, ao mesmo tempo
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gue simulam a ligagdo tradicional de anticorpos, sao
geradas e funcionam por meio de mecanismos distintos.

Anticorpos de Dominio (dAbs) s&o as menores unidades de
ligacdo funcional de anticorpos, correspondentes as
regides variaveis das cadeias pesada (VH) ou leve (VL)
dos anticorpos humanos. Os anticorpos de dominio tém um
peso molecular de aproximadamente 13 kDa. A Domantis
Limited desenvolveu uma série de bibliotecas grandes e
altamente funcionais de dAbs VH e VL totalmente humanos
(mais de dez bilhdes de seqiéncias diferentes em cada
biblioteca) e utiliza estas bibliotecas para selecionar
dAbs que sdo especificos para alvos terapéuticos. Em
contraste com muitos anticorpos convencionais os
Anticorpos de dominio sdo bem expressos em sistemas de
células bacterianas, de levedura e de mamiferos. Detalhes
adicionais dos anticorpos de dominio e seus métodos de
producdo podem ser obtidos por referéncia as Patentes
U.S. 6,291,158; 6,582,915; 6,593,081; 6,172,197;
6,696,245; U.S. Série N° 2004/0110941; Pedido de Patente
Européia N° 1433846 e Patentes Européias 0368684 &
0616640; W005/035572, wW0o04/101790, WO004/081026,
Wo04/058821, W004/003019 e WO03/002609, cada wuma das
quais sdo aqui integralmente incorporadas por citacao.

Nanocorpos sdo proteinas terapéuticas derivadas de
anticorpo que contém as propriedades estruturais e
funcionais Uunicas de anticorpos de cadeia pesada de
ocorréncia natural. Estes anticorpos de cadeia pesada
contém um Unico dominio wvaridvel (VHH) e dois dominios
constantes (CH2 e CH3). Significativamente, o dominio VHH
clonado e isolado é um polipeptideo perfeitamente estavel
que abriga a capacidade total de ligagdo ao antigeno do
anticorpo de cadeia pesada original. Os Nanocorpos tém
uma alta homologia com os dominios VH dos anticorpos
humanos e podem ainda ser humanizados sem qualquer perda
de atividade. Significativamente, os Nanocorpos tém um
baixo potencial imunogénico que foi confirmado em estudos

de primatas com compostos conduzidos por Nanocorpos.
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Os Nanocorpos combinam as vantagens dos anticorpos
convencionais com caracteristicas importantes de drogas
de molécula pequena. Como os anticorpos convencionais, os
Nanocorpos apresentam alta especificidade ao alvo, alta
afinidade para o seu alvo e baixa toxicidade inerente. No
entanto, como as drogas de molécula pequena Os mesSmMOs
podem inibir enzimas e ter pronto acesso a fissuras de
receptores. Além disso, os Nanocorpos sao extremamente
estaveis, podem ser administrados por meios que ndo seja
por injecdo (ver, por exemplo, o documento WO 04/041867,
que é aqui integralmente incorporado por citagdo) e séo
faceis de fabricar. Outras vantagens dos Nanocorpos
incluem © reconhecimento de epitopos incomuns ou
escondidos como resultado do seu pequeno tamanho,
ligando-se a cavidades ou sitios ativos de alvos de
proteina com alta afinidade e seletividade devido ao seu
formato tridimensional, flexibilidade de formato de
droga, adaptacdo da meia-vida e facilidade e velocidade
de descoberta da droga.

Os Nanocorpos sdo codificados por genes unicos e sdo
produzidos de forma eficiente em quase todos os
hospedeiros procaridéticos e eucaridticos, por exemplo, E.
coli (ver, por exemplo, a Patente U.S. 6,765,087, que é&
aqui integralmente incorporada por citacgdo), bolores (por
exemplo, Aspergillus ou Trichoderma) e levedura (por
exemplo Saccharomyces, Kluyveromyces, Hansenula ou
Pichia) (Ver, por exemplo, a Patente U.S. 6,838,254, que
é aqui integralmente incorporada por citagao). O processo
de producdo é escalonavel e foram produzidas quantidades
de muitos quilogramas de Nanocorpos. Pelo fato dos
Nanocorpos exibirem uma estabilidade superior em
comparacdo com anticorpos convencionais, 0s mesmos podem
ser formulados como uma solugdo com longo prazo de
validade e pronta para ser usada.

O método de Nanoclone (ver, por exemplo, o documento WO
06/079372, que ¢é aqui 1integralmente incorporado por

citacdo) é um método privado para gerar Nanocorpos contra
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um alvo desejado, com base em seleg¢do de high-throughput
automatico de células B e poderia ser utilizado no
contexto da presente invengédo.

UniBodies sdao uma outra tecnologia de fragmento de
anticorpo, no entanto esta é baseada na remogdo da regido
conectora dos anticorpos IgG4. A delegdo da regido
conectora resulta numa molécula gque ¢é essencialmente
metade do tamanho dos anticorpos IgG4 tradicionais e tem
uma regido de ligacdo univalente em vez da regido de
ligacdo bivalente dos anticorpos IgG4. E também sabido
que os anticorpos IgG4 séo inertes e, deste modo, nao
interagem com o sistema imunoldégico, © que pode ser
vantajoso para o tratamento de doengas onde a resposta
imune ndo ¢é desejada e esta vantagem ¢é passada aos
UniBodies. Por exemplo, UniBodies podem funcionar para
inibir ou silenciar, mas ndo matar, as células as quais
estdo ligados. Além disso, a ligag¢do de UniBody a células
de cancer nao estimulam a proliferagdo das mesmas. Além
disso, pelo fato dos UniBodies serem metade do tamanho
dos anticorpos IgG4 tradicionais, O0s mesmos podem
apresentar uma melhor distribuicido sobre tumores grandes
sélidos com eficacia potencialmente vantajosa. Os
UniBodies s&o eliminados do corpo a uma taxa similar a
dos anticorpos IgG4 inteiros e sao capazes de ligar com
uma afinidade similar aos seus antigenos como 0Os
anticorpos inteiros. Detalhes adicionais de UniBodies
podem ser obtidos por referéncia a Publicagdo PCT N°
W02007/059782, que ¢é aquil integralmente incorporada por
citacao.

As moléculas Affibody representam wuma nova classe de
proteinas baseadas num dominio de proteinas de residuo de
aminocdcidos 58, derivadas de uma dos dominios de ligagao
a IgG da proteina A de staphyloccoccus. Este dominio de
grupo de trés hélices foi utilizado como um esqueleto
(scaffold) para a construgdo de bibliotecas combinatdrias
de fagemidos das quais as variantes de Affibody que se

dirigem as moléculas desejadas podem ser selecionadas
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utilizando a tecnologia de apresentagdo sobre fago (Nord
K, Gunneriusson E, Ringdahl J, Stahl S, Uhlen M, Nygren
PA, Binding proteins selected from combinatorial
libraries of an o-helical bacterial receptor domain, Nat
Biotechnol 1997;15:772-7. Ronmark J, Gronlund H, Uhlen M,
Nygren PA, Human immunoglobulin A (IgA)-specific ligands
from combinatorial engineering of protein A, Eur J
Biochem 2002;269:2647-55.). A estrutura simples e robusta
das moléculas de Affibody em combinagdo com o seu baixo
peso molecular (6 kDa), torna as mesmas adequadas para
uma ampla variedade de aplicagdes, por exemplo, como
reagentes de deteccgdo (Ronmark J, Hansson M, Nguyen T, et
al., Construction and characterization of affibody-Fc
chimeras produced in Escherichia coli, J Immunol Methods
2002;261:199-211) e para inibir interac¢des de receptor
(Sandstorm K, Xu Z, Forsberg G, Nygren PA, Inhibition of
the CD28-CD80 co-stimulation signal by a CD28-binding
Affibody 1ligand developed by combinatorial protein
engineering, Protein Eng 2003;16:691-7) . Detalhes
adicionais sobre Affibodies e seus métodos de producgao
podem ser obtidos por referéncia a Patente U.S. N°
5831012, que € aqui integralmente incorporada por
citacéao.

Affibodies marcados também podem ser Uteis em aplicacgdes
de imagiologia para determinar a abundéncia das
isoformas.

As DARPins (Proteinas Projetadas de Repetigdo de
Angquirina) sdo um exemplo de uma tecnologia de anticorpo
mimético DRP (Proteina Projetada de Repeticdo) que foi
desenvolvida para explorar as capacidades de ligacao de
polipeptideos ndao-anticorpos. As proteinas de repetigdo
como a anquirina ou proteinas ricas em leucina sé&o
moléculas de ligacdo ubiqua que ocorrem, ao contrario dos
anticorpos, intra e extracelularmente. Suas
caracteristicas de arquitetura modular unica apresenta
unidades estruturais repetidas (repetigdes) que se

empilham para formar dominios de repetigdo alongados
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apresentando superficies de ligagdo ao alvo variavel e
modular. Com base nesta modularidade, pode-se dJgerar
bibliotecas combinatérias de polipeptideos com
especificidades de ligagdo altamente diversificadas. Esta
estratégia inclui a concepg¢do de consenso de repetigdes
auto-compativeis que apresentam residuos de superficie
varidvel e sua montagem aleatdéria em dominios de
repeticgao.

DARPins podem ser produzidas em sistemas de expressao
bacteriano em rendimentos muito elevados e pertencem as
proteinas mais estdveis conhecidas. Foram selecionadas
DARPins altamente especificas, de alta afinidade a uma
ampla faixa de proteinas alvo, incluindo receptores
humanos, citoquinas, quinases, proteases humanas, virus e
proteinas de membrana. Pode-se obter DARPins que tém

afinidade em nivel de nonomolar de um digito a picomolar

As DARPins foram utilizadas numa ampla faixa de
aplicacdées, incluindo ELISA, ELISA sanduiche, analise
citométrica de fluxo (FACS), imuno-histoquimica (IHC),
aplicacdes de chip, purificagdo de afinidade ou Western
blotting. As DARPins também demonstraram ser altamente
ativas no compartimento intracelular por exemplo como
proteinas marcadora intracelulares fundidas a proteina
fluorescente verde (GFP) . As DARPins foram também
utilizadas para inibir a entrada viral com IC50 ao nivel
de pM. As DARPins ndo s&o apenas ideails para blogquear
interacdes proteina-proteina, mas também para inibir
enzimas. Proteases, gquinases e transportadores foram
inibidos com sucesso, na maioria dos casos um modo de
inibicdo alostérico. Enriquecimentos especificos e muito
rapidos no tumor e proporgdes de tumor para sangue muito
favoraveis tornam as DARPins muito adequadas para
diagnésticos in vivo ou abordagens terapéuticas.
Informagdes adicionais referentes a DARPins e outras
tecnologias DRP podem ser encontradas na Publicacdo do
Pedido de Patente U.S. N° 2004/0132028 e Publicacdo do
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Pedido de Patente Internacional N° WO 02/20565, ambas as
quais sd@o aqui integralmente incorporadas por citacgao.
Anticalinas s&o uma tecnologia mimética de anticorpo
adicional, no entanto, neste caso, a especificidade de
ligacao ¢é derivada de 1lipocalinas, uma familia de
proteinas de baixo peso molecular gque sao natural e
abundantemente expressas em tecidos humanos e fluidos
corporais. 'As lipocalinas evolveram para realizar uma
variedade de fung¢des in vivo associadas com o transporte
fisioldégico e a armazenagem de compostos quimicamente
sensiveis ou insoluveis. As lipocalinas tém uma estrutura
intrinseca robusta compreendendo um barril-f altamente
conservado que suporta quatro loops num terminal da
proteina. Estes loops foram a entrada para uma bolsa de
ligacdo e diferencas conformacionais nesta parte da
molécula sdo responsavelis pela variagdo na especificidade
de ligacdo entre lipocalinas individuais.

Embora a estrutura dos loops hipervariaveis como um
todo suportados por uma estrutura de folha-B seja
reminiscente de imunoglobulinas, as 1lipocalinas diferem
consideravelmente dos anticorpos em termos de tamanho,
sendo compostas de uma cadeia de polipeptideo simples de
160-180 aminoacidos que é marginalmente maior do gque um
dominio de imunoglobulina simples.

As lipocalinas sao c¢lonadas e seus 1loops sao
submetidos a modificacdo a fim de <c¢riar Anticalinas.
Foram geradas bibliotecas de Anticalinas estruturalmente
diversas e a apresentagdo de Anticalina permite a selecgdo
e rastreio da funcdo de ligagdo, seguida pela expressio e
producdo de proteina soluvel para andlise adicional em
sistemas procaridéticos ou eucaridticos. Estudos
demonstraram com éxito que pode—-se desenvolver
Anticalinas que sao especificas para virtualmente
qualquer proteina alvo humana e podem ser isoladas e
pode-se obter afinidades de ligagég ao nivel nanomolar ou
superior.

As Anticalinas também podem ser formatadas como
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proteinas de direcionamento duplo, chamadas Duocalinas. A
Duocalina liga dois alvos terapéuticos separados numa
proteina monomérica facilmente produzida utilizando
processos de fabricagdo padrdo ao mesmo tempo que retém a
especificidade e afinidade independentemente da
orientacdo estrutural dos seus dois dominios de ligacé&o.

A modulacdo de alvos multiplos através de uma unica
molécula é particularmente vantajoso em doencgas
conhecidas por envolver mais de um unico fator causador.
Além disso, formatos de ligagdo bi ou multivalentes tais
como Duocalinas tém potencial significativo em atingir
moléculas da superficie celular em doenca, mediando
efeitos agonistas sobre vias de transdugdo de sinal ou
induzindo efeitos de internalizagdo aumentada por meio de
ligacdo e agrupamento de receptores de superficie de
célula. Além disso, a estabilidade das Duocalinas
altamente intrinseca é compravel as Anticalinas
monoméricas, oferecendo formulagdo flexivel e potencial
de administracdo para as Duocalinas.

Informacdes adicionais sobre Anticalinas podem ser
encontradas na Patente U.S. N° 7,250,297 e na Publicacgéao
do Pedido de Patente Internacional N° WO 99/16873 ambas
as quais sdo aqui integralmente incorporadas por citacgédo.

Outra tecnologia de mimética de anticorpo Gtil no
contexto da presente invencdo sdo os Avimers. Avimers sdo
evolvidos de uma grande familia de dominios de receptores
extracelulares humanos por uma troca de éxons (exon
shuffling) e apresentagcdo sobre fago, gerando proteinas
de dominios multiplos com propriedades de 1ligagdo e
inibidoras. Foi demonstrado que a ligagdo de dominios de
ligagdo independentes multiplos cria avidez e resulta em
afinidade e &especificidade melhoradas compradas com
proteinas de ligagdo de um epitopo convencionais. Outras
vantagens potenciais incluem a produgdo simples e eficaz
de moléculas especificas de alvo multiplo em Escherichia
coli, termoestabilidade melhorada e resisténcia a

proteases. Avimers com afinidades sub-nanomolares foram
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obtidos contra uma variedade de alvos.

Informacdbes adicionais sobre Avimers podem ser
encontradas nas Publicacdes de Pedidos de Patente U.S. N°
2006/0286603, 2006/0234299, 2006/0223114, 2006/0177831,
2006/0008844, 2005/0221384, 2005/0164301, 2005/0089932,
2005/0053973, 2005/0048512, 2004/0175756, todas as guais
sdo aqui integralmente incorporadas por citacdo.
Versabodies sd&o uma outra tecnologia de fragmento de
anticorpo que pode ser utilizada no contexto da presente
invencdo. Os Versabodies s&o proteinas pequenas de 3-5
kDa com >15% de cisteinas, gque formam um esgqueleto de
alta densidade de dissulfureto, substituindo o nucleo
hidréfobo que as proteinas tipicas tém. A substituicdo de
um grande numero de aminoacidos hidrdéfobos, compreendendo
o nucleo hidréfobo, por um pequeno namero de
dissulfuretos resulta em uma proteina que ¢é menor, mais
hidréfila (menos agregacdo e ligacgdo ndo especifica), mas
resistentes a proteases e calor e tem uma densidade menor
de epitopos de células T, porque os residuos que mais
contribuem para a apresentagdo de MHC sdo hidrdéfobos.
Todas quatro destas propriedades sdo conhecidas por
afetar a imunogenicidade, e Jjuntas espera-se dque as
mesmas causem uma grande diminuicdo em imunogenicidade.

A inspiracdo para Versabodies vem dos biofarmacéuticos
injetdveis naturais produzidos por sanguessugas, cobras,
aranhas, escorpides, lesmas e anémonas que sdo conhecidos
por exibir wuma imunogenicidade inesperadamente baixa.
Partindo de familias de proteinas naturais selecionadas,
projetando e selecionando o tamanho, a hidrofobicidade, o
processamento de antigeno proteolitico e a densidade de
epitopo sdo minimizados a niveis muito abaixo da média
para proteinas injetdveis naturais.

Dadas as estruturas de Versabodies, estes miméticos de
anticorpo oferecem um forma versatil que inclui multi-
valéncia, multi-especificidade, uma diversidade de
mecanismos de meia-vida, mbdédulos de direcionamento a

tecido e a auséncia da regidao Fc do anticorpo. Além
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disso, os Versabodies sado fabricados em E. coli em altos
rendimentos, e por causa da sua hidrofilicidade e pequeno
tamanho, os Versabodies sdo altamente solUveis e podem
ser formulados em altas concentracgdes. Os Versabodies sédo
excepcionalmente termoestédveis (eles podem ser fervidos)
e oferecem vida util prolongada.

Informagdes adicionais sobre Versabodies podem ser
encontradas na Publicacdo de Pedido de Patente U.S. N°
2007/0191272 que ¢ aqui integralmente incorporada por
citacéao.

A descricdao detalhada de fragmentos de anticorpos e
tecnologias de mimética de anticorpos acima apresentada
ndo pretende se uma lista completa de todas as
tecnologias que poderia ser utilizadas no contexto da
presente memdéria descritiva. Por exemplo, e também n&do a
titulo de limitacéao, uma variedade de tecnologias
adicionais poderiam ser utilizadas no contexto da
presente invencgao, incluindo tecnologias a base de
polipeptideo alternativo, tais como fusdes de regides
determinantes complementares conforme descrito em Qui et
al., Nature Biotechnology, 25(8) 921-929 (2007), que &
aqui integralmente incorporado por citagdo, bem como
tecnologias & base de &cido nucléico, tais como as
tecnologias de aptadmeros de ARN descritas nas Patentes
Uu.s. N° 5,789,157, 5,864,026, 5,712,375, 5,763,566,
6,013,443, 6,376,474, 6,613,526, 6,114,120, 6,261,774 e
6,387,620, todas as guais sao aqgui integralmente
incorporadas por citacgédo.

Composicgdes Farmacéuticas

Em um outro aspecto, a presente invengao proporciona uma
composicdo, por exemplo, uma composicdo farmacéutica,
contendo um ou uma combinacdo de anticorpos monoclonais
ou suas porgdes de 1ligagdo ao antigeno, da presente
invencgao, formulada juntamente com um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Estas composig¢gdes podem
incluir um ou uma combinacdo de anticorpos (por exemplo,

um ou mais anticorpos diferentes) ou imunoconjugados ou
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moléculas biespecificas da invencdo. Por exemplo, uma
composig¢do farmacéutica da invencéo pode compreender uma
combinagao de anticorpos (ou imunoconjugados ou
biespecificos) que se ligam a epitopos diferentes no
antigeno alvo ou que tém atividades complementares.

As composicdes farmacéuticas da invengdo também podem ser
administradas em terapia de combinacgéao, isto é,
combinadas a outras agentes. Por exemplo a terapia de
combinacdo pode incluir um anticorpo anti-BMP2, anti-
BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti-
BMPR2 da presente invengdo combinado com pelo menos um
outro agente antiinflamatdério ou imunossupressor, um ou
mais outro anticorpo tendo eficdcia contra uma doenga
Ossea ou cancer e/ou uma ou mais modalidades
quimioterapéuticas. Sera entendido que uma ampla
variedade de abordagem co-terapéuticas s&do contempladas
com a vantagem dosagens diminuidas de um anticorpo anti-
BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B, anti-ACTR1,
e/ou anti-BMPR2 da invencdo pode resultar em uma redugao
de efeitos colaterais terapéuticos.

Em outras modalidades, os anticorpos terapéuticos aqui
revelados podem ser utilizados em combinagdo com um ou
mais anticorpos que suprime uma via imunossupressora
como, por exemplo, em combinagdao com um anticorpo anti-
CTLA-4 (aqui exemplificado pelo anticorpo designado MDX-
010). A proteina CTLA-4 é encontrada em certos linfécitos
que, quando reconhecem uma substancia estranha, tal como
um virus ou bactérias, iniciam uma resposta imune para
combater a infeccdo. As proteinas CTLA-4 ajudam a parar a
resposta imune diminuindo o ndmero de células
imunolégicas que lutam contra o virus ou bactérias.
Quando uma resposta imune é montada contra células Osseas
e/ou de tumor, no entanto, pode ser benéfico ndo parar a
resposta imune, mas, ao contrario, manter um grande
numero de linfécitos disponiveis. Deste modo, um
anticorpo anti-CTLA-4, tal como MDX-010 pode ser

utilizado vantajosamente em combinagdo com um ou mais
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anticorpos anti-BMP2Z, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 da presente invencao
para bloquear a CTLA-4 e manter a atividade imunolédgica.
Conforme aqui utilizado, "veiculo farmaceuticamente
aceitavel"” inclui quaisquer e todos os solventes, meios
de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifungicos, agentes isotdénicos e de atraso de absorcgao
e outros semelhantes qgue sao fisiologicamente
compativeis. Tipicamente, o veiculo é adequado para
administracgao intravenosa, intramuscular, subcutéanea,
parenteral, espinhal ou epidérmica (por exemplo, por
injecdo ou perfusdo). Dependendo da via de administracao,
o composto ativo, isto é, o anticorpo, imunoconjugado ou
molécula biespecifica, pode ser revestido em um material
para proteger o composto contra a agdo de &acidos e outras
condicdes naturais que podem inativar o composto.

Os compostos farmacéuticos da invengdo podem incluir um
ou mais sais farmaceuticamente aceitaveis. Um"sal
farmaceuticamente aceitavel" se refere a um sal gque retém
a atividade bioldégica desejada do composto precursor e
ndo confere quaisquer efeitos toxicoldgicos indesejaveis
(ver, por exemplo, Berge et al., J. Pharm. Sci. 66:1-19
(1977)). Exemplos destes sais incluem sais de adigdo de
dcido e sais de adicdo de base. Os sais de adicgdo de
4dcido sado aqueles derivados de acidos inorganicos ndo
téxicos, tais como, o acido cloridrico, nitrico,
fosfbérico, sulfurico, bromidrico, iodridrico, fosforoso e
outros, bem como &cidos orgdnicos ndo téxicos, tais como
acidos alifdticos mono- e dicarboxilicos, aAcidos
alcandicos fenil-substituidos, acidos hidroxi alcandicos,
acidos aromaticos, acidos sulfébnicos alifaticos e
aromaticos e outros. Os ais de adigdo de base incluem
aqueles derivados de metails alcalino terrosos, tais como
sédio, potédssio, magnésio, calcio e outros, bem como de
aminas orgénicas ndo téxicas, tais como N,N'-
dibenziletilenediamina, N-metilglucamina, cloroprocaina,

colina, dietanolamina, etilenodiamina, procaina e outras.
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Uma composicdo farmacéutica da invengdo também pode
incluir um antioxidante farmaceuticamente aceitéavel.
Exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceitaveis
incluem; (1) antioxidantes soluveis em &gua, tais como

dcido ascérbico, cloridrato de disteina, bissulfato de

sédio, metabissulfito de sbédio, sulfito de sédio e
outros; (2) antioxidantes soluveis em 6&leo, tais como
ascorbil palmitado, hidroxianisole butilado (BHA) ,

hidroxitolueno butilado (BHT), 1lecitina, propil galato,
alfa-tocoferol e outros; e (3) agentes quelantes
metdlicos, tais como Aacido citrico, acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA), sorbitol, &cido tartédrico, 4&acido
fosfdérico e outros.

Exemplos de veiculos aquosos e ndo aquosos adequados que
pode ser utilizados nas composigdes farmacéuticas da
invencdo incluem &agua, etanol, polidis (tais como glicol,
propileno glicol, polietileno glicol e outros) e suas
misturas adequadas, O&6leos vegetais, tais como azeite de
oliva e ésteres orgdnicos injetaveis, tais como oleato de
etila. Pode-se manter uma fluidez apropriada, por
exemplo, pela utilizacdo de materiais de revestimento,
tais como lecitina, pela manutengdo do tamanho de
particula necessdrio no caso de dispersdes e pela
utilizacdo de tensoativos.

Estas composicdes também podem conter coadjuvantes tais
como conservantes, agentes umectantes, agentes
emulsionantes e agentes dispersantes. A prevengdo da
presenga de microrganismos pode ser assegurada tanto por
procedimentos de esterilizagdo, supra como pela inclusao
de vArios agentes antibacterianos e antiftngicos, por
exemplo parabeno, clorobutanol, &cido fenol sérbico e
outros. Pode também ser desejavel incluir agentes
isotdénicos, tais como acucares, cloreto de sdédio e outros
nas composicdes. Além disso, a absorgdo prolongada da
forma farmacéutica injetavel pode ser ocasionada pela
inclusdo de agentes gue retardam a absorgdo, tais como

monoestearato de aluminio e gelatina.
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Os veiculos farmaceuticamente aceitaveis incluem solugdes
ou dispersdes aquosas e pds estéreis para a preparacao
extemporénea de solucdes ou dispersdes injetaveis
estéreis. A utilizacdo destes meios e agentes para
substancias farmaceuticamente ativas ¢é conhecida na
técnica. Exceto na medida em que guaisquer meios
convencionais ou agente sejam incompativeis com ©
composto ativo, é contemplada a utilizacdo destes nas
composi¢des farmacéuticas da invengdo. Compostos ativos
suplementares também pode ser incorporados nas
composicgdes.

Tipicamente, as composigdes terapéuticas tém de ser
estéreis e estéaveis em condicgdes de fabricacéao e
armazenamento. As composic¢des podem ser formuladas como
uma solucdo, microemulsdo, liposoma ou outra estrutura
ordenada adequada a uma alta concentracdo de droga. O
veiculo pode ser um solvente ou meio de disperséao
contendo, por exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo
glicerol, propileno glicol e polietileno glicol liguido e
outros) e suas misturas adequadas. Pode-se manter uma
fluidez apropriada, por exemplo, pela utilizagdo de um
revestimento, tal como lecitina, pela manutencdao do
tamanho de particula necessario no caso de dispersées e
pela utilizagdo de tensocativos. Em muitos casos, sera
preferivel incluir agentes isotdnicos, por exemplo,
acucares, polidlcoois tais como manitol, sorbitol ou
cloreto de sédio nas composigdes. A absorgdo prolongada
da forma farmacéutica injetdvel pode ser ocasionada pela
inclusdo de agentes que retardam a absorcdo, tais como
sais monoestearato e gelatina.

Solucgdes injetaveis estéreis podem ser preparadas
incorporando o composto ativo na quantidade necessaria em
um solvente apropriado com um ou uma combinagdo dos
ingredientes enumerados acima, conforme necessario,
seguido pela esterilizagdo por microfiltragdo. De um modo
geral, as dispersdes sdo reparadas incorporando o

composto ativo em um veiculo estéril que contém um meio
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de dispersdo basico e outros ingredientes necessarios
destes enumerados acima. No caso de pdés estéreis para a
preparacido de solucgdes injetaveis estéreis, os métodos
preferidos de preparagdo sao secagem a vacuo e secagem
por congelamento (liofilizag&do) que produzem um pd do
ingrediente ativo mais qualquer ingrediente desejado
adicional de uma sua solucdo anteriormente esterilizada
por filtracgéo.

A quantidade de ingrediente ativo que pode ser combinada
com um material veiculo para produzir uma forma de
dosagem Unica ird variar dependendo do individuo sendo
tratado o modo de administracdo em particular. A
quantidade de ingrediente ativo que pode ser combinada
com um material veiculo para produzir uma forma de
dosagem unica, de um modo geral, sera aquela quantidade
da composicdo que produz um efeito terapéutico. Em geral,
de cem por cento, esta quantidade ira variar de cerca de
0,01 por cento a cerca de noventa e nove por cento do
ingrediente ativo, tipicamente de cerca de 0,1 por cento
a cerca de 70 por cento, mais tipicamente de cerca de 1
por cento a cerca de 30 por cento do ingrediente ativo em
combinacdo com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Os regimes de dosagem s&o ajustados para proporcionar a

resposta o6tima desejada (por exemplo, uma resposta
terapéutica). Por exemplo, pode-se administrar um bolo
Gnico , pode-se administrar varias doses divididas ao

longo do tempo ou a pode ser reduzida ou aumentada
proporcionalmente conforme indicado pelas exigéncias das
situacdo terapéutica. E especialmente vantajoso formular
composicbées parenterais em forma de dosagem unitaria para
facilidade de administracdo e uniformidade de dosagem.
Conforme aqui utilizado, forma de dosagem unitaria se
refere a unidades fisicamente individuais adequadas como
dosagens unitdrias para os individuos serem tratados;
cada unidade contém uma gquantidade predeterminada de
composto ativo calculada para produzir o efeito

terapéutico desejado em associagdo com © veiculo
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farmacéutico necessario. As especificagdes para as formas
de dosagem unitarias da invencgéao sdo ditadas e
diretamente dependentes (a) das caracteristicas unicas do
composto ativo e o efeito terapéutico em particular a ser
obtido e (b) das limitacgdes inerentes na técnica de
formulacdo de compostos tal como um composto ativo para o
tratamento de sensibilidade em individuos.

Para a administracdo do anticorpo, as dosagens variam de
cerca de 0,0001 a 100 mg/kg e mais frequentemente 0,01 to
25 mg/kg, do peso corporal do hospedeiro. Por exemplo, as
dosagens podem ser de 0,3 mg/kg de peso corporal, 1 mg/kg
de peso corporal, 3 mg/kg de peso corporal, 5 mg/kg de
peso corporal ou 10 mg/kg de peso corporal ou na faixa de
1-10 mg/kg. Podem ser utilizadas dosagens mais altas, por
exemplo, 15 mg/kg de peso corporal, 20 mg/kg de peso
corporal ou 25 mg/kg de peso corporal conforme
necessario. Um regime de tratamento exemplificativo
implica a administragdo uma vez por semana, uma vez a
cada duas semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez a
cada quatro semanas, uma Vvez poOr més, uma vez a cada 3
meses ou uma vez a cada trés a 6 meses. Regimes de
dosagem em particular para um anticorpo da invengdo
incluem 1 mg/kg de peso corporal ou 3 mg/kg de peso
corporal por administracdo intravenosa, com o anticorpo
sendo dado wutilizando um dos seguintes esquemas de
dosagem: (i) a cada gquatro semanas por seis dosagens,
depois a cada trés meses; (ii) a cada trés semanas; (iii)
3 mg/kg de peso corporal uma vez seguido por 1 mg/kg de
peso corporal a cada trés semanas.

Em alguns métodos, dois ou mais anticorpos monoclonais
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da invengdo com especificidades de
ligacao diferentes sdo administrados simultaneamente, em
cujo caso a dosagem de cada anticorpo administrado se
enquadra nas faixas indicadas. O anticorpo é, em geral,
administrado em ocasides multiplas. Os intervalos entre

dosagens unitarias podem ser, por exemplo, semanais,

e
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mensais, a cada trés meses ou anuais. Os intervalos
também podem ser irregulares conforme indicado pela
medicdo dos niveis de anticorpo no sangue do paciente
contra o antigeno alvo. Em alguns métodos, a dosagem ¢&
ajustada para obter uma concentracao de anticorpos no
plasma de cerca de 1-1000 Og /mL e, em alguns métodos,
cerca de 25-300 Og /mL.

Em outros métodos, um ou mais anticorpos monoclonais
anti-~-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da invencgdo sao administrados
simultaneamente com um anticorpo que tem especificidade
de ligacdo distinta, tal como, por exemplo, anti-CTLA-4
e/ou anti-PD-1, em cujo caso a dosagem de cada anticorpo
administrado se enquadra nas faixas indicadas.
Alternativamente, o anticorpo pode ser administrado como
uma formulacdo de libertacgdo sustentada, em cujo caso é
necessaria uma administracdo menos freqliente. A dosagem e
freqiéncia vaiam dependendo da meia-vida do anticorpo no
doente. Em geral, os anticorpos humanos apresentam: a
meia-vida mais longa, seguido por anticorpos humanizados,
anticorpos quiméricos e anticorpos ndo humanos. A dosagem
e a freqiéncia da administracdo pode variar dependendo se
o tratamento é profiladtico ou terapéutico. Nas aplicacgdes
profilaticas, uma dosagem relativamente baixa é
administrada em intervalos relativamente frequientes por
um periodo de tempo prolongado. Alguns pacientes
continuam a receber tratamento para o resto de suas
vidas. Nas aplicacgdes terapéuticas, uma dosagem
relativamente alta em intervalos relativamente curtos ¢,
algumas vezes, necessaria até que o progresso da doencga
seja reduzido ou terminado e, tipicamente, até que o
paciente apresente uma melhora parcial ou completa dos
sintomas da doenca. Depois disto, o paciente pode ser
administrado um regime profilatico.

Os niveis de dosagem reais dos ingredientes ativos nas

composigdes farmacéuticas da presente invengdo podem
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variar de modo a obter uma quantidade do ingrediente
ativo que seja eficaz para atingir a resposta terapéutica
deseja para um paciente em particular, composig¢do e modo
de administracdo, sem ser tdéxico para o paciente. O nivel
de dosagem selecionado iré& depender de uma variedade de
fatores farmacocinéticos incluindo a atividade das
composicdes em particular utilizadas da presente invencgao
ou seu éster, sal ou amida, a via de administracdo, a
hora da administracdo, a taxa de excrecdao do composto em
particular sendo wutilizado, a duracdo do tratamento,
outras drogas, compostos e/ou materiais wutilizados na
combinacdo com as composigdes em particular utilizadas, a
idade, sexo, peso, estado, saude em geral e histdérico
médico anterior do paciente sendo tratado e fatores
semelhantes conhecidos na medicina.

Uma "dosagem terapeuticamente eficaz" de um anticorpo
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da invencdo tipicamente resulta em
uma diminuicdo na gravidade dos sintomas da doencga, um
aumento na fregiiéncia e duragao de periodos livres de
sintomas da doenca ou uma prevengdo de deficiéncia ou
incapacidade face a afligdo da doenga. Por exemplo, para
o tratamento de doenca O6ssea ou canceres associados com
células ou tumores BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1,
e/ou BMPR2, uma "dosagem terapeuticamente eficaz",
tipicamente, inibe o crescimento celular ou crescimento
do tumor em pelo menos cerca de 20%, mais tipicamente em
pelo menos cerca de 40%, ainda mais tipicamente em pelo
menos cerca de 60% e ainda mais tipicamente em pelo menos
cerca de 80% em relacdo a individuos né&o tratados. A
capacidade de um composto de inibir o crescimento do
tumor pode ser avaliada em um sistema de modelo animal
previsivel da eficacia em tumores humanos.
Alternativamente, esta propriedade de uma composicao pode
ser avaliada examinado a capacidade do composto de inibir
o crescimento celular, esta inibigdo pode ser medida in

vitro por ensaios conhecidos dos especialistas. Uma
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quantidade terapeuticamente eficaz de um composto
terapéutico pode diminuir o tamanho do tumor ou, entéo,
melhorar os sintomas em um individuo. Alguém com
conhecimento corrente da técnica seria capaz de
determinar estas quantidades com base em fatores tais
como o tamanho do individuo, a gravidade dos sintomas do
individuo e a composicdo em particular ou via de
administracdo selecionadas.

Uma composicdo da presente invengdo pode ser administrada
por meio de uma ou mais vias de administracao utilizando
uma ou mais de uma variedade de métodos conhecidos na
técnica. Conforme seréa entendido pelo técnico
especialista, a via e/ou modo de administracdo iréd variar
dependendo dos resultados desejados. As vias de
administracdo preferidas para os anticorpos da invengéao
incluem as vias intravenosa, intramuscular, intradérmica,
intraperitoneal, subcutéanea, espinal ou outras vias
parenterais de administracdo, por exemplo, por injegd&o ou
perfusao. A expressao "administracao parenterais"
conforme aqui utilizada, significa modos de administracao
além da administracdo entérica e toépica, em geral por
injecdo e inclui, sem limitacdo, injecdo e perfuséo
intravenosa, intramuscular, intrarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica,
intraperitoneal, transtraqueal, subcutéanea, subcuticular,
intra-articular, subcapsular, subaraquindide,
intraespinal, epidural e intraesternal.

Alternativamente, um anticorpo da invencdao pode ser
administrado por uma via ndo parenteral, tal como uma via
de administracdo tépica, epidérmica ou mucosa, por
exemplo por via intranasal, oral, vaginal, retal,
sublingual ou tépica.

Os compostos ativos podem ser preparados com veiculos que
protegerdo os compostos contra a libertacao rapida, tal
como uma formulacdo de libertagdo controlada, incluindo
implantes, adesivos transdérmicos e sistemas de

administrag¢ao microencapsulados. Polimeros
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biodegradaveis, biocompativeis podem ser utilizados, tais
como o etileno vinil acetato, polianidridos, acido
poliglicélico, coléageno, poliortoésteres e acido
poliladtico. Muitos métodos para a preparagdo destas
formulacdes sdo patenteados e sdo, em geral, conhecidos
dos especialistas na técnica. Ver, por exemplo, Sustained
and Controlled Release Drug Delivery Systems (J.R.
Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nova Iorque, 1978).
As composicdes terapéuticas podem ser administradas com
dispositivos médicos conhecidos na técnica. Por exemplo,
em uma modalidade preferida, uma composicao terapéutica
da invencdo pode ser administrada com um dispositivo de
injegéo hipodérmica sem agulha, tal como os dispositivos
revelados nas Patentes U.S. N° 5,399,163; 5,383,851;
5,312,335; 5,064,413; 4,941,880; 4,790,824; ou 4,596,556.
Exemplos de implantes e mdédulos conhecidos uUteis na
presente inveng¢do incluem: Patente U.S. N° 4,487,603, que
revela uma bomba de micro-perfusdo implantavel para
administrar um medicamento a uma taxa controlada; Patente
U.S. N° 4,486,194, que revela um dispositivo terapéutico
para administrar medicamentos através da pele; Patente
U.S. N° 4,447,233, que revela uma bomba de perfusdao de
medicamentos para administrar um medicamento a uma taxa
de perfusdo precisa; Patente U.S. N° 4,447,224, que
revela um aparelho de perfusdo implantavel de fluxo
variavel para a administrac¢do de droga de forma continua;
Patente U.S. N° 4,439,196, que revela um sistema de
administracdo de droga osmdético com compartimentos de
camaras multiplas; e Patente U.S. N° 4,475,196, que
revela um sistema de administragdo de droga osmdético.
Estas patentes sdo aqui incorporadas por citacao. Muitos
outros implantes deste tipo, sistemas e mbdédulos de
administracao sao conhecidos dos especialistas na
técnica.

Em certas modalidades, os anticorpos monoclonais humanos
da invencdo podem ser formulados para assegurar uma

distribuicdo apropriada in vivo. Por exemplo, a barreira
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sangue cérebro (BBB) exclui muitos compostos altamente
hidré6filos. Para assegurar que os compostos terapéuticos
da invencdo cruzam a BBB (se desejado) os mesmos podem
ser formulados, por exemplo, em liposomas. Para métodos
de fabricar liposomas, ver, por exemplo as Patentes U.S.
N° 4,522,811; 5,374,548; e 5,399,331. Os liposomas podem
compreender uma ou mais unidades que s&ao transportadas,
de forma seletiva, para dentro de células ou O&rgdaos
especificos, deste modo aumenta a administracao de droga
dirigida (ver, por exemplo, Ranade, J. Clin. Pharmacol.
29:685 (1989)) . Unidades de direcionamento
exemplificativas incluem folato e Dbiotina (ver, por
exemplo, a Patente U.S. N°® 5,416,016 de Low et al.):;
manosidos (Umezawa et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
153:1038 (1988)); anticorpos (Bloeman et al. FEBS Lett.
357:140 (1995) ; Owais et al. Antimicrob. Agents
Chemother. 39:180 (1995)); receptor da proteina A
tensoativa (Briscoe et al. Am. J. Physiol. 1233:134
(1995)); Schreier et al. J. Biol. Chem. g§2:9090 (19%94).) ;
ver, também Keinanen e Laukkanen FEBS Lett. 346:123
(1994); Killion e Fidler Immunomethods 4:273 (1994).
Utilizacdes e Métodos da Invencgao

Os anticorpos, particularmente os anticorpos humanos,
composicdes de anticorpos e métodos da presente invengao
tém inumeras utilidades para diagnéstico e terapéuticas
in vitro e in vivo envolvendo o diagndéstico e o
tratamento de doencas mediadas por BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2. Por exemplo, estas moléculas
podem ser administradas a células em cultura, in vitro ou
ex vivo ou a individuos humanos, por exemplo, in vivo,
para tratar, prevenir e diagnosticar wuma variedade de
doencas. Conforme aqui wutilizado, o termo "individuo"
pretende incluir seres humanos e animais ndo humanos. O
termo “animais ndo humanos” inclui todos os vertebrados,
por exemplo, mamiferos e ndo mamiferos, tais como
primatas n&o humanos, ovelhas, caes, gatos, vacas,

cavalos, galinhas, anfibios e répteis. Os individuos
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preferidos incluem pacientes humanos com doengas mediadas
pela atividade de BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2. Os métodos s& o particularmente adequados para
tratar pacientes humanos que tém uma doenc¢a mediada pela
expressdo ou fungdo de BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1,
e/ou BMPR2. Quando anticorpos contra BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 sdo administrados juntamente
com outro agente, os dois podem ser administrados sem
série ou simultaneamente.

Dada a ligégéo especifica dos anticorpos da invenc¢do para
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2, oS
anticorpos da invengéao podem ser utilizados para
detectar, especificamente a expressdo de BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 por células e tecidos,
além disto, podem ser utilizados para purificar BMPZ,
BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 por meio de
purificacdo por imunoafinidade.

Conforme descrito acima, as BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 estdo associadas com uma variedade de
doencas envolvendo inflamacgdo e formagdo Ossea anormal e
ossificacao. Estas doencas incluem as doencas
Espondiloartrites (SpA) que, em conjunto, sédo
caracterizadas por inflamagado espinal, dor significativa
e desabilidade funcional. As doengas SpA incluem, por
exemplo, a espondilite anquilosante, espondiloartrites

psoridticas, espondiloartrite reativa, espondiloartrite

associada a doenca inflamatéria do intestino e
espondiloartrite indiferenciada. Em particular, os
anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-

BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 da presente invencgdo
podenm ser eficazes no tratamento de espondilite
anquilosante (AS), outras espondiloartropatias e doengas
reumaticas inflamatérias relacionadas, que séo
tipicamente caracterizadas por dor inflamatdéria nas
costas, em geral causada por sacroiliite e entesite.
Deste modo, a invencdo abrange métodos de tratamento das

doencas acima mencionadas compreendendo administrar os
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anticorpos monoclonais aqui revelados a um individuo.

O padradao atual de tratamento para muitos pacientes com
AS inclui bloqueio do TNFa. A terapia com bloqueio do
TNFa demonstrou ser eficaz em reduzir os sintomas da
doenca, provavelmente reduzindo a inflamag¢do crdnica que
contribui para a patologia da doenca. No entanto, ha
conseqgliéncias negativas gque podem ocorrer depois do uso
prolongado de bloqueadores do TNFa. Estes incluem, por
exemplo, 1incidéncia aumentada de tuberculose, reacgdes
alérgicas e doengas hematoldégicas como, por exemplo, a
anemia. Além disso, o bloqueio do TNFa é contra indicado
para aqueles com insuficiéncia cardiaca congestiva.

A fim de superar as dificuldades associadas ao tratamento
de blogqueio do TNFa, os anticorpos da invencgdo podem ser
utilizados em combinagd@8o com o blogqueio do TNFa para o
tratamento de AS. A combinagdo de ou mais anticorpos
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 com bloqueio do TNFa é vantajoso
uma vez que a combinag¢do pode resultar em sinergia entre
as duas terapias resultando em tratamento ou prevencdo do
progresso da doenga. Sem duavida, a quantidade ou a
freqiiéncia do bloqueio do TNFa podem ser reduzidas quando
utilizadas em combinacdo com um anticorpo da invencgéo.
Esta terapia de combinagdo mitiga algumas das
conseqiéncias negativas do bloqueio prolongado do TNF«o.
Foi relatado (Kaplan et al, J. of Bone and Joint Surgery
2007 89:347-357) gque a anulacdo da inflamacd@o é ineficaz
na inibicdo da formagdo 6ssea heterotrdédpica uma vez que o
anlage endocondrial é induzido. Deste modo, a combinacgéao
de um ou mais anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-
BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 e um
paliativo, como por exemplo, o bloqueio do TNFa, poderia
ser eficaz para tratar ou prevenir o progresso da doencga
AS e para melhorar os seus sintomas.

Os anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 s&do também utilizados

para tratar outras doencas e enfermidades com formagao




10

15

20

25

30

35

123

6ssea anormal ou ossificacdo incluindo fibrodisplasia
ossificante progressiva (FOP) (Kan et al., Am. J. Path.
165(4):1107-15 (2004)), heteroplasia &éssea progressiva
(POH), 1lesd3o da medula espinhal, traumatismo contuso
resultante em hematoma intramuscular, cirurgia
ortopédica, artrite psoridtica, osteoartrite, espondilite
anquilosante, antropatias seronegativas, hiperostose
esquelética, otosclerose, anquilose do estribo, canceres
6sseos, cancer da proéstata e exotose, arterosclerose,
doenca cardiaca valvular e resinostose pds-operatédria.

As enfermidades que envolvem a formacao 6ssea
heterotrépica, algumas vezes, também incluem perda O&ssea
ou ostedlise em osso normal. Deste modo, a presente
invencdo inclui o tratamento de pacientes que tém
formacdo &éssea heterotrdépica com um ou mais anticorpos
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 em combinagcdo com inibidores de
reabsorgéo 6ssea incluindo, mas nao limitado a
bisfosfonatos, inibidores de PTH, inibidores diretos ou
indiretos de RANKL e inibidores de outros fatores
osteocléasticos, tais como MCSF (ver o documento WO
2005/068503, cujo teor é aqui expressamente incorporado
por citacgéo).

As BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRl, e/ou BMPR2 sé&o
também expressas em uma variedade de canceres humanos
incluindo céanceres 6sseos, canceres da prodéstata, canceres
do pulmido, melanomas e outros canceres hematopoiéticos e
cadnceres da mama. Um ou mais anticorpos anti-BMP2, anti-
BMP4, anti- BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-
BMPR2 podem ser utilizados sés para inibir o crescimento
ou metdstase de tumores cancerosos. Alternativamente, um
ou mais anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1, e/ou anti~-BMPR2 podem ser
utilizados em conjunto com outros agentes imunogénicos,
tratamentos convencionais de céncer ou outros anticorpos,
conforme aqui descrito.

Os canceres preferidos cuja crescimento ou metastases
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podem ser inibidos utilizando os anticorpos da invengao
incluem os canceres tipicamente sensiveis a imunoterapia.

Exemplos n&do limitativos de canceres preferidos para

tratamento incluem o céncer de mama (por exemplo,
carcinoma de células da mama), cdncer ovariano (por
exemplo, carcinoma de células ovarianas), tumores
cerebrais, leucemias crbdnicas ou agudas incluindo

leucemia mieldide aguda, leucemia mieldide crdénica,
leucemia linfobléastica, leucemia linfocitica crénica,
linfomas (por exemplo, linfoma de Hodgkin e ndo Hodgkin,
linfoma linfocitico, linfoma primadrio do SNC, linfoma das
células T) e carcinomas nasofaringeais. Exemplos de

outros canceres que podem ser tratados wutilizando os

métodos da invencdo incluem melanoma (por exemplo,
melanoma maligno metastatico), céncer da préstata, cancer
do c¢bélon, cédncer do pulméao, cancer o6sseo, cédncer

pancreatico, cancer de pele, cancer da cabega ou pescogo,
melanoma maligno cutd&neo ou intraocular, cancer uterino,
cancer retal, cancer da regido anal, cancer do estdmago,
cancer renal, cancer testicular, cancer uterino,
carcinoma dos trompas de Faldpio, carcinoma do
endométrio, carcinoma colo uterino, carcinoma da vagina,
carcinoma da vulva, cancer do esbfago, cancer do
intestino delgado, cancer do sistema enddcrino, cancer da
tirdide, cancer da gléandula paratirdide, cancer da
glandula mamaria, sarcoma do tecido mole, céncer da
uretra, cancer do pénis, tumores sdélidos da infancia,
cancer da bexiga, cancer do rim ou ureter, carcinoma da
pélvis, neoplasma do sistema nervoso central (SNC) ,
angiogénese tumoral, tumor da espinha axial, glioma do
tronco cerebral, adenoma da pituitéaria, sarcoma de
Kaposi, cancer epiderméide, céancer da célula escamosa,
canceres induzidos ambientalmente incluindo aqueles
induzidos por asbestos, por exemplo, mesotelioma e
combinacdes dos referidos canceres.

Além disso, dada a expressdao de BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 em varias células tumorais, os
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anticorpos humanos, as composic¢cdes de anticorpos e
métodos da presente invengdo podem ser utilizados para
tratar um individuo com uma doen¢a tumorigénica, por
exemplo, uma doenca caracterizada pela presenga de
células tumorais que expressam BMP2, BMP4, BMPR1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 incluindo, por exemplo, o©

cancer de mama (por exemplo carcinoma de células da

mama), cancer ovariano (por exemplo carcinoma de células
ovarianas), glioblastoma, tumores cerebrais, carcinomas
nasofaringeais, linfoma n&o Hodgkin (NHL) , leucemia

linfocitica aguda (ALL), leucemia 1linfocitica crdnica
(CLL), linfoma de Burkitt, linfomas anapléasicos de
células grandes (ALCL), mieloma maltiplo, linfomas de
células T cuténeas, linfomas nodulares de células
pequenas clivadas, linfomas linfociticos, linfomas das
células T periféricas, linfomas de Lennert, linfomas

imunoblasticos, leucemia/linfomas das células T (ATLL),

leucemia das células T do adulto (T-ALL), linfomas
cancerosos foliculares centroblasticos/centrociticos
(cb/cc), linfomas difusos de células grandes de linhagem
B, linfoma de células T semelhantes a (AILD)

linfadenopatia angioimunoblastica, linfomas das cavidades
corporais associados a HIV, carcinomas embrionais,
carcinomas indiferenciados da rinofaringe (por exemplo,
tumor de Schmincke), doenca de Castleman, Sarcoma de
Kaposi, mieloma maltiplo, macroglobulinemia de
Waldenstrom e outros linfomas das células B.

Em concordéancia, em uma modalidade, a invencéao
proporciona um método para inibir o crescimento de
células tumorais em um individuo compreendendo
administrar ao individuo uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 anticorpo ou
porcdo de 1ligagdo ao seu antigeno. Tipicamente, o
anticorpo ¢é um anticorpo humano. Adicionalmente ou
alternativamente, o anticorpo pode ser um anticorpo anti-
BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTRI1,
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e/ou anti-BMPR2 quiméricos ou humanizado.

Em uma modalidade, os anticorpos (por exemplo, os
anticorpos monoclonais humanos, as moléculas
multiespecificas e biespecificas e as composigbes) da
invencdo podem ser utilizados para detectar nivels de
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRI1, e/ou BMPR2 ou niveis
de células que contém BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B, ACTR1,
e/ou BMPR2 na superficie da sua membrana, cujos niveis
podem, entdo, ser ligados aos sintomas de certas doencgas.
Alternativamente, os anticorpos podem ser usados para
inibir ou bloquear a fung¢do das BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPRZ que, por sua vez, podem ser
ligados & prevengdo ou melhoramento dos sintomas de
certas doencas, deste modo implicando as BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 como um mediador da
doenca. 1Isto pode ser conseguido pondo uma amostra
experimental e uma amostra de controle em contacto com ©
anticorpo anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B,
anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 em condig¢des que permitem a
formacdo de um complexo entre o anticorpo e as BMPZ,
BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2. Quaisquer
complexos formados entre o anticorpo e as BMPZ, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 sao detectados e
comparados na amostra experimental e de controle.

Em uma outra modalidade, os anticorpos (por exemplo,
anticorpos humanos, anticorpos humanizados, as moléculas
multiespecificas e biespecificas e as composigdes) da
invengdo podem ser inicialmente estados quanto a
atividade de ligacdo associada a utilizagdes terapéuticas
e para diagnéstico in vitro. Por exemplo, as composicdes
da invencdo podem ser testadas utilizando os ensaios
citométricos de fluxo descritos nos Exemplos adiante.

Os anticorpos (por exemplo, anticorpos humanos,
anticorpos humanizados, as moléculas multiespecificas e
biespecificas, imunoconjugados e composig¢des) da invengdao
tém utilidade adicional na terapia e diagnéstico de
doencas relacionadas a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRI,
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e/ou BMPR2. Por exemplo os anticorpos monoclonais, as
moléculas multiespecificas ou biespecificas podem ser
utilizadas para obter in vivo ou in vitro uma ou mais das
seguintes atividades bioldégicas: inibir o crescimento
e/ou matar uma célula que expressa BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2; mediar a fagocitose ou ADCC de
uma célula que expressa BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 na presenca de células efetoras
humanas; ou bloguear a ligacdo de BMP2 e/ou BMP4 a
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPRZ2.

As vias adequadas de administragdo das composigdes de
anticorpos (por exemplo, anticorpos humanos, anticorpos
humanizados, as moléculas multiespecificas e
biespecificas e imunoconjugados) da invengdo in vivo e in

vitro sdo conhecidas na técnica e podem ser selecionadas

pelos especialistas. Por exemplo, as composigdes de
anticorpo podem ser administradas por injecgéo (por
exemplo, intravenosa ou subcutanea) . As dosagens

adequadas das moléculas utilizadas dependera da idade e
do peso do individuo e a concentracgdo e/ou formulagdo da
composicdo de anticorpos.

Conforme descrito anteriormente, os anticorpos humanos
anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-
ACTR1, e/ou anti-BMPR2 da invencdo podem ser co-
administrados com um ou mais outros agentes terapéuticos,
por exemplo, um agente citotdédxico, um agente radiotdxico

ou um agente imunossupressor. O anticorpo pode ser ligado

ao agente (como um imunocomplexo) ou pode ser
administrado separado do agente. Neste ultimo caso
(administragao separada), o anticorpo pode ser

administrado antes, depois ou concomitantemente com o
agente ou pode ser co-administrado com outras terapias
conhecidas por exemplo, uma terapia anti-céncer, por
exemplo, radiacdo. Estes agentes terapéuticos incluem,
entre outros, agentes anti-neoplasicos tais como
doxorubicina (adriamicina), sulfato de Dbleomicina e

cisplatina, carmustina, clorambucil e ciclofosfamida
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hidroxiurea que, por si sés, sdo eficazes s6 em niveis
que sdo téxicos ou subtdxicos a um paciente. A cisplatina
& administrada por via intravenosa como uma dose de 100
mg/kg uma vez cada quatro semanas e a adriamicina &
administrada por via intravenosa como uma dose de 60-75
mg uma vez cada 21 dias. Co-administrac¢do dos anticorpos
humanos anti- BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1lA, anti-BMPRI1B,
anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 ou fragmentos de ligagdo ao
seu antigeno, da presente invengao com agentes
quimioterapéuticos prdporciona dois agentes anti-cancer
gue funciona por meio de mecanismos diferentes que
produzem um efeito <citotdéxico em células tumorais
humanas. Esta co-administracdo pode resolver problemas
devidos ao desenvolvimento de resisténcia a drogas ou uma
mudanca na antigenicidade das células tumorais dque as
tornariam ndo reativas como o anticorpo.

As células efetoras especificas do alvo, por exemplo
células efetoras 1ligadas a composigdes (por exemplo,
anticorpos humanos, moléculas multiespecificas e

biespecificas) da invencdo também podem ser utilizadas

como agentes terapéuticos. As células efetoras para

direcionamento podem ser leucdcitos humanos, tais como
macréfagos, neutrdéfilos ou mondcitos. Outras células
incluem eosindfilos, células exterminadoras naturais
(natural killer cells) e outras células portadora do
receptor IgG ou IgA. Se desejado, as células efetoras
podem ser obtidas do individuo a ser tratado. As células
efetoras especificas do alvo podem ser administradas como
uma suspensdo de células uma solugdo fisiologicamente
aceitdvel. O numero de células administrado pode ser na
ordem de 10%-10° mas variard dependendo da finalidade
terapéutica. Em geral, a quantidade serd& suficiente para
obter a localizacdo na células alvo, por exemplo, uma
célula de tumor que expressa BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1l, e/ou BMPR2 e para matar as células, por exemplo,
por fagocitose. As vias de administragido também podem

variar.
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As terapias com células efetoras alvo-especificas podem
ser realizada em conjunto com outras técnicas para a
remocdo das células atingidas. Por exemplo, a terapia
anti-tumor gque wutiliza as composicdes (por exemplo
anticorpos humanos, moléculas multiespecificas e
biespecificas) da invengdo e/ou células efetoras armadas
com estas composicdes podem ser utilizadas em conjunto
com quimioterapia. Adicionalmente, a imunoterapia de
combinagao pode ser utilizada para dirigir duas
populacgdes efetoras citotdxicas distintas para a rejeigao
da célula tumoral. Por exemplo, os anticorpos anti-BMP2,
anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou
anti-BMPR2 ligados a anti-Fc-gamma RI ou anti-CD3 podem
ser utilizados em conjunto com agentes de ligacgao
especificos para o receptor IgG ou IgA.

As moléculas biespecificas e multiespecificas da invencgao
também podem ser utilizadas para modular os niveis de
FcOR ou FcOR em células efetoras, como por exemplo, pela
cobertura e eliminacdo dos receptores na superficie da
célula. Misturas de receptores anti-Fc também podem ser
utilizados para esta finalidade.

As composigdes (por exemplo, anticorpos humanos,
humanizados ou quiméricos, moléculas multiespecificas e
biespecificas e imunoconjugados) da invengdo que tém
sitios de 1ligacdo complementares, tais como porgdes de
IgGl, IgG2, IgG3 ou IgM, que ligam o complemento, também
podem ser utilizadas na presenga de complemento. Em uma
modalidade, o tratamento ex vivo de uma populacado de
células compreendendo células alvo com um agente de
ligacdo da invengdo e células efetoras apropriadas pode
ser suplementado por meio da adigdo de complemento ou
complemento contendo soro. A fagocitose das células alvo
revestidas com um agente de ligacdo da invenc¢do pode ser
melhorada pela ligacdo das proteinas do complemento. Em
uma outra modalidade as células alvo revestidas com as
composicdes (por exemplo anticorpos humanos, moléculas

multiespecificas e biespecificas) da invencdo também
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podem ser lisadas pelo complemento. Em ainda outra
modalidade, as composicdes da invencdo ndo ativam o
complemento.

As composigdes (por exemplo anticorpos humanos,

humanizados ou quiméricos e moléculas biespecificas e
imunoconjugados) da invengdo podem ser administradas
juntamente com o complemento. Em concordadncia, no ambito
da invencdo estdo composi¢des que compreendem anticorpos
humanos, anticorpos humanizados, moléculas
multiespecificas ou biespecificas e soro ou complemento.
Estas composigdes sao vantajosas uma vez que o)
complemento ¢é localizado em estreita proximidade aos
anticorpos humanos, moléculas multiespecificas ou
biespecificas. Alternativamente, os anticorpos humanos,
moléculas multiespecificas ou biespecificas da invencgao e
o complemento ou sSoro podem ser administrados
separadamente.

Do mesmo modo no ambito da presente invencdo estao kits
compreendendo as composigdes de anticorpos invengdo (por
exemplo, anticorpos humano, moléculas biespecificas ou
multiespecificas ou imunoconjugados) e instrugdes para
utilizacdo. O kit pode ainda conter um ou mais reagentes
adicionais, tais como um reagente imunossupressor, um
agente citotdéxico ou um agente radiotdéxico ou um ou mais
anticorpo humanos adicionais da invengédo (por exemplo um
anticorpo humano tendo uma atividade complementar que
liga a um epitopo no antigeno BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 diferente do primeiro anticorpo
humano) .

Em concordancia, os pacientes tratados com as composic¢des
de anticorpo da invencdo podem ser adicionalmente
administrados (antes, simultaneamente ou a seguir a
administracdo de um anticorpo humano da invengdo) com
outro agente terapéutico, tal como um agente citotdxico
ou radiotéxico, gque intensifica ou aumenta o efeito
terapéutico dos anticorpo humanos.

Em outras modalidades, o individuo pode ser
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adicionalmente tratado com um agente que modula (por
exemplo intensifica ou inibe, a expressdo ou atividade
dos receptores FcO ou FcO, por exemplo, tratamento o
individuo com uma citoquina. As citoquinas preferidas
para administragdo durante o tratamento com a molécula
multiespecifica inclui o fator estimulante de coldnia de
granulécitos (G-CSF), fator estimulante de coldnia de
granulécitos e macréfagos (GM-CSF), interferon-0 (IFN-0)
e fator de necrose tumoral (TNF).

As composigdes (por exemplo anticorpos humanos,
anticorpos humanizados, moléculas multiespecificas e
biespecificas) da invencdo também podem ser utilizadas
para atingir células que expressam FcUR ou uma ou mais
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2, por
exemplo para marcar estas células. Para esta utilizagdo o
agente de ligacgdo pode ser ligado a uma molécula que pode
ser detectada. Assim sendo, a invencgdo proporciona
métodos para localizar ex vivo ou in vitro células que
expressam receptores Fc, tais como FcOR e/ou uma ou mais
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2. O marcador
detectavel pode ser, por exemplo, um radioisdétopo, um
composto fluorescente, uma enzima ou um co-fator
enzimatico.

Em uma modalidade em particular, a invengd@o proporciona
métodos para detectar a presenca de antigeno de BMPZ,
BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 em uma amostra ou
medir a quantidade de antigeno de BMP2, BMP4, BMPRIA,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 compreendendo por a amostra e
uma amostra de controle em contacto com um anticorpo
monoclonal humano ou uma porcdo de ligagdo ao seu
antigeno, gque especificamente se 1liga a BMP2, BMPY4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2, em condigdes que
permitam a formagdo de um complexo entre o anticorpo ou
sua porgdo e BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTRI, e/ou
BMPR2. E, entdo, detectada a formacido de um complexo onde
uma formacdo de complexo diferente entre a amostra

comparada com a amostra de controlo ¢é indicativo da
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presenga do antigeno BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1,
e/ou BMPR2 na amostra.

Em ainda outra modalidade, os imunoconjugados da invengao
podem ser utilizados para dirigir compostos (por exemplo,
agentes terapéuticos, marcadores, citotoxinas,
radiotoxinas, imunossupressores, etc.) para ceélulas que
tém receptores de superficie de célula de BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 ligando estes compostos ao anticorpo.
Por exemplo, um anticorpo BMPRI1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2 pode ser conjugado a UPT, conforme descrito na
patente U.S. N° 6,989,452, Pedidos de Patente U.S. N°
10/160,972, 10/161,234, 11/134,826, 11/134,685, e Pedido
de Patente Provisério U.S. N° 60/720,499, e/ou qualquer
um dos compostos de toxina descritos nas Patentes U.S. N°
6,281,354 e 6,548,530, Publicacgdes de Patente U.S. N°
20030050331, 20030064984, 20030073852 e 20040087497 ou
publicado no documento WO 03/02280¢6, que sdo aqui
integralmente incorporados por citagdo. Deste modo, a
invencdo também proporciona métodos para localizar ex
vivo ou in vivo células que expressam BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 (por exemplo, um marcador detectavel,
tal como um radioisétopo, um composto fluorescente, uma
enzima ou um co-fator enzimadtico). Alternativamente, os
imunoconjugados podem ser utilizados para matar células
gue tém receptores de superficie celular de BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2 dirigindo citotoxinas ou
radiotoxinas para BMPR1A, BMPR1B, ACTRI1, e/ou BMPR2.

A presente invengdo ¢é ainda ilustrada pelos seguintes
exemplos gque ndo devem ser interpretados como mais
limitadores. Os teores de todas as figuras e todas as
referéncias, patentes e pedidos de publicagbes de
patentes citados por toda esta meméria descritiva séo
expressamente aqui incorporados por citacao.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Geracdo de Anticorpos Monoclonais humanos

Contra BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1 e BMPR2
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Este exemplo revela uma metodologia para a geragdo de
anticorpos monoclonais humanos que especificamente se
ligam a BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B, ACTR1 e BMPR2 humana.
Antigeno

Camundongos sdo imunizados com BMP2, BMP4, BMPRI1A,
BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2 recombinante humana. Em
particular, os camundongos foram imunizados com BMP2 ou
BMP4 recombinante humana disponiveis comercialmente. A
BMP-2 recombinante humana fol obtida da R&D Systems, Inc.
(Catalog N° 355-BM/CF, Lot.- MSAl10605H) ou Medtronic, Inc
(Lot.- M115006AAJ). A BMP4 recombinante humana foi obtida
da R&D Systems, Inc (Catalog N° 31-BP/CF, Lots BEM186051
e BEM316071 e MSA10605H). Os antigenos liofilizados foram
reconstituidos de acordo com as instrugdes do fabricante
e armazenados a -20 °C.

Camundongo HuMAb ® e Camundongo KM® Transgénicos

Pode-se preparar anticorpos monoclonais totalmente
humanos para BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRIB, ACTR1 e BMPR2
utilizando as estirpes HCo7, HCol2 e HCol7 de camundongos
HuMab transgénicos ou um camundongo KM transgénico, gque
expressa genes de anticorpo humano. Nas estirpes destes
camundongos, o gene enddégeno de camundongo de cadeia leve
kappa foi dividido homozigoticamente, conforme descrito
em Chen et al. (1993) EMBO J. 12:811-820 e o gene
endégeno de cadeia pesada do camundongo foi dividido
homozigoticamente conforme descrito no Exemplo 1 da
Publicacdo PCT WO 01/09187. Além disso, esta estirpe de
camundongo tem um transgene de cadeia leve kappa humano,
KCo5, conforme descrito em Fishwild et al. Nature
Biotechnology 14:845-851 (1996) e um transgene de cadeia
pesada humano, HCo7, HColZ ou HCol7 conforme descrito no
Exemplo 2 da Publicag¢dao PCT WO 01/09187.

Anticorpos monoclonais totalmente humanos para BMP-2 e
BMP-4 foram preparados utilizando estirpes HCo020:02{M/K}
(Balb) Fl e  HCo27:04{M/K} do camundongo  HuMAb®
transgénico e a estirpe KM de camundongos

transcromossdmicos transgénicos, cada um dos quais
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expressa genes de anticorpos humanos. Os camundongos
HCo020:02{M/K} (Balb) Fl1 e HCo027:04{M/K} foram construidos
conforme descrito no documento WO 2005/058815, que é aqui
integralmente incorporado por citacdo. A estirpe KM foi
construida conforme descrito no documento WO 02/43478,
gue é aqui integralmente incorporado por citacgdo.

Imuniza¢des de Camundongo HuMAb® e Camundongo KM®

Para gerar anticorpos monoclonais totalmente humanos para
BMP2 e BMP4 humanas, camundongos do tipo Camundongo
HuMAb® e Camundongo KM® foram imunizados com BMP2 ou BMP4
recombinante humana. Os esquemas derals de imunizagdo
para o Camundongo HuMAb® s3do descritos em Lonberg, N. et
al (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild, D. et al.
(1996) Nature Biotechnology 14: 845-851 e Publicacao PCT
WO 98/24884. Os camundongos tinham 6-16 semanas de idade
na primeira perfusao de antigeno. Uma preparag¢dao
purificada (10-15 pg) de BMP2 ou BMP4 recombinante foi
utilizada para imunizar cada camundongo HuMab® e
camundongo KM®.

Os camundongos transgénicos foram imunizados com antigeno
emulsificado em adjuvante Ribi por via intraperitoneal ou
subcutanea ou por meio da almofada plantar com intervalos
de uma semana por até 12 imunizacdes. Os camundongos
selecionados para perfusdes de células B foram ainda
imunizados por via intravenosa e intraperitoneal com
antigeno 3 dias e novamente um dia antes da
esplenectomia. A resposta imune foi monitorizada por
sangramentos retroorbitais. O plasma foi rastreado por
ELISA (conforme descrito adiante) e os camundongo com
titulacdes suficientes de imunoglobulina humana anti-BMP2
e BMP4 fora usados para fusdes. Os camundongos receberam
reforcos por via intravenosa com antigeno 3 dias e 1 dia
antes do sacrificio e remocdo do baco. Foram realizadas
quatro fusdes e foram imunizados um total de 33
camundongos.

Selecdo de Camundongos HuMab® ou Camundongo KM® que

Produzem Anticorpos Anti-BMP2, Anti-BMP4,




10

15

20

25

30

35

135

Anti-BMPR1A, Anti-BMPR1B, Anti-ACTR1l e Anti-BMPR2

Para selecionar um Camundongo HuMab™ ou um Camundongo

KM™ que produz anticorpos que se ligam a BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2, soros dos camundongos
imunizados sdo rastreados por ELISA utilizando antigeno
purificado adsorvido em placas de microtitulacao conforme
descrito por Fishwild et al. (1996), supra.

Em particular, as placas de microtitulacé&o foram
revestidas com BMP2 ou BMP4 recombinante purificadas a 1-
2 pg /mL em PBS, 50 uL/pogos, incubadas a temperatura
ambiente de um dia para o outro, lavadas quatro vezes com
PBS/Tween (0,05%) e depois blogqueadas com 200 upL/pogo de
PBS/Tween (0,05%) suplementado com 0,5% de albumina de
soro bovino (BSA). Diluicdes de plasma de camundongos
imunizados com BMP2 ou BMP4 foram adicionadas e incubadas
por 1-2 horas a temperatura ambiente. As placas forma
lavadas com PBS/Tween (0,05%) e depois incubadas com um
anticorpo policlonal especifico para Fc de IgG anti-
humana, de cabra conjugado com peroxidase do ré&bano
silvestre (HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. Depois
da lavagem, as placas foram desenvolvidas com substrato
ABTS (Moss, Inc. Cat. No. ABTS-1000) e analisadas por
espectrofotémetro a uma OD de 415-495.

Os camundongos que desenvolvem as titulagdes mais altas
de anticorpos antigeno-especificos podem ser utilizados
para fusdes. As fusdes sdo realizadas conforme descrito
adiante e os sobrenadantes do hibridoma s&o testados
quanto & atividade anti-BMP2Z, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 por ELISA. Os
anticorpos que se ligam antigeno adsorvido a uma placa de
microtitulacdo podem, por exemplo, sSer expressos como uma
proteina de fusdo em células CHO, mas ndo as células CHO
precursoras. Os anticorpos sao identificados por
citometria de fluxo quanto & ligacd&o a uma linha celular
que expressa o antigeno humano recombinante, mas n&o a
uma linha celular de controle gque nao expressa o

respectivo antigeno. A ligagdo dos anticorpos anti-BMPZ,
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anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l e anti-
BMPR2 pode ser avaliada, for exemplo, incubando células
CHO gue expressam o antigeno com o anticorpo de interesse
a uma concentracdo de 20 Og/mL. As células sao lavadas e
a ligacdo ¢ detectada com um marcador como, por exemplo
FITC conjugado a um Ab IgG anti-humana. As analises
citométricas de fluxo s&o realizadas utilizando um
citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, San Jose,
CA) .

Geracao de Hibridomas Produtores de Anticorpos
Monoclonais Humanos para BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1 e BMPRZ2

Hibridomas produtores de anticorpos monoclonais humanos
para BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1 e BMPR2 sé&o
produzidos, por exemplo, utilizando o protocolo descrito
adiante. Em particular, esplendécitos de camundongo de um
camundongo HuMab® ou um camundongo KM® imunizado com
BMP2, foram fundidos utilizando eletrofusdo a base de
campo elétrico usando um eletroporador de fusao de
células de camara grande Cyto Pulse (Cyto Pulse Sciences,
Inc., Glen Burnie, MD). Os hibridomas resultantes foram,
entdo, rastreados quanto a produgdo de anticorpos
antigeno-especificos utilizando um ensaio ELISA de
captura de anticorpo. Suspensdes de célula unica de
linfécitos esplénicos de camundongos imunizados foram
fundidas com células de mieloma de camundongo nao
secretoras Ag8.653 (ATCC, CRL 1580) utilizando
eletrofuséao a base de campo elétrico usando um
eletroporador de fusdo de células de cémara grande Cyto
Pulse (Cyto Pulse Sciences, Inc., Glen Burnie, MD). As
células foram plaqueadas a aproximadamente 1x10*
células/poco em placas de microtitulagdo de fundo plano,
seguido por uma 1incubagdo de duas semanas em meio
seletivo contendo 10% de soro fetal bovino (388D1 (ATCC,
CRL TIB-63) meio condicionado, 3-5% de fator de clonagem
de hibridoma (Bioveris, Inc.) em DMEM (Mediatech, CRL

10013, com alto teor de glicose, L-glutamina e piruvato
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de sbédio) suplementado com 10 mM de HEPES, 0,055 mM de 2-
mercaptoetanol e 1 x HAT (Sigma, CRL P-7185). Depois de
1-2 semans, as células foram cultivadas em meio no qual
HAT foi substituido por HT. Pogos individuais foram,
entdo, rastreados por ELISA (acima descrito) gquanto a
anticorpos IgG monoclonais humanos anti-BMP2 ou BMP4. Uma
vez que tenha ocorrido um extenso crescimento do
hibridoma (10-14 dias), o meio foi monitorizado quanto a
producdo de anticorpos, geralmente depois de 10-14 dias.
Os hibridomas secretores de anticorpos foram ainda
propagados em vasos de cultura maiores e rastreados uma
vez mais quanto & produgdo de anticorpos antigeno-
especificos. Coldénias selecionadas foram criopreservadas
e clonadas uma ou duas vezes por diluicdo de limitacdao.
Os subclones estaveis foram, entdo, criopreservados e
propagados in vitro para gerar quantidades de anticorpos
suficientes para caracterizagdo adicional.

Dos camundongos imunizados com BMP2, foi produzido um
total de 495 coldnias de hibridoma que produzem
anticorpos anti-BMP2/4 humanos. Trinta e cinco coldnias
forma selecionadas para clonagem e subseqgliente propagagao
para andlise adicional. Dentre as trinta e cinco coldnia,
cinco coldénias eram as linhas celulares hibridomais 6H4,
11F2, 12E3, 1F6, 10F6, 10H6, 1l6b7, 7D6, 8B3, 33F7 e 15F3.
Exemplo 2 ’

Caracterizacgdo Estrutural de Anticorpos Monoclonais

Humanos

Este exemplo revela as caracteristicas estruturais dos
anticorpos monoclonais humanos que especificamente se
ligam a BMP2 e BMP4. Em particular, as estruturas dos
anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 6H4, 11F2, 12E3, 1F6,
10F6, 10H6, 16b7, 7D6, 8B3, 33F7 e 15F3 sdo reveladas
neste exemplo.

As seqgiéncias de cADN que codificam as regides varidveis
de cadeia pesada e leve dos anticorpos monoclonais
derivados pela metodologia do Exemplo 1 sdo obtidas dos
hibridomas anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
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BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2, respectivamente,
utilizando técnicas de PCR convencionais e sdo
seqiienciadas utilizando técnicas de seqgienciamento ADN
convencionais.

As seqliéncias de cADN que codificam as regides variaveis
de cadeia pesada e leve dos anticorpos monoclonais 6H4,
11F2 e 12E3 foram obtidas dos hibridomas ©6H4, 11F2 e
12E3, respectivamente, utilizando técnicas de PCR
convencionais e sdo sequenciadas utilizando técnicas de
seqienciamento ADN convencionais.

As seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos da regido
variavel de cadeia pesada de 6H4 estdo apresentadas na
Figura 1A e nas SEQ ID NO: 31 e 37, respectivamente. As
seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos da regiao
varidvel de cadeia leve de 6H4 estd3o apresentadas na
Figura 1B e nas SEQ ID NO: 34 e 40, respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia de imunoglobulina de cadeia
pesada 6H4 com as sequéncias conhecidas de cadeia pesada
de imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que
a cadeia pesada 6H4 utiliza um segmento Vy da linha
germinal humana Vy 4-34 (SEQ ID NO: 51), um segmento D da
linha germinal humana 3-10 (SEQ ID NO: 52) e um segmento
Jy da linha germinal humana JH1 (SEQ ID NO: 53). O
alinhamento da seqiiéncia 6H4 Vy com a seqiiéncia de linha
germinal Vy 4-34 estd ilustrado na Figura 4. Analises
adicionais da seqiiéncia 6H4 Vy utilizando o sistema Kabat
da determinacdo da regido CDR levaram a delineacgao das
regides de cadeia pesada CDR1l, CDR2 e CD3 conforme
ilustrado nas Figuras 1A e 4 e nas SEQ ID NOs: 13, 16 e
19, respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia de imunoglobulina de cadeia’
leve 6H4 com as sequéncias conhecidas de cadeia leve de
imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que a
cadeia leve 6H4 utiliza um segmento V; da linha germinal
humana Vg L6 (SEQ ID NO: 54) e um segmento JK da linha
germinal humana JK2 (SEQ ID NO: 55). O alinhamento da

seqliéncia 6H4 Vg com a seqiiéncia de linha germinal Vg L6
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estd ilustrado na Figura 7. Andlises adicionais da
seqgiéncia oH4 Vi utilizando o sistema Kabat da
determinacdo da regido CDR 1levaram a delineacdo das
regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3 <conforme
ilustrado nas Figuras 1B e 7 e nas SEQ ID NOs: 22, 25 e
28, respectivamente.

As seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos da regiao
variavel de cadeia pesada de 11F2 estdo apresentadas na
Figura 2A e nas SEQ ID NO: 32 e 38, respectivamente. As
seqiiéncias de nucleotideos e aminodcidos da regiao
varidvel de cadeia leve de 11lF2 estd8o apresentadas na
Figura 2B e nas SEQ ID NO: 35 e 41, respectivamente.

A comparacdo da sequUéncia de imunoglobulina de cadeia
pesada 11F2 com as seqiiéncias conhecidas de cadeia pesada
de imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que
a cadeia pesada 6H4 utiliza um segmento Vy da linha
germinal humana Vy 4-59 (SEQ ID NO: 43), um segmento D da
linha germinal humana 2-2 (SEQ ID NO: 45) e um segmento
Jy da linha germinal humana JH5b (SEQ ID NO: 46). O
alinhamento da seqiiéncia 11F2 Vy com a seqiéncia de linha
germinal Vy 4-59 estd ilustrado na Figura 5. Analises
adicionais da seqiiéncia 11F2 Vy wutilizando o sistema
Kabat da determinacdo da regid&o CDR levaram a delineacgdo
das regides de cadeia pesada CDR1l, CDR2 e CD3 conforme
ilustrado nas Figuras 2A e 5 e nas SEQ ID NOs: 14, 17 e
20, respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia de imunoglobulina de cadeia
leve 11F2 com as sedqiiéncias conhecidas de cadeia leve de
imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que a
cadeia leve 11F2 utiliza um segmento V; da linha germinal
humana Vg A27 (SEQ ID NO: 48) e um segmento JK da linha
germinal humana JK4 (SEQ ID NO: 50). O alinhamento da
seqiéncia 11F2 Vg com a sequiéncia de linha germinal Vg
A27 estd ilustrado na Figura 8. Analises adicionais da
seqiéncia 11F2 Vi utilizando o) sistema Kabat da
determinacdo da regido CDR levaram a delineacgdo das

regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3 conforme
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ilustrado nas Figuras 2B e 8 e nas SEQ ID NOs: 23, 26 e
29, respectivamente.

As seqgiiéncias de nucleotideos e aminoacidos da regido
varidvel de cadeia pesada de 12E3 estdo apresentadas na
Figura 3A e nas SEQ ID NO: 33 e 39, respectivamente. As
seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos da regido
variadvel de cadeia leve de 12E3 estd&o apresentadas na
Figura 3B e nas SEQ ID NO: 36 e 42, respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia de imunoglobulina de cadeia
pesada 12E3 com as seqliéncias conhecidas de cadeia pesada
de imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que
a cadeia pesada 12E3 utiliza um segmento Vy da linha
germinal humana Vy 3-33 (SEQ ID NO: 44) e um segmento Jy
da linha germinal humana JH6b (SEQ ID NO: 47). O
alinhamento da seqiiéncia 12E3 Vy com a sedgiéncia de linha
germinal Vy 4-33 estd ilustrado na Figura 6. Anéalises
adicionais da seqiéncia 12E3 Vy utilizando o sistema
Kabat da determinacdo da regido CDR levaram a delineagdo
das regides de cadeia pesada CDR1l, CDR2 e CD3 conforme
ilustrado nas 3A e 6 e nas SEQ ID NOs: 15, 18 e 21,
respectivamente.

A comparacdo da sequéncia de imunoglobulina de cadeia
leve 12E3 com as seqiiéncias conhecidas de cadeia leve de
imunoglobulina da linha germinal humana demonstrou que a
cadeia leve 12E3 utiliza um segmento V; da linha germinal
humana Vg L15 (SEQ ID NO: 49) e um segmento Jx da 1linha
germinal humana JK4 (SEQ ID NO: 50). O alinhamento da
sequiéncia 12E3 Vg com a seqiliéncia da linha germinal Vg
115 estd ilustrado na Figura 9. Anadlises adicionais da
seqiéncia 12E3 Vi, utilizando o sistema Kabat da
determinacdo da regido CDR 1levaram a delineacd&o das
regides de cadeia pesada CDR1l, CDR2 e CD3 conforme
ilustrado nas 3B e 9 e in SEQ ID NOs: 24, 27 e 30,
respectivamente.

As seqliéncias de cADN que codificam as regides varidveis
de cadeia pesada e leve dos anticorpo monoclonais 10F6,
10H6 e 16b7 foram obtidas dos hibridomas 10F6, 10H6 e




10

15

20

25

30

35

141

16b7, respectivamente, utilizando técnicas de PCR
convencionais e foram seqiienciadas utilizando técnicas de
seqlienciamento de ADN convencionais. A cadeia pesada dos
anticorpos monoclonais 10F6 e 10H6 utilizam a linha
germinal humana Vy 3-33 (SEQ ID NO: 44), os genes Dy 6-13
e Jy JH4b (SEQ ID NO: 88). A cadeia leve dos anticorpos
monoclonais 10F6 e 10H6 utilizam a linha germinal humana
Vg L15 e os genes Jg JK4. A cadeia pesada do anticorpo
monoclonal 16B7 utiliza a linha germinal humana Vg 3-33,
Dy 6-13 e os genes Jy JH2 (SEQ ID NO: 89). A cadeia leve
do anticorpo monoclonal 16B7 wutiliza a linha germinal
humana Vx L15 e os genes Jx JK4.

A seqiiéncia de cADN que codifica as regides variaveis de
cadeia pesada e leve dos anticorpo monoclonais 1F6 foi
obtida do hibridoma 1F6 wutilizando técnicas de PCR
convencionais e foi sequenciada utilizando técnicas de
seqgiienciamento de ADN convencionas. A cadeia pesada do
anticorpo monoclonal 1F6 utiliza a linha germinal humana
Vg 4-59, Dy 2-2 e os genes Jy JHSBb. A cadeia leve do
anticorpo monoclonal 1F6 utiliza a linha germinal humana
Vk A27 e os genes Jx JK4.

As seqiiéncias de cADN que codificam as regides variaveis
de cadeia pesada e leve dos anticorpo monoclonais 7D6,
8B3, 33F7 e 15F3 foram obtidas dos hibridomas 7D6, 8B3,
33F7 e 15F3, respectivamente, utilizando técnicas de PCR
convencionais e foram seqienciadas utilizando técnicas de
seqienciamento de ADN convencionais. As cadeias pesadas
destes anticorpos monoclonais utilizam a linha germinal
humana Vy 1-69 (SEQ ID NO: 91) e os genes Jy JH3b (SEQ ID
NO: 90). As cadeia leves destes anticorpos monoclonais
utilizam a linha germinal humana Vx A27 e o0s denes Jx
JK2.

Exemplo 3

Caracterizacgao da Especificidade de Ligagao dos
Anticorpos Monoclonais Anti-BMP2, Anti-BMP4, Anti-BMPRI1A,
Anti-BMPR1B, Anti-ACTR1l e Anti-BMPR2

Este exemplo revela metodologias para comparar os
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anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 na ligacdo a antigeno
imunopurificado por ensaios ELISA e Western blot ou
ligacdo a BMP2/4 em tecidos utilizando imuno-histoquimica
para examinar a especificidade da ligagdo do antigeno.

Os antigenos recombinantes marcados com His e marcados
com myc sdo revestidos numa placa de um dia para o outro,
depois testados quanto a ligagdo contra os anticorpos
monoclonais humanos gerados pela metodologia revelada no
Exemplo 1. Séao realizados procedimentos ELISA
convencionais. Os anticorpos monoclonais humanos anti-
BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTRI1,
e/ou anti-BMPR2 sdo adicionados a uma concentragdo de 1
Og/mL e a titulacgdo foi diminuida por diluicdes em série
1:2. Anticorpo policlonal IgG anti-humano, de cabra
(especifico de cadeia Fc ou kappa) conjugado com
peroxidase de rabano silvestre (HRP) € utilizado como o
anticorpo secundario.

B7H4-Ig recombinante é purificada a partir de
sobrenadantes de células 293T transfectadas com uma
construcdo de B7H4-Ig por cromatografia wutilizando a
proteina A. Uma placa ELISA é revestida com os anticorpos
humanos, seguido pela adigdo de proteina purificada e,
depois, a deteccdo como o antisoro anti-B7H4 de coelho. A
proteina recombinante Penta-B7H4 com um marcador C-9 ¢é
purificada a partir de sobrenadantes de células 293T
transfectadas c¢om uma construc¢dao de Penta-B7H4-C9 por
cromatografia utilizando uma coluna de afinidade 2A7. Uma
placa ELISA é revestida com Fc anti-camundongo, seguido

por um anti-C9 monoclonal (0,6 ug/mL), depois Penta-B7H4

titulado conforme indicado, depois os anticorpos
monoclonais humanos a 1 npg/mL. Fc anti-camundongo
revestido seguido por M-anti-C9 (0,6 wug/mL), depois
Penta-BMP2, Penta-BMP4, Penta-BMPRI1A, Penta-BMPR1B,
Penta-ACTR1, e/ou Penta-BMPR2 titulados, depois

anticorpos monoclonais humanos @ 1 pg/mL.

Os anticorpos anti-BMP2/4 foram caracterizados gquanto a
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ligacdo a BMP2 em condigdes de redugido e ndo redugdo por
ensaios Western blot. 0,5 pg da proteina BMPZ2 humana
recombinante (Medtronic) foram diluidos numa amostra de
tampdo (Cell Signaling, Cat N° SB7722) com ou sem um
agente de redugdo. As amostras foram aquecidas até 100°
por 3 minutos para desnaturar a proteina seguido por
eletroforese e Western blotting. As proteinas ligadas a
membrana foram sondadas com 0,5 ug/mL dos anticorpos de
teste seguido pela detecgdo com IgG anti-humana de cabra
Fab?2 conjugada com fosfatase alcalina (Jackson
ImmunoReseach Labs, cat N° 109-056-09) e manchada com
BCIP/NBT (Pierce, cat N° 34042). Os resultados demonstram
que todos os anticorpos monoclonais testados reconhecem
uma banda ndoc reduzida a aproximadamente 36 kDa que
corresponde ao homodimero BMP2. Além disso, alguns dos
anticorpos monoclonais (por exemplo, 8B3) reconheceram a
BMP2 em condicdes de redugdo. Foram reveladas duas bandas
de aproximadamente 17-18 kDa que correspondem a mondémeros
BMP.

Para imuno-histoquimica, s&o utilizados 2.000 upm de
niucleos de tecido de camundongo (IMGENEX Histo-Array;
Imgenex Corp., San Diego, CA). Depois de secar por 30
minutos, as secdes sao fixas com acetona (a temperatura
ambiente por 10 minutos) e secas ao ar por 5 minutos. As
laminas s3o lavadas em PBS e, depois, pré-incubadas com
10% de soro de cabra normal em PBS por 20 minutos e,
subsequentemente, incubadas com 10 pg/mL de anticorpo
fitcilado em PBS com 10% de soro de cabra normal por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas por 30
minutos com anti-FITC de camundongo (10 0Og/mL DAKO) a
temperatura ambiente. As laminas s&o lavadas uma vez mais
com PBS e incubadas com conjugado de HRP anti-camundongo
de cabra (DAKO) por 30 minutos a temperatura ambiente. As
laminas sdo lavadas de novo 3X com PBS. Diaminobenzidina
(Sigma) é utilizada como substrato, resultando numa

coloracdao marrom. Depois de lavagem com agua destilada,
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as laminas sdo contra-coradas com hematoxilina por 1
minuto. Subsequentemente, as laminas s&o lavadas por 10
segundos em Agua destilada corrente e montadas em
glicerol (DAKO).

Os epitopos reconhecidos por um subconjunto dos
anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 foram determinados
utilizando peptideos dos receptores conjugados a biotina
e capturados por chip de estreptavidina (SA chip,
BIAcore) e analisados por BIAcore. Os anticorpos foram
fluidos pelos chips a 40 ug/mL. Os anticorpos 8B3 e 7D6
ligaram-se a um epitopo de BMP2Z (ISMLYLDENEKVVLK) (SEQ ID
NO:92) que se liga a um receptor BMPZ tipo 2. Os
anticorpos 12E3, 11F2 e 16B7 se ligaram ao epitopo de
BMP2 (QAKHKQRKRLKSSCKRH) (SEQ ID NO:93) gque se liga a
heparina. Além disso, o anticorpo monoclonal humano anti-
BMP2/4 33F7 (SEQ ID NOS: 63 e 71) bloguearam a interagao
entre a BMP2/4 e a heparina. Isto bloqueia a funcgdo da
BMP2/4.

Exemplo 4

Caracterizacdo da Ligacdo dos Anticorpos Anti-BMP2, Anti-
BMP4, Anti-BMPR1A, Anti-BMPR1B, Anti-ACTRl1 e/ou Anti-

BMPR2 ao Respectivo Antigeno Expresso Sobre a Superficie

de uma Linha Celular de Condrdécitos

Este exemplo revela a metodologia de citometria de fluxo
para testar os anticorpos anti-BMP2, anti-BMP4, anti-
BMPR1A, anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 gquanto a
ligacdo a células transfectantes de antigeno de CHO e
condrbcitos gque expressam BMP2, BMP4, BMPR1lA, BMPR1B,
ACTR1l, e/ou BMPR2Z sobre a sua superficie celular.

Uma linha celular CHO transfectada com BMP2, BMP4,
BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 Dbem como a 1linha
celular de condrécitos ATDCS5 (RIKEN Biosource, RCB0565)
ou a linha celular fibroblastica MC3T3 (N° de Acesso ATCC
CRL-2595, CRL-2596, CRL-2594 e CRL-2593) sao testadas
quanto a ligagdo ao anticorpo. As células sao lavadas e a
ligacdo é detectada com um Ab IgG anti-humano marcado com

FITC. Andlises por citometria de fluxo s&o realizadas
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utilizando um citémetro FACScan (Becton Dickinson, San
Jose, CA).

Exemplo 5

Anadlise da Afinidade de Ligacdo de Anticorpos Monoclonais
Anti-BMP2, Anti-BMP4, Anti-BMPRI1A, Anti-BMPRI1B, Anti-
ACTR1 e/ou Anti-BMPR2

Este exemplo revela metodologias para testar anticorpos

monoclonais quanto a afinidade de ligacd&o especifica a
uma BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2.

Em uma metodologia, células HEK sdo transfectadas com
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2 de
comprimento total wutilizando técnicas convencionais e
desenvolvidas em meio RPMI contendo 10% de soro fetal
bovino (FBS). As células sdo tripsinizadas e lavadas uma
vez em tampdo de ligagd&o a base de Tris (24 mM de Tris pH
7,2, 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 2 mM de Glicose, 1 mM
de CaCl,, 1 mM de MgCl,, 0,1% de BSA) e ajustadas a 2 x
10° células/mL em tampdo de ligacdo. Placas Millipore
(MAFB NOB) sao revestidas com 1% de leite seco magro em
dgua e armazenadas a 4 °C de um dia para o outro. As
placas sado lavadas trés vezes com 0,2 mL de tampdo de
ligacdo. Cinglenta microlitros de tampao por si sé sao
adicionados aos pogos de ligagdo maxima (ligagao total).
Vinte e cinco microlitros de tampdo por si sbé sao
adicionados aos pogos de controle (ligacéao ndo
especifica). Concentragdes variadas de anticorpos ?°I
sdo adicionadas a todos os pog¢os num volume de 25 [0L.
Concentracgdes variadas de anticorpos ndo marcados num
excesso de 100 vezes sdo adicionadas num volume de 25 0L
aos pocos de controle e 25 dL de células CHO
transfectadas com BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2 (2 X 10° células/mL) em tampdo de ligagdo séao
adicionadas a todos os pogos. As placas sdo incubadas por
2 horas a 200 RPM num agitador a 4 °C. Depois da
incubacdo, as placas Millipore sado lavadas trés vezes com
0,2 mL de tampdo de lavagem frio (24 mM de Tris pH 7,2,
500 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 2 mM de Glicose, 1 mM de




10

15

20

25

146

Os filtros sao

A avaliacdao da

caCl,, 1 mM de MgCl,, 0,1% de BSA).

removidos e contados num contador gama.
ligacdo de equilibrio é realizada utilizando parametros
de 1ligacdo de sitio unico
Diego, CA). Os dados

linear utilizando uma dose-resposta sigmoidal

com o software Prism (San

sdo analisados por regressao nao
(PRIZM™) e
resultam no calculo de uma EC50, que é utilizada para
classificar os anticorpos para EC50 e 95% CI.

Em uma outra metodologia, os anticorpos monoclonais anti-
BMP2/4 foram caracterizados por afinidade e cinética de‘
AB,

Os anticorpos anti-BMP-2/4 foram capturados num

ligacdo por analise Biacore (Biacore Uppsala,
Suécia) .
chip com um anticorpo Fc anti-humano covalente ligado a
(chip revestido com carboxi metil dextrana)
de

kit proporcionado

um chip CM5
de

acoplamento de

por meio aminas primarias, utilizando quimica

amina convencional e
pela Biacore. A ligagdo foi medida inundando BMP2 ou BMP4
em tampdo HBS-EP (pH 7,4)
de 25

antigeno-anticorpo

a uma concentracdo de 10 nM a
da
minutos e a
As

um caudal pL/min. A cinética associacgéao

foi seqguida por 2

dissociacdo da cinética foi seguida por 8 minutos.

curvas de associacdo e dissociagado foram ajustadas a um

modelo

de

BIAevaluation

ligacdo Langmuir 1

(Biacore,

AB)

1

. Os valores Kd,

utilizando

o software

Kon © Kkore que

foram determinados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1.
(mAbs)

Afinidade de ligacdo de anticorpos monoclonais

anti BMP-26&4.

BMP-2

BMP-4

mAb [ Ky

(nM)

kon
(1/Ms)

Koes

(1/s)

mAb

Kg
(nM)

Kon
(1/Ms)

(1/s)

Kots

1F610,02

4,65x10°

8,49x107°

1F6

0,0003

4,97x10°

1,27x107°

11F20,01

2,83x10°

3,09x107°

11F2

0,0007

4,53x10°

3,04x1078

16B7(0, 08

3,70x10°

2,82x107"

16B7

0,02

2,86x10°

6,12x107°

12E3|0,02

3,39x10°

8,26x10°°

12E3

0,28

1,75x10°

4,82x1071

10F6/0,19

2,04x10°

3,85x10"

10F6

0,75

2,61x10°%

1,97x1073

6H4 0,10

1,42x10’

1,98x107*

6H4

0,30

2,00x10°

4,97x10"

7D6 (0,28

4,00x10°

1,14x1073

7D6

0,42

2,84x10°

1,20x103

8B310,19

3,02x10°

5,82x107°

8B3

0,18

4,69%10°

8,27x10"

15F3|0, 03

7,96x10°

2,70x10"°

15F3

0,18

3,14x10°

5,60x1071

33F7(0,12

5,71x10°

6,54x107"

33F7

0,38

3,65x10°

1,40x1073
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Exemplo 6

Reatividade Cruzada dos Anticorpos Monoclonais Anti-

BMP2/4 com um painel de BMPs.

Os anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 foram
caracterizados quanto a reatividade cruzada pela familia
BMP medindo suas afinidades de ligag¢d&o com BMP-3, 5, 6, 7
e 8b bem como com GDF-5 e 7 por andlise Biacore. As BMPs
e GDFs foram ligadas covalentemente a chips CM5 (chip
revestido com carboxi metil dextrana) por meio de aminas
primarias, wutilizando quimica de acoplamento de amina
convencional e kit proporcionado pela Biacore. A ligagéao
foi medida inundando os anticorpos em tampdo HBS-EP (pH
7,4) a uma concentracdo de 20 ug/mL a um caudal de 20
pL/min. A cinética da associacdo antigeno-anticorpo foi
seguida por 4 minutos e a dissociagdo da cinética foi
seguida por 6 minutos. As curvas de associagao e
dissociacdo foram ajustadas a um modelo de ligacao
Langmuir 1:1 utilizando o software BIAevaluation
(Biacore, AB). Os valores Kd que foram determinados estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Reatividade cruzada dos anticorpos monoclonais
humanos BMP-2&4 contra um painel de membros da familia
BMP.

BMP2| BMP4 | BMP5 | BMP6 BMP7 |BMP8b|BMP3| GDFS5 | GDF7
l1F6 (0,7 1,0 | 124 [85800| 71,7 ndo | ndo | 17,7 8,8
11¥2|0,6| 0,4 |26,3| 77,0 20,0 nao 104 | 16,3 3,5
leB7({0,5( 0,5 |18,1| 30,0 8,9 ndo | ndo | 80,0 2,8
12E3 1,4 | 2,2 | 132 nao 106 nao nao néao nao
10F6 17,5 76 |20,1| 103 18,8 195 nao nao nao
6H4 (3,741 104 | 5,9} 40,3 1,1 159 246 0,8 1,1
7D6 |4,6| 7,7 | ndo nao nao nao nao 493 1810
8B3 |4,7|11,2| ndo nao 155 nao ndo | 90,8 | 57,5
15F3|4,6(12,0| 289 ndo 79900 nao ndo | 64,8 | 57,7
33F714,3| 271 | ndo nao 579,0 nao nao nao ndo

Exemplo 7:

Bloqueio do Receptor de BMP Tipo I & IT
A capacidade dos anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 de

bloguear a ligacdo de BMP4 a receptores de BMP tipo I e
tipo II (R&D Systems, Minneapolis, MN) foi determinada
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utilizando Biacore.

Os receptores de BMP tipo I e tipo II foram ligados
covalentemente a um chip CM5 (chip revestido com carboxi
metil dextrana) por meio de aminas primarias, utilizando
quimica de acoplamento de amina convencional e kit
proporcionado pela Biacore. Misturas do complexo
anticorpo-antigeno foram inundadas pelos receptores
imobilizados. As concentracdes de anticorpo eram uma
série de diluicdes duplas comecando em 400 nM para o tipo
IIT e 200 nM para o tipo I. A concentracao de BMP4 era
entre 3 e 10 nM. Os anticorpos e a BMP-4 foram pré-
incubados por, pelo menos, 1 hora antes da injecdo. As
misturas de anticorpo-antigeno foram injetadas a um
caudal de 5 pL/min por 3 minutos. Os anticorpos que tém
epitopos que se sobrepdem serdo cancelados (resposta
diminuida com concentracdo aumentada de anticorpo) ao
passo que aqueles com epitopos distintos se ligarao
simultaneamente ao antigeno (resposta aumentada com
concentracdo aumentada de anticorpo) . Esta anédlise
demonstrou que 1lF6, 11F2, 16B7, 12E3, 10F6, 6H4, 7D6,
8B3, 15F3 e 33F7 foram todos capazes de Dbloquear a
ligacdo da BMP a um receptor tipo II variando de bloqueio
forte a bloqueio fraco (Figura 10a). Além disso, alguns
dos anticorpo monoclonais também foram <capazes de
blogquear a ligagdo tipo I ao passo que outros sé

bloquearam a ligagdo do receptor tipo II (Figura 10b).

Anticorpos Monoclonais blogueiam a 1ligagcdo de BMP2 a

Heparina

A capacidade dos anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 de
bloquear a ligagdo de BMP-2 a heparina (Sigma) foi
determinada utilizando um ensaio AlphaScreen (Berthold
Technologies) . Heparina biotinilada (Sigma) a uma
concentracdo de 5 nM foi capturada por pérolas doadoras
revestidas com estretavidina (25 ug/mlL) e os anticorpos
(5 nM) foram capturados utilizando pérolas receptoras
revestidas com a proteina A. A BMP/2 foi titulada numa

série de diluig¢des duplas comegando de 20 nM. Se os
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anticorpos bloqueiam a ligagdo de heparina a BMP-2, entdo
nao seria formado um complexo entre a heparina, a BMP2 e
os anticorpos monoclonais humanos e nenhum sinal seria
observado. Se os anticorpos nd&o bloqueiam a ligagdo de
heparina a BMPZ, entdo um complexo terciario seria
formado e um sinal aumentaria com concentracdo aumentadas
de BMP2. Neste ensaio, apenas o anticorpo monoclonal 33F7
bloqueou a ligagdo de heparina a BMP2. O 33F7 se liga
tanto a heparina como & BMP2 e também Dbloqueia a
interacdo entre a heparina e a BMPZ.

Exemplo 8:

Estabilidade do Anticorpo

Termoestabilidade dos Anticorpos Monoclonais anti-BMP2/4

A estabilidade térmica dos anticorpos monoclonais anti-
BMP2/4 foi determinada por andlise calorimétrica da
temperatura de fusao dos anticorpos. As medicdes
caloriméricas das temperaturas de fuséao (TE) foram
realizadas num microcalorimetro diferencial de varredura
VP-Capillary DSC que ¢é combinado com um amostrador
automatico (MicroCal LLC, Northampton, MA, EUA). O volume
de amostras de células foi de 0,144 mL. Os dados de
desnaturacdo sobre os anticorpos foram obtidos pelo
agquecimento das amostras, a uma concentragdo de 0,25
mg/mL, de 30 a 95 °C a uma taxa de 1 °C/min. As amostras
de anticorpos estavam presentes em soro fisioldgico
tamponado com fosfato (PBS) a um pH 7,4. O mesmo tampédo
foi wutilizado na célula de referéncia para obter a
capacidade calorifica molar por comparagao. Os
termogramas observados foram corrigidos na linha de base
e os dados normalizados analisados com base em um modelo
de ndo-2 estados, utilizando o software Origin v7.0.
Conforme ilustrado na Tabela 3, o 11F2 ¢é o anticorpo
anti-BMP2/4 mais estavel. Apresenta o valor Tf mais alto
para o seu pico maior.

Tabela 3. Dados de calorimetria diferencial de varredura

para anticorpos monoclonais anti-BMP2/4.

Tf (Maior)| Tf (menor) Tf (menor)
11E2 81 7.
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6H4 80 71
15F3 80 72
12E3 79 74
1F6 78 71 85
8B3 75 83
7D6 74 84
10F6 73 68
16B7 72 82
33F7 12 82

Estabilidade OQuimica dos Anticorpos Monoclonais anti-

BMP2/4
A estabilidade dos anticorpos monoclonais anti-BMP2/4 foi

5 comparada medindo o ponto médio da sua desnaturacéao
guimica por espectroscopia de fluorescéncia. As medigdes
de fluorescéncia de desnaturacdo quimica foram realizadas
num SPEX Fluorolog 3.22 equipado com leitor de placa
Micromax (SPEX, Edison, NJ). As medig¢des foram realizadas

10 em amostras de anticorpos que tinham sido deixadas por 20
horas a equilibrar em 16 concentracdes diferente de
cloridrato de guanidina em tampdo PBS. As medigdes foram
feitas em placas de 384 pocos de superficie néao ligante,
de baixo volume, pretas (Corning, Acton, MA) e

15 necessitavam de 1 uM de anticorpo num volume de pog¢o de
12 pL. A fluorescéncia foil excitada a 280 nm e os
espectros de emissdo foram medidos entre 300 e 400 nm. A
velocidade de varredura foi de 1 segundo por nm e as
fendas foram reguladas em faixa passante de 5 nm. Um

20 tampdo branco foi realizado utilizando PBS e
automaticamente subtraido dos dados. Os dados se
enquadraram num modelo de desnaturacao de dois estados
utilizando o software GraphPad Prism. Conforme
apresentado na Tabela 4, o 15F3 é o anticorpo monoclonal

25 anti-BMP2/4 mais estavel. Tem o ponto médio de
desdobramento mais alto (ponto médio).

Tabela 4: A desnaturagao guimica dos anticorpos
monoclonais anti BMP-2&4 determinada por espectroscopia

de fluorescéncia.

Ponto médio de
desdobramento (M)
15F3 2,70

//I/
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10F6 2,66
6H4 2,61
8B3 2,53
1F6 2,47
7D6 2,41
16B7 2,38
12E3 bifasico

Exemplo 9
Anticorpos Anti—-BMP2/4 blogqueiam Sinalizacdo de Células
BMP

Os efeitos em sinalizacdo celular pelos anticorpos

monoclonais BMP2/4 foram determinados observando uma
expressdo de fosfatase alcalina em células C2Cl2. Para
medir a capacidade dos anticorpos monoclonais de
neutralizar a bioatividade de BMP2 e BMP4, células C2C1l2
foram plaqueadas a uma densidade de 8.000 células por
poco numa placa de 96 pogos de fundo plano em meio DMEM
contendo 10% de soro fetal bovino e 1x pen/estrep e foram
incubadas a 37° com CO, de um dia para o outro. Na manhda
seguinte, o meio foi substituido por 100 ulL de meio
fresco contendo anticorpos monoclonais, seguido por 100
ul., de meio contendo a proteina BMP2 humana recombinante
(Medtronic) ou a proteina BMP4 (R&D, Cat N° 314-BP/CF) a
uma concentracdo de 1,6 ug/mL. As placas foram incubadas
a 37° com CO, por 2 dias.

No segundo dia, as células foram testadas quanto a
atividade de fosfatase alcalina utilizando um método de
permeabilizacdo. Nesta altura, os meios foram removidos
dos pocos e as células foram fixadas com 100 pL de uma
solucdo gelada de acetona/etanol (50:50 v/v). A solugao
de acetona/etanol foi removida imediatamente e foi
substituida por 100 uL de substrato 1liquido de p-
Nitrofenel fosfato (Sigma, Cat. N° N7653). As placas
foram mantidas no escuro por 3 minutos a temperatura
ambiente e a reacdo foi parada pela adigdo de 50 uL de
NAOH 3N a cada poco. A clivagem do substrato resulta numa
reacdo de cor que ¢é proporcional a quantidade de

fosfatase alcalina nas células. As placas foram lidas num
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dispositivo SpectraMAx 340 (Molecular Devices) a um
comprimento de onda de 405 nm. O valor de NDsp para os
anticorpos monoclonais nestas condi¢gdes eram entre 1-5
ug/mL.

Conforme ilustrado na Figura 11, a expressdo da fosfatase
alcalina por BMP2 (Figura 1lla) e BMP4 (Figura 11b) foi
inibida pelos anticorpos monoclonais BMP2/4. Deste modo,
os anticorpos aqui revelados ©podem neutralizar as
proteinas BMP.

Exemplo 10

Anticorpos Anti-BMP2/4 bloqueiam a ossificacéao

heterotrépica induzida

por BMP2 in vivo

Este exemplo demonstra gque os anticorpos monoclonais
anti-BMP2/4 Dbloqueiam a formagdo Ossea heterotrédpica
induzida por BMP2. A BMP2 induz a formacao Ossea
heterotrépica quando é absorvida por um gel de colageno e
implantada subcutaneamente no membro posterior de um
camundongo. A BMP2 recruta progenitores condrécitos e
células vasculares para o sitio do implante para iniciar
a formacido 6éssea. Por um periodo de 3 semanas, o gel de
coldgeno tornar-se substituido por osso maduro (Nakamura,
Y. et. al., J Bone Miner Res. 2003 Oct; 18(10):1854-62).
Para demonstrar que os anticorpos anti-BMP2/4 podem
bloquear a formacgéo Ossea heterotrdépica in wvivo,
camundongos foram implantados <com gel de colageno
impregnado com BMP2 e foram tratados, imediatamente, com
anticorpos anti-BMP2/4 ou uma IgG irrelevante de controle
(BD Pharmingen, cat N° A6618M).

Esponjas absorventes de colageno (Helistat® Bone Graft,
Integra Life Sciences cat N° 1690-ZZ) foram embebidas com
96 ug/mL de BMP2 (Medtronic, Infuse Bone graft) e foram
cortadas em implantes com um peso final de 0,23 gramas
cada. As esponjas de coldgeno embebidas com BMP-2 foram
implantadas subcutaneamente nos membros posteriores
esquerdos e direitos de 36 camundongos C57BL6 machos,

adultos. Para a cirurgia de implante os camundongos foram
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anestesiados com cetamina/xilazina de acordo com
protocolos convencionais. No membro posterior direito a
pele sobre o musculo semitendinoso foi raspada utilizando
um barbeador elétrico e preparada com fricgdo com
clorexidina e &lcool. O camundongo foi colocado em
inclinacdo lateral. Utilizando um bisturi ou tesoura, foi
feita uma incisdo de 0,5 cm na pele alinhada ao osso
longo. Uma bolsa de implante subcutanea foi preparada por
disseccdao romba. Utilizando técnica asséptica, cada
amostra de implante (esponja de coladgeno embebida com ~25
ug de BMP2) foi colocada na bolsa. O mesmo procedimento
foi repetido para o implante no membro esquerdo
posterior. O fechamento da ferida foi realizado
utilizando clips cirurgicos de ago inoxidavel.
Imediatamente apdés a cirurgia, os animais foram divididos
em 6 grupos de tratamento (Tabela 5) e uma injecdo em
bolo em uma uUnica dose de 300 ul do anticorpo apropriado
a uma concentracdo de 1,25 mg/mL foi administrada a
cavidade peritoneal de cada camundongo. O Grupo 1 foi
tratado com uma IgG irrelevante de controle. Os Grupos 2-
6 foram tratados com anticorpos monoclonais
neutralizantes de BMP2/4 (Tabela 5).

Depois de 21 dias, os implantes e tecidos adjacentes
foram extirpados e colocados em formalina tamponada
neutra a 10%. Os implantes extirpados foram submetidos a
densitometria de varredura (PIXI, GE Lunar, Madison,
Wisconsin). A &area mineral éssea (BMA) para cada implante
foi tabulada. Conforme apresentado na Figura 12, todos os
5 anticorpos monoclonais foram eficaz na prevengao da
formacdo 6ssea induzida por BMP-2 nos implantes.

Tabela 5.

Grupo Implante mAb Concentragdol N
(esquerdo e (anticorpos | (dose unica
_ direito) monoclonais) IP)
1 subcuténeo IgG de 15 mg/Kg 6
controle
subcutaneo 12 E3 15 mg/Kg 6
subcutaneo 1F6 15 mg/Kg 6
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4 subcuténeo 11F2 15 mg/Kg
5 subcuténeo 10F6 15 mg/Kg
6 subcuténeo 6H4 15 mg/Kg

Exemplo 11

Internalizacdo dos Anticorpos Monoclonais Anti-BMPRIA,
Anti-BMPR1B, Anti-ACTR1l e/ou Anti-BMPR2

Este exemplo demonstra a metodologia para testar os

anticorpos monoclonais humanos anti-BMPR1A, anti-BMPRI1B,
anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2/4 quando a capacidade de
internalizar em células CHO que expressam BMPR1A, BMPRI1B,
ACTR1, e/ou BMPR2 utilizando um ensaio de internalizacao
Hum-Zap. O ensaio Hum-Zap testa quanto a internalizagao
de um anticorpo humano primario por meio da ligagdo de um
anticorpo secunddrio com afinidade para IgG humana
conjugada & toxina saporina.

As células gue expressam o antigeno s&o semeadas a 1,25 x
10* células/pogo em pocos de 100 OL de um dia para o
outro. Os respectivos anticorpos monoclonais humanos
antigeno-especificos s&o adicionados aos pogos a uma
concentracdo de 10 pM. Um anticorpo de controlo isdtopo
que ¢é nido especifico para qualquer dos antigenos ¢&
utilizado como controle negativo. Hum-Zap (Advanced
Targeting Systems, San Diego, CA, IT-22-25) é adicionado
a uma concentracdo de 11 nM e as placas foram deixadas em
incubacdo por 72 horas. As placas foram, entdo, pulsadas
com 1,0 OCi de ®H-timidina por 24 horas, colhidas e lidas
num contador de cintilagcdo Top Count Scintillation
Counter (Packard Instruments, Meriden, CT).

A atividade de internalizagdo dos conjugados de saporina
e células CHO que expressam antigeno €& medida com uma
dose-resposta através de uma faixa de ~500 pM a 1 pM
utilizando os anticorpos monoclonais humanos gerados
conforme descrito no Exemplo 1. Uma linha celular
precursora de CHO e Hu IgG-SAP s&o utilizadas como
controles negativos como medida de toxicidade de fundo ou
internalizacdo nado especifica.

Exemplo 12
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Avaliacdo da Exterminacdo de Células de Anticorpos
Conjugados com Toxina Anti-BMP2, Anti-BMP4, Anti-BMPRI1A,
Anti-BMPR1B, Anti-ACTR1, e/ou Anti-BMPR2 numa Linha

Celular de Condroécitos

Este exemplo revela a metodologia para testar os
anticorpos monoclonais anti-BMP2Z, anti-BMP4, anti-BMPRI1A,
anti-BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 conjugados a uma
toxina gquanto & sua capacidade para matar uma linha
celular de condrécitos que expressa o antigeno num ensaio
de proliferagdo celular.

Os anticorpos HuMAb preparados pela metodologia do
Exemplo 1 podem ser conjugados a uma toxina por meio de
um ligante, como por exemplo, um ligante peptidil,
hidrazona ou dissulfureto. Um condrdécito gque expressa
antigeno ou linha celular osteoblastica, tal como as
células ATDCS5 ou MC3T3, é semeado entre cerca de 1 e 3 X
10* células/pogo em pogos de 100 OL por 3 horas. Um
conjugado de anticorpo-toxina ¢é adicionado aos pogos a
uma concentracdo inicial de 30 nM e a titulacdo diminuida
em diluicdes em série 1:3. Um anticorpo de controle
isétipo que é ndo especifico para o antigeno é utilizado
como controle negativo. As placas sdo deixadas em
incubacdo por 69 horas. As placas, sao, entao, pulsadas
com 1,0 OCi de °H-timidina por 24 horas, colhidas e lidas
num contador de <cintilacdo Top Count Scintillation
Counter (Packard Instruments, Meriden, CT) . A
exterminacdo celular é demonstrada por uma diminuigao
dependente da concentracao de anticorpo-toxina na
incorporacédo de 3H-timidina em células condrdcitas que
expressam o antigeno.

Exemplo 13

Avaliacdo da Atividade de ADCC dos Anticorpos Anti-BMP2,
Anti-BMP4, Anti-BMPR1A, Anti-BMPR1B, Anti-ACTR], e/ou
Anti-BMPR2

Este exemplo revela a metodologia para testar anticorpos
monoclonais anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPRI1A, anti-
BMPR1B, anti-ACTR1l, e/ou anti-BMPR2 quanto a capacidade
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de matar linhas celulares do antigeno® na presenca de
células efetoras por meio de citotoxicidade <celular
dependente de anticorpo (ADCC) num ensaio de citoxicidade
por técnica de fluorescéncia.

Células efetoras humanas s&do preparadas a partir de
sangue inteiro como a seguir. Células mononucleares de
sangue periférico humano s&o purificadas com sangue
inteiro heparinizado por separagao Ficoll-paque
convencional. As células foram ressuspensas em meio
RPMI1640 contendo 10% de FBS e 200 U/mL de IL-2 humana e
incubadas de um dia para o outro a 37 °C. No dia
seguinte, as células foram colhidas e 1lavadas quatro
vezes em meio de cultura e ressuspensas a 2 X 107
células/mL. As células alvo de antigeno’ sdo incubadas
com reagente BATDA (Perkin Elmer, Wellesley, MA) a 2,5 UL
de BATDA por 1 x 10® células alvo/mL por 20 minutos a 37
°c. As células alvo sao lavadas quatro vezes, reduzidas
por centrifugagdo e levadas a um volume final de 1 x 10°
células/mL.

As linhas celulares de antigeno’ sdo testadas quanto a
ADCC anticorpo-especifico para os anticorpos monoclonais
humanos utilizando a andlise de emiss&o de fluorescéncia
Delfia como a seguir. Cada linha de célula alvo (100 UL
de células alvo marcadas) é incubada com 50 0Ol de células
efetoras e 50 OL de anticorpo. Uma proporg¢ao de alvo para
efetora de 1:50 é utilizada por toda a experiéncia. Em
todos os estudos é utilizado um controle isdétopo IgGl
humana como controle negativo. Depois de um pulso de
centrifugacdo de 2000 rpm e uma hora de incubagdo a 37
°cC, os sobrenadantes sdao colhidos, rapidamente
centrifugadas outra vez e 20 0L do sobrenadante sao
transferidos para uma placa de fundo plano, a qual 180 UL
de solucgao Eu (Perkin Elmer, Wellesley, MA) sao
adicionados e lidos num leitor RubyStar (BMG Labtech). A

g de lise é calculada como a seguir: (libertacdo de
amostra - libertacdo espontdnea * 100) / (libertacgédo

maxima - libertacd&o esponténea), onde a 1libertacéo
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espontdnea é a fluorescéncia dos pogos que s contém
células alvo e a libertacdo maxima é a fluorescéncia dos
pocos contendo células alvo que foram tratadas com
Triton-X a 2%.

Exemplo 14

Tratamento In vivo de Modelo de Xenoenxerto de Tumor

utilizando Anticorpos

Anti-BMP2, Anti-BMP4, Anti-BMPRI1A, Anti-BMPRI1B, Anti-
ACTR1,

e/ou Anti-BMPR2 Despidos e conjugados com Citotoxina

Este exemplo revela a metodologia para o tratamento in
vivo de camundongos implantados com uma célula tumoral de
carcinoma com anticorpos conjugados com toxina para
examinar o efeito in vivo dos anticorpos sobre o
crescimento do tumor.

Células de carcinoma sdo expandidas in vitro utilizando
procedimentos laboratoriais convencionais. Camundongos
nus atimicos Ncr machos (Taconic, Hudson, NY) entre 6-8
semanas de idade sdao implantados subcutaneamente no
flanco direito com 7,5 X 10° células em 0,2 mL de
PBS/Matrigel (1l:1) por camundongo. Os camundongos sao
pesados e medidos tridimensionalmente quanto a tumores
utilizando um pagquimetro eletrdnico duas vezes por semana
depois do implante. Os volumes dos tumores sao calculados
como altura x largura x comprimento. Os camundongos com
tumores médios de 110-270 mm> sao separados
aleatoriamente em grupos de tratamento. Os camundongos
séo dosados intraperitonealmente com veiculo PBS,
anticorpo de controle isdétopo conjugado com toxina ou
HuMab anti-BMP2, anti-BMP4, anti-BMPR1A, anti-BMPR1B,
anti-ACTR1, e/ou anti-BMPR2 HuMAb conjugado com toxina no
Dia 0. Exemplos de compostos de toxina que podem ser
conjugados aos anticorpos da presente invengao sao
descritos na Publicacdo do Pedido PCT N° WO2005/112919.
Os camundongos gue receberam os anticorpos monoclonais
humanos especificos de antigeno sdo testados com trés

compostos de toxinas diferentes. Os camundongos sao
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monitorizados quanto ao crescimento do tumor por 60 dias
depois da dosagem. Os camundongos s&o sacrificados quando
0os tumores atingem o ponto final do tumor (2000 mm?) .
Anticorpos especificos para antigeno adequados conjugados
a uma toxina prolongam o tempo médio para alcangar o
volume do ponto final do tumor (2000 mm®) e atrasam o
progresso de crescimento do tumor. Deste modo, o
tratamento com este conjugado de anticorpo-toxina tem um
efeito inibidor direto in vivo sobre o crescimento do
tumor.

Exemplo 15

Producdo de Anticorpos Monoclonais Humanos Desfucosilados

Este exemplo revela a metodologia para produzir
anticorpos monoclonais humanos gque ndo tém residuos
fucosil. Demonstrou-se que os anticorpos com gquantidades
reduzidas de residuos fucosil aumentam a capacidade de
ADCC do anticorpo. A linha celular CHO Ms704-PF, que nao
tem o gene fucosiltransferase FUT 8 (Biowa, Inc.,
Princeton, NJ), é eletroporada com um vetor que expressa
as cadeias pesadas e leves de um HuMAb especifico de
antigeno. Os clones resistentes a droga s&o selecionados
por crescimento em meio Ex-Cell CHO 325-PF (JRH
Biosciences, Lenexa, KS) com 6 mM de L-glutamina e 500
pg/mL de G418 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Os clones s&ao
rastreados quanto a expressdo de IgG por ensaio ELISA
convencional. S&o produzidos dois clones separados, BB8AG6
e B8Cll, cujas taxas de produgdo variam de 1,0 a 3,8
picogramas/células/dia.

Exemplo 16

Avaliacdo da Atividade ADCC de Anticorpos Desfucosilados

Este exemplo revela o teste de anticorpos monoclonais
desfucosilados e ndo desfucosilados quanto a capacidade
de matar células BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1l, e/ou
BMPR2®" na presenca de células efetoras por meio de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) num
ensaio de citotoxicidade por fluorescéncia.

Os anticorpos monoclonais humanos especificos de antigeno
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sdo desfucosilados conforme descrito acima. Células
efetoras humanas sd3o preparadas a partir de sangue
inteiro como a seguir. Células mononucleares de sangue
periférico sdo purificadas a partir de sangue inteiro
heparinizado por separagdao Ficoll-paque convencional. As
células sdo ressuspensas em meio RPMI1640 contendo 10% de
FBS (meio de cultura) e 200 U/mL de IL-2 humana e
incubadas de um dia para o outro a 37 °C. No dia
seguinte, as células foram colhidas e lavadas uma vez no
meio de cultura e ressuspensas a 2 X 107 células/mL. As
células alvo de antigeno® sado incubadas com reagente
BATDA (Perkin Elmer, Wellesley, MA) a 2,5 UL de BATDA por
1 x 10° células alvo/mL em meio de cultura suplementado
com 2,5 mM de probenecid (meio de ensaio) por 20 minutos
a 37° C. As células alvo sdao lavadas quatro vezes em PBS
com 20mM de HEPES e 2,5 de mM probenecid, reduzidas por
centrifugacdo e levadas a um volume final de 1 x 10°
células/mL em meio de ensaio.

Uma proporcdo de alvo para efetora de 1:100 € utilizada
por toda a experiéncia. E utilizado um controle isétopo
de IgGl humana como controle negativo. Depois de um pulso
de centrifugacdo de 2100 rpm e uma hora de incubacgado a
37° C, os sobrenadantes sdo colhidos, rapidamente
centrifugadas outra vez e 20 [OL do sobrenadante sao
transferidos para uma placa de fundo plano, a qual 180 0L
de solugdo Eu (Perkin Elmer, Wellesley, MA) sao
adicionados e lidos num leitor Fusion Alpha TRF (Perkin
Elmer). A

o

de lise ¢é —calculada <como a seguir:
(libertacdo de amostra — libertagdo espontanea * 100) /
(libertacdo maxima - libertagdo esponténea), onde a
libertacao espontéanea é a fluorescéncia dos pog¢os que sb
contém células alvo e a libertagéao maxima é a
fluorescéncia dos pocos contendo células alvo que foram
tratadas com Lisol a 3%. A linha celular gque expressa o
antigeno' apresentarda uma citotoxicidade mediada por
anticorpo com os anticorpos antigenos-especificos HuMAb e

uma percentagem aumentada de lise especifica associada
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com a forma desfucosilada do anticorpo antigeno-
especifico. Deste modo, os anticorpos HuMAb
desfucosilados aumentam a citotoxicidade especifica

contra as células que expressam o antigeno.

5 A presente invencdo ndo é limitada em ambito pelas
modalidades agui descritas. Na realidade, varias
modificacdes da invengdo, além daquelas aqui descritas,
ficardo evidentes aos especialistas na técnica a partir
da descricdao acima e das figuras associadas. Estas

10 modificacdes se destinam a se enquadrar no ambito das
reivindicagcdes apensas.
Patentes, pedidos de patentes, publicacdes, descrigdes de
produto e protocolos sdo citados ao longo de toda esta
memdria descritiva, cujas revelacgdes sao aqui
15 integralmente incorporadas por citagdo para todas as
finalidades.
SUMARIO DA LISTAGEM DE SEQUENCIA
SEQ ID SEQUENCIA SEQ ID SEQUENCIA
NO: NO:
1 BMP2 n.t. 48 a.a. linha germinal Vg A27
2 BMP2 a.a. 49 a.a. linha germinal Vg L15
3 BMP4 n.t. 50 a.a. linha germinal Jx JK4
4 BMP4 a.a. 51 a.a. linha germinal Vy 4-34
5 BMPR1A n.t. 52 a.a. linha germinal Dy 3-10
6 BMPR1A a.a. 53 a.a. linha germinal Jy JHI
7 BMPR1B n.t. 54 a.a. linha germinal Vg L6
8 BMPR1B a.a. 55 a.a. linha germinal Jx JKZ2
S ACTR1 n.t. 56 Vy a.a. 10F6
10 ACTR1 a.a. 57 Vy a.a. 10H6
11 BMPR2 n.t. 58 Vy a.a. 1l6B7
12 BMPR2 a.a. 59 Vy a.a. 1F6
13 Vy CDR1 a.a. 6H4 60 Vy a.a. 7D6
14 Vy CDR1 a.a. 11F2 61l Vy a.a. 8B3
15 Vy CDR1 a.a. 12E3 62 Vy a.a. 15F3
16 Vy CDR2 a.a. 6H4 63 Vy a.a. 33F7
17 Vy CDR2 a.a. 1l1F2 64 Vk a.a. 10F6
18 Vy CDR2 a.a. 12E3 65 Vk a.a. 10H6
19 Vy CDR3 a.a. 6H4 66 Vk a.a. 16B7
20 Vy CDR3 a.a. 11F2 67 Vg a.a. 1F6
21 Vy CDR3 a.a. 12E3 68 Vg a.a. 7D6
22 Vx CDR1 a.a. 6H4 69 Vk a.a. 8B3
23 Vk CDR1 a.a. 1l1F2 70 Vk a.a. 15F3
24 Vx CDR1 a.a. 12E3 71 Vk a.a. 33F7
25 Vxk CDR2 a.a. 6H4 72 Vy n.t. 10F6
26 Vk CDR2 a.a. 11F2 73 ) Vy n.t. 10HG6
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SEQ ID SEQUENCIA SEQ ID SEQUENCIA

NO: NO:

27 Vk CDR2 a.a. 12E3 74 Vy n.t. 16B7

28 Vg CDR3 a.a. 6H4 75 Vk n.t. 1F6

29 Vx CDR3 a.a. 1l1lF2 76 Vi n.t. 7D6

30 Vx CDR3 a.a. 12E3 77 Vg n.t. 8B3

31 Vg a.a. 6H4 78 Vy n.t. 15F3

32 Vy a.a. 11F2 79 Vy n.t. 33F7

33 Vy a.a. 12E3 80 Vk n.t. 10F6

34 Vg a.a. 6H4 81 Vk n.t. 10H6

35 Vg a.a. 11F2 82 Vg n.t. 16B7

36 Vx a.a. 12E3 83 Vk n.t. 1F6

37 Vy n.t. ©6H4 84 Vg n.t. 7D6

38 Vy n.t. 11F2 85 Vk n.t. 8B3

39 Vy n.t. 12E3 86 Vk n.t. 15F3

40 Vg n.t. 6H4 87 Vg n.t. 33F7

41 Vi n.t. 11F2 88 a.a. linha germinal Jy JH4Db

42 V. n.t. 12E3 89 a.a. linha germinal Jy JH2

43 a.a. linha 90 a.a. linha germinal Jy JH3b
germinal VvV, 4-59

44 a.a. linha 91 a.a. linha germinal V4 1-69
germinal Vy 3-33

45 a.a. linha 92 epitopo de BMP2
germinal Dy 2-2

46 a.a. linha 93 epitopo de BMP2
germinal Jy JH5Db

47 a.a. linha
germinal Jy JH6D
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de

ligacdo ao seu antigeno, um fragmento de anticorpo, ou um

anticorpo mimético, caracterizado pelo fato de se ligar a

um epitopo em BMP2 ou BMP4 humana reconhecida por um
anticorpo compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada contendo a seqiiéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO:32 e uma regido variadvel de cadeia leve
compreendendo a seqiéncia de aminoacidos apresentada na
SEQ ID NO:35.

2. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo ser um

anticorpo de comprimento total de um isdétopo IgGl, IgGz,
IgG3 ou IgG4.
3. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo ser

selecionado do grupo gque consiste de: um anticorpo
" inteiro, um fragmento de anticorpo, um anticorpo
humanizado, um anticorpo de cadeia simples, um

imunoconjugado, um anticorpo desfucosilado e um anticorpo

biespecifico.
4. Fragmento de anticorpo, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato do referido

fragmento ser selecionado do grupo dque consiste de: um
UniBody, um anticorpo de dominio e um Nanocorpo.
5. Anticorpo mimético, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de ser selecionado do grupo dque

consiste de: um Affibody, um DARPin, uma Anticalina, um
Avimer, um Versabody e uma Duocalina.
6. Imunoconjugado, conforme definido na reivindicacgéo

3, caracterizado pelo fato do referido imunoconjugado

compreender um agente terapéutico.
7. Imunoconijugado, conforme definido na reivindicagao

3, caracterizado pelo fato do agente terapéutico ser uma

citotoxina ou um isdétopo radioativo.
8. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo se ligar a
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BMP2 ou BMP4 humana com uma Kp de 5,5 X 10° M ou menor.
9. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicacgao 1,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo se ligar a

BMP2 ou BMP4 humana com uma Kp de 3 x 10" M ou menor.
10. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo se ligar a

BMP2 ou BMP4 humana com uma a Kp de 2 x 10° M ou menor.

11. Composicdo, caracterizada pelo fato de compreender o

anticorpo isolado ou porcdo de ligagdo ao seu antigeno
conforme definido na reivindicagdo 1 e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

12. Molécula de A&cido nucléico isolada, caracterizada

pelo fato de codificar a cadeia pesada ou leve do
anticorpo isolado ou seu antigeno conforme definido na
reivindicacéao 1.

13. Vetor de expressdo, caracterizado pelo fato de

compreender a molécula de acido nucléico conforme
definida na reivindicacgédo 12.

14. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de

compreender o vetor de expressdo conforme definido na
reivindicacdo 13.

15. Método para preparar um anticorpo anti-BMP2 ou anti-
BMP4, caracterizado pelo fato de compreender os passos
de:

a) obter uma célula hospedeira gque contém uma ou mais

moléculas de acido nucléico que codificam a anticorpo de
acordo com a reivindicagao 1;

b) desenvolver a célula hospedeira numa cultura de
células hospedeiras;

c) proporcionar condi¢des de cultura da célula hospedeira
onde a uma ou mais moléculas de &cido nucléico sao
expressas; e

d) recuperar o anticorpo da célula hospedeira ou da
cultura de células hospedeiras.

16. Método para tratar ou prevenir uma doenga associada

com a formacdo 6ssea anormal e ossificacdo, caracterizado

pelo fato do referido método compreender o passo de
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administrar a um individuo um anticorpo anti-BMP2 ou
anti-BMP4 ou porcdo de ligagdo ao seu antigeno, numa

gquantidade eficaz para tratar ou prevenir a doenca.

17. Método, de acordo com a reivindicacgao 16,
caracterizado pelo fato da referida doencga ser
selecionada do grupo que consiste de: fibrodisplasia
ossificante progressiva (FOP) , heteroplasia Ossea

progressiva (POH), lesdo da medula espinhal, hematoma
intramuscular, complicacgdes de cirurgia ortopédica,
artrite psoriatica, osteocartrite, espondilite
anquilosante (AS), antropatias seronegativas, hiperostose
esquelética, otosclerose, anquilose do estribo, cancer
b6sseo, cancer da préstata, exotose, arterosclerose,
doenca cardiaca valvular.

18. Método, de acordo com a reivindicacgéo le,

caracterizado pelo fato da referida doenga ser um cancer

selecionado do grupo que consiste de: cancer O6sseo,
cancer da proéstata, céancer do pulmao, melanoma, cancer
hemotopoiético, cancer renal e cancer da mama.

19. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de
ligacdo ao seu antigeno, um fragmento de anticorpo, ou um

anticorpo mimético, caracterizado pelo fato de se ligar a

um epitopo em BMP2 ou BMP4 humana reconhecido por um
anticorpo compreendendo uma regido variavel de cadeia
pesada e uma regido varidvel de cadeia leve selecionada
do grupo consistindo de:

(a) a seqgiiéncia de aminodcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 33 e a sequiéncia

de aminodcidos da regido variavel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 36;
(b) a sequiéncia de aminoacidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 34 e a sequiéncia

de aminoacidos da regido variavel de <cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 37;
(c) a seqiiéncia de aminodcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 56 e a sequéncia

de aminoacidos da regido variadvel de cadeia leve
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apresentada na SEQ ID NO: 64;
(d) a seqiiéncia de aminodcidos da regido variavel de
cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 57 e a sequiéncia
de aminoacidos da regido varidvel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 65;
(e) a seqiidncia de aminodcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na in SEQ ID NO: 58 e a

seqgiiéncia de aminoacidos da regido variavel de cadeia
leve apresentada na SEQ ID NO: 66;
(f) a seqgliéncia de aminoadcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 59 e a seqiéncia

de aminodcidos da regido variavel de <cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 67;
(g) a seqiéncia de aminodcidos da regidao variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 60 e a seqiéncia

de aminoacidos da regido variadvel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 68;
(h) a seqiiéncia de aminodcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 61 e a seqgiiéncia

de aminoacidos da regido variadvel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 69;
(i) a seqiidncia de aminodcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 62 e a sequéncia

de aminoacidos da regido variavel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 70; a
(j) a seqiiéncia de aminoadcidos da regido variavel de

cadeia pesada apresentada na SEQ ID NO: 63 e a segléncia
de aminoacidos da regido variadvel de cadeia leve
apresentada na SEQ ID NO: 71.

20. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagdo 19,

caracterizado pelo fato do referido anticorpo ser

selecionado do grupo que consiste de: um anticorpo
inteiro, um fragmento de anticorpo, um anticorpo
humanizado, um anticorpo de cadeia simples, um

imunoconjugado, um anticorpo desfucosilado e um anticorpo
biespecifico.

21. Fragmento de anticorpo, de acordo com a
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reivindicacdo 19, caracterizado pelo fato do fragmento

ser selecionado do grupo que consiste de: um UniBody, um
anticorpo de dominio e um Nanocorpo.
22. Anticorpo mimético, de acordo com a reivindicagao

19, caracterizado pelo fato do mimético ser selecionado

do grupo que consiste em: um Affibody, um DARPin, uma
Anticalina, um Avimer, um Versabody e uma Duocalina.

23. Composicdo, caracterizada pelo fato de compreender o

anticorpo isolado ou porgdo de ligacdo ao seu antigeno
conforme definido na reivindicacdo 19 e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

24. Molécula de &cido nucléico 1isolada, caracterizada

pelo fato de codificar a cadeia pesada ou leve do
anticorpo isolado ou a porgdo de ligagcdo ao seu antigeno
conforme definido na reivindicac¢do 19.

25. Vetor de -expressdo, caracterizado pelo fato de

compreender a molécula de 4acido nucléico conforme

definido na reivindicagédo 24.

~26. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de

compreender o vetor de expressdo conforme definido na
reivindicacdo 25.

27. Hibridoma, caracterizado pelo fato de expressar o

anticorpo ou porcdo de ligagdo ao seu antigeno conforme
definido em qualgquer uma das reivindicag¢des de 1 ou 19.

28. Método para preparar o anticorpo, conforme definido
em qualqgquer uma das reivindicacdes de 1 ou 19,

caracterizado pelo fato de compreender os passos de:

(a) dmunizar um animal transgénico compreendendo genes

de imunoglobulina humana com um peptideo BMP2 ou BMP4;

(b) recuperar células B do referido animal transgénico;
(c) fazer hibridomas a partir das referidas células B;
(d) selecionar os hibridomas que expressam anticorpos

que se ligam a BMP2 ou BMP4; e

(e) recuperar os referidos anticorpos gque se ligam a
BMP2 ou BMP4 a partir dos referidos hibridomas
selecionados.

29. Método para preparar os anticorpos anti-BMP2 ou
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anti-BMP4, caracterizado pelo fato de compreender os

passos de:
(a) imunizar um animal transgénico compreendendo genes

de imunoglobulina humana com um peptideo BMP2 ou BMP4;

(b) recuperar mARN das células B do referido animal
transgénico;

(c) converter o referido mARN em cADN;

(d) expressar o referido cADN em fagos de tal modo que

os anticorpos anti-BMP2 ou anti-BMP4 codificados pelo
referido cADN sejam apresentados na superficie dos

referidos fagos;

(e) selecionar os fagos que apresentam anticorpos anti-
BMP2 ou anti-BMP4;
(f) recuperar as moléculas de acido nucléico dos

referidos fagos selecionados que codificam as referidas
imunoglobulinas anti-BMP2 ou anti-BMP4;

(g) expressar as referidas moléculas de acido nucléico
recuperadas numa célula hospedeira; e recuperar Os
anticorpos da referida célula que se ligam a BMP2 ou
BMP4 .
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RESUMO

“ANTICORPO MONOCLONAL ISOLADO OU UMA PORCAO DE LIGAGAO AO
SEU ANTIGENO, UM FRAGMENTO DE ANTICORPO, UM ANTICORPO
MIMETICO, IMUNOCONJUGADO, COMPOSICAO, MOLECULA DE ACIDO
NUCLEICO ISOLADA, VETOR DE EXPRESSAO, CELULA HOSPEDEIRA,
METODO PARA PREPARAR UM ANTICORPO ANTI-BMP2 OU ANTI-BMP4,
METODO PARA TRATAR OU PREVENIR UMA DOENGCA ASSOCIADA COM A
FORMACAO OSSEA ANORMAL E OSSIFICAGAO, HIBRIDOMA E METODO
PARA PREPARAR O ANTICORPO”.

A presente invengdo proporciona anticorpos monoclonais
isolados, particularmente anticorpos monoclonais humanos,
que especificamente se ligam a BMP2, BMP4, BMPR1A,
BMPR1B, ACTR1l, e/ou BMPR2 com alta afinidade. S&o também
proporcionadas moléculas de acido nucléico que codificam
os anticorpos da invencgdo, vetores de expressdo, células
hospedeiras e métodos para expressar o0s anticorpos da
invencgdo. Sd3o também proporcionados imunoconjugados,
moléculas biespecificas e composigdes farmacéuticas que
compreendem os anticorpos da invengdo e, opcionalmente,
um ou mais agente terapéutico adicional. A invengdo
também proporciona métodos para tratar doencas associadas
com a formacdo Ossea anormal e ossificacdes mediadas por
BMP2, BMP4, BMPR1A, BMPR1B, ACTR1, e/ou BMPR2.
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