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“ANTICORPO HUMANO-MURINO QUIMERICO OU XEGOGENEICO,
HUMANIZADO, HUMANO OU SEU FRAGMENTO DE LIGACAO,
VETOR DE EXPRESSAOQ, MICRORGANISMO TRANSGENICO,
METODO PARA PREPARAR UM ANTICORPO OU UM FRAGMENTO DE

5 LIGACAO, COMPOSICAO, COMPOSICAO DE DIAGNOSTICO, USO
DO ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO, KIT PARA O
DIAGNOSTICO DE UM TUMOR E USO DA MOLECULA DE
ANTIGENO LIGANTE AO TUMOR”
Campo Da Invengao

10 A presente invencgdo diz respeito em geral
a novas moléculas de ligacdo especificas de tumores,
particularmente anticorpos humanos, bem como seus
fragmentos, derivados e variantes que reconhecem
antigenos tumorais e antigenos associados ao tumor,

15 respectivamente. Além disso, a presente invencgdo diz
respeito a composicgdes farmacéuticas compreendendo
tais moléculas de 1ligacéo, anticorpos e suas
imitagbes no tratamento de wvarios tumores, em
particular melanoma, cancer mamario e metastase.

20 Fundamentos Da Invengao

As respostas 1imunes humorails aos tumores

ocorrem com uma frequéncia relativamente elevada em

(1, 2). Este fendmeno foil explorado para
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identificar uma variedade de antigenos associados a tumores (taa) pela
triagem de bibliotecas de expressio autéloga com soro de pacientes de cincer
(1). Vérios destes taa agora servem como antigenos de células T para a
inducdo de respostas antitumorais de CLT nos pacientes (3, 4). Esta
preferéncia pela resposta imune celular, em muitos casos citotdxica, como
estratégia terapéutica, esta agora sendo reconsiderada e novas vacinas tém em
mira também induzir respostas de anticorpos. Em parte, esta mudanca de
conceito pode ter sido influenciada pelo recente sucesso de varios anticorpos
monoclonais para a terapia tumoral, tais como o trastuzumab (Herceptina) e
bevacizumab (Avastina) (5). Embora estes anticorpos monoclonais tenham
sido especificamente real¢ados contra os alvos de relevancia oncologica
presumida, os anticorpos que ocorrem em pacientes de célncer, ou
espontaneamente ou apos a vacinag¢do, formam uma diferente classe de
moléculas cuja significincia terapéutica tem sido dificil de avaliar. Isto € na
maioria das vezes devido a falta de abordagens experimentais diretas para seu
isolamento e subsequente caracterizagdo in vitro e em modelos de animais de
céncer humano.

Assim, existe a necessidade de se superar as limita¢gdes acima
descritas e prover um anticorpo terapéutico e diagndstico contra antigenos
envolvidos no cancer.

Sumario Da Invenc¢io

A presente invengdo faz uso da respostaimune especifica do
tumor de pacientes de céncer, para o isolamento do antigeno tumoral e dos
anticorpos monoclonais humanos especificos do antigeno associado ao tumor
(taa). Em particular, as experiéncias realizadas de acordo com a presente
invengdo foram bem sucedidas no isolamento de um anticorpo monoclonal
especifico para o taa NY-ESO-1 de um paciente de melanoma que apresentou
um titulo sérico para NY-ESO-1 e uma resposta clinica parcial. Para isolar o

anticorpo humano especifico para um antigeno tumoral e taa,
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respectivamente, a imunoistoquimica (IHC) com o uso de microarranjos
teciduais (TMA) foi usada.

A presente inven¢do € assim direcionada a anticorpos
humanos, fragmentos de ligagdo a antigeno e moléculas de ligagdo a
antigenos similares, que s@o capazes de reconhecer o antigeno NY-ESO-1
associado ao tumor. Além disso, a presente invengdo diz respeito a
composi¢cdes compreendendo referidos anticorpos e a métodos
imunoterapéuticos e imunodiagndsticos usando-os.

Em uma forma de realizagdo particularmente preferida da
presente inveng¢do, o anticorpo humano ou fragmento de ligagdo do mesmo a
antigeno demonstram as caracteristicas de ligacdo imunologica de um
anticorpo caracterizado pelas regides variaveis Vg e/ou Vi como apresentado
na Figura 4 (SEQ ID NOs: 2 e 4). Alternativamente, o anticorpo € um
anticorpo humanizado, xenogénico, ou um anticorpo quimérico humano-
murino, este ultimo sendo particularmente util para métodos diagndsticos e
estudos em animais. As composi¢des terapéuticas que incluem os anticorpos
ou seus fragmentos ativos, ou agonistas e moléculas cognatas, ou
alternadamente, antagonistas destes, e métodos de uso de tais composi¢des na
prevencdo, diagndstico ou tratamento de um tumor, com o uso destas
composi¢des, acham-se também incluidas, em que uma quantidade eficaz da
composicdo é administrada a um paciente em necessidade de tal tratamento.

O fragmento de ligagdo a antigeno do anticorpo pode ser um
fragmento Fv de cadeia tnica, um fragmento F(ab’), um fragmento F(ab), e
um fragmento F(ab’),, ou qualquer outro fragmento de ligagdo a antigeno. Em
uma forma de realizagéo especifica, abaixo, o anticorpo ou seu fragmento é
um anticorpo de is6tipo IgG humano.

Naturalmente, a presente invencdo se estende ao linfécito da
memoria humana B imortalizada e a célula B, respectivamente, que produz o

anticorpo tendo as caracteristicas distintas e inicas como definido abaixo.
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A presente invengdo também diz respeito a polinucleotideos
codificando pelo menos uma regido varidvel de uma cadeia de
imunoglobulina do anticorpo da invengdo. Preferivelmente, referida regido
variavel compreende pelo menos uma regido determinante da
complementaridade (CDR) de Vy e/lou Vp da regido variavel como
apresentado na Figura 4 (SEQ ID NOs: 5 a 10).

Consequentemente, a presente invengdo também inclui vetores
compreendendo referidos polinucleotideos e células hospedeiras com eles
transformadas, bem como ao seu uso para a producdo de um anticorpo e
moléculas de ligacdo equivalentes que sejam especificas para os antigenos
que sdo indicativos e/ou causativos quanto a um tumor, em particular quanto
ao melanoma ou cincer de mamas.

O anticorpo, a(s) cadeia(s) de imunoglobulina, os seus
fragmentos de ligagdo, e a ligagdo de antigeno ao referido anticorpo, podem
ser usados nas composi¢Ges farmacéuticas e diagnésticas para imunoterapia e
diagndstico tumorais, respectivamente. O uso das composigdes precedentes na
preparacdo de um medicamento é, entretanto, preferido.

Consequentemente, ¢ um objeto particular da presente
invencdo fornecer métodos para tratar ou prevenir uma doenga cancerosa, tal
como o carcinoma primario de mamas e as metastases. Os métodos
compreendem administrar uma concentragdo eficaz de um anticorpo ou
derivado de anticorpo ao paciente em que o anticorpo tem por objetivo o
tecido e as células tumorais.

Outras formas de realizagdo da presente invengdo serdo
evidentes da descrigdo e dos Exemplos que seguem. Além disso, a descrigo
da presente invengdo, quando necessario ou apropriado, pode ser
suplementada com o conteudo da exposi¢do do pedido de patente Européia
anterior do requerente EP 07 005 180.0 depositado no Escritério de Patentes
Européias em 13 de margo de 2007.
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Breve Descri¢ao Dos Desenhos

Figura 1: O reservatorio 12 D7 de cultura de células B da
memoria contém anticorpos especificos para NY-ESO-1. O meio
condicionado pelas culturas das células B da memoria foi ensaiado quanto a
presenga de anticorpos humanos especificos de NY-ESO-1 A) No ELISA
apresentando NY-ESO-1 recombinante de comprimento completo. B) Na
imunoistoquimica no carcinoma de mamas (mc) positivo em NY-ESO-1 e no
tecido de controle (ct) negativo em NY-ESO-1. E mostrado o manchamento
obtido com o meio condicionado de dois reservatorios de cultura de células B
de memoria positivo em ELISA (9D1, 12D7). C) O anticorpo especifico de
NY-ESO-1 contido no reservatorio 12D7 é da subclasse do IgGl como
demonstrado pelo manchamento do tecido positivo em NY-ESO-1 com o
meio condicionado de células B do reservatorio de cultura 12D7 seguido por
anticorpos secunddrios contra as subclasses IgG1-4 de IgG.

Figura2: O clone nimero 4 do anticorpo 12D7 humano
recombinante obtido por RT-PCR de células tnicas das células B de memoria
cultivadas especificamente reconhece NY-ESO-1 em ELISA e nas se¢des dos
tecidos. O fluido sobrenadante (SN) colhido das células 293T HEK
transfectadas com vetores de imunoglobulina de cadeias pesada e leve
expressando o clone 12D7 niimero quatro foi testado quanto a especificidade
a NY-ESO-1 A) ELISA apresentando NY-ESO-1 de comprimento completo.
Os valores do ELISA s&o indicados para SN nfo diluido (1:12D7,4 SN), uma
dilui¢do a 1/10 (2:12D7,4 SN) e uma diluig¢do a 1/100 (3:12D7,4 SN). Para
comparacgdo, o sinal de ELISA, obtido com plasma do paciente do qual as
culturas de células B de memoria foram derivadas, usadas como uma dilui¢do
a 1/100, é também mostrado (4). Como controles, a auséncia de ligagdo as
placas de SN de ELISA revestidas com NY-ESO-1, obtidas apds a
transfeccdo de um anticorpo recombinante irrelevante produzido da mesma

maneira como 12D7,4, é mostrada (5), bem como a auséncia de ligacdo do
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clone 12D7 n® 4 as placas de ELISA revestidas com o antigeno irrelevante. B)
A Imunoistoquimica no carcinoma de mama (mc) positivo em NY-ESO-1 e
no tecido de controle (ct) negativo em NY-ESO-1 apresenta ligagdo especifica
do clone 12D7 n® 4 ao carcinoma de mama.

Figura 3: Caracteristicas do anticorpo monoclonal humano
Manhattan. O mapeamento do epitopo foi realizado com o uso de peptideos
de sobreposi¢do abrangendo a proteina NY-ESO-1 inteira aplicada sobre
placas de ELISA. A) Manhattan especificamente se liga a um peptideo
abrangendo os aminoacidos 11 a 30 no término N da proteina NY-ESO-1. B)
o soro do paciente C1 reconhece varios fragmenfos peptidicos né término N e
na regido média de NY-ESO-1. C) As experiéncias de competicdo de ELISA
com o peptideo NY-ESO-1;,.3p determinam a avidez do Manhattan como
KD=10"°. D) O manchamento de imunofluorescéncia da linhagem celular
SK-MEL-37 positiva em NY-ESO-1 com Manhattan humAb mostra a co-
localizagdo do manchamento do NY-ESO-1 com marcador nuclear Hoechst.
O anticorpo de controle humano recombinante 8-15¢5 especifico para MOG
ndo se liga.

Figura 4: Sequéncias amino e de nucleotideos da regido
variavel, isto €, cadeia pesada e cadeia leve capa do anticorpo 12D7. As
regides determinantes da complementaridade (CDRs) sdo sublinhadas.
Descri¢io Detalhada Da Invencio

A presente invengdo diz respeito em geral a anticorpos e seus
fragmentos de liga¢do a antigeno, que demonstram as caracteristicas de
ligagdo imunolégica e/ou propriedades bioldgicas como delineado quanto ao
anticorpo ilustrado nos Exemplos. Quando presente, a expressdo
“caracteristicas de ligagdo imunologica”, ou outras caracteristicas de ligacdo
de um anticorpo com um antigeno, em todas de suas formas gramaticais,
refere-se as caracteristicas de especificidade, afinidade, reatividade cruzada, e

outras caracteristicas de ligagdo de um anticorpo. Naturalmente, a presente
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invengdo se estende ao anticorpo que também produz linhagens celulares e
células recombinantes. A presente invengdo ainda diz respeito a ensaios
diagndsticos e a kits que compreendem a molécula de ligagdo da presente
invencdo, € a métodos terapéuticos com base neles.

De acordo com a presente invengdo, um anticorpo humano
especifico para o antigeno NY-ESO-1 associado a tumor foi clonado de um
paciente de melanoma que foi soropositivo quanto a NY-ESO-1 no ELISA e
nas se¢des de tumores autdlogos mediante o uso de um método para
identificar, validar e produzir moléculas d¢ ligagdo diagnostica e
terapeuticamente Uteis tumorais, essencialmente como apresentado no pedido
internacional copendente do requerente PCT/EP2008/000053 “Method of
providing disease-specific binding molecules and targets”, depositado em 7
de janeiro de 2008, cujo contetido de seu relatorio fica aqui incorporado como
referéncia. A triagem dos candidatos de anticorpos foi realizada em ELISA e
no tecido tumoral com o uso de uma adaptagdo da tecnologia de microarranjo
tecidual. O anticorpo monoclonal humano obtido reativo ao tecido foi
mostrado ligar-se ao término N de NY-ESO-1 que é também compartilhado
pelo antigeno LAGE-1 associado ao tumor; ver o Exemplo 3.

A menos que de outra forma estabelecido, os termos “cancer”
e “tumor” sdo aqui usados intercambiavelmente.

A bem da clareza apenas, e sem restringir o escopo da presente
invengdo, a maioria das seguintes formas de realiza¢do sio examinadas em
relagdo aos anticorpos humanos e a moléculas semelhantes aos anticorpos que
representam as moléculas de ligagdo preferidas para o desenvolvimento dos
agentes terapéuticos e diagnésticos de acordo com a presente invengio.
Entretanto, deve ficar entendido que, como usado no contexto da presente
invengdo, o termo “anticorpo”, e seus fragmentos, podem também referir-se a
outras moléculas de ligagdo ndo a anticorpos que se liguem a um antigeno

NY-ESO-1 tumoral de origem humana (associado) incluindo, porém sem
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limitar, hormoénios, receptores, ligandos, moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC), auxiliares tais como as proteinas de choque ao
calor (HSPs), bem como moléculas de aderéncia de célula-célula tais como os
membros das superfamilias da caderina, integrina, lectina tipo C e
imunoglobulina (Ig).

NY-ESO-1 tem sido originalmente identificado em um
paciente de cancer esofagico com o uso de uma técnica de clonagem com
base em anticorpo (SEREX, ver abaixo). Recentemente, pode-se observar que
NY-ESO-1 pode representar o antigeno CT mais imunogénico, porque as
respostas imunes celulares e humorais espontaneas podem ser observadas em
um alto percentual de pacientes com tumores expressando NY-ESO-1
[Gnjatic et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100 (2003), 8862-8867; Jager e
Knuth, Breast 14 (2005), 631-635).

Tendo em vista que os antigenos CT sdo seletivamente
expressos nas células tumorais humanas e nas espermatogdnias do testiculo,
eles representam um grupo promissor dos antigenos alvo para uma abordagem
imunoterapéutica em pacientes de cancer. Entre eles, NY-ESO-1 parece ser
fortemente imunogénico e é conhecido para induzir uma resposta imune
humoral e celular eficiente em pacientes com melanoma e céncer ovariano,
mamario, pulmonar, bem como da bexiga, tornando-o um alvo ideal para a
imunoterapia ativa do céancer. Para informag¢do sobre as sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos, bem como origem, literatura principal, etc.,
dos antigenos primarios e antigenos associados a tumor, ver bancos de dados
apropriados tais como o UniProtKB/Swiss-Prot depositados por EMBL, no
qual uma entrada para NY-ESO-1 pode ser encontrada sob o nimero de
acesso primario P78358.

Em uma forma de realizagdo particularmente preferida, o
anticorpo da presente invengdo se liga a um epitopo definido por uma

sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 11 representando os
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residuos de aminoécidos 11 a 30 da proteina NY-ESO-1.

Meios e métodos para a producgdo recombinante de anticorpos
e misturas destes, bem como métodos de triagem quanto as molécula de
ligagdo de competi¢cdo, que podem ou ndo se anticorpos, sdo conhecidos na
técnica; ver também os Exemplos. Entretanto, como descrito neste relatério,
em particular com respeito a aplicagGes terapéuticas em seres humanos, o
anticorpo da presente invengdo ¢ um anticorpo humano no sentido de que a
aplicagdo do referido anticorpo seja substancialmente livre de uma resposta de
anticorpo humano antimurino (HAMA) de outra forma observada quanto aos
anticorpos quiméricos e mesmo humanizados.

Além disso, como demonstrado no Exemplo 3 anexo, foi
identificado e clonado um anticorpo que apresenta afinidade de ligagédo
particularmente elevada com uma constante de dissociagdo (KD) de equilibrio
da interagdo com seu antigeno cognato na faixa nanomolar inferior.
Preferivelmente, a afinidade de ligagdo da molécula de ligagdo da presente
invencdo com seu antigeno cognato é de cerca de pelo menos 107 M, mais
preferivel de pelo menos 10® M, particularmente preferida de 10° M, e ainda
mais preferivel de pelo-menos 10™'° M.

A presente invengdo exemplifica o anticorpo anti-NY-ESO-1
humano e seus fragmentos de ligagdo, que podem ser caracterizados por
compreender em sua regido varidvel, isto €, dominio de ligacéo, pelo menos
uma regido determinante da complementaridade (CDR) do VH e/ou VL da
regido variavel compreendendo a sequéncia de aminoacidos apresentada na
Figura 4 da (VH) (SEQ ID NO: 2) e (VL) (SEQ ID NO: 4). Um conjunto
exemplar de CDRs das sequéncias de aminoacidos acima das regides Vy e/ou
B como expresso na Figura 4, é dado nas SEQ ID NOs: 5 a 10. Entretanto,
como examinado no seguinte, a pessoa versada na técnica é bem ciente do
fato de que, além disso, ou alternativamente, as CDRs podem ser usadas, o

que difere em sua sequéncia de aminoacidos daquelas apresentadas nas SEQ
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ID NOs: 5 a 10 por um, dois, trés ou mesmo mais aminoacidos no caso de
CDR2 e CDR3.

Em uma forma de realizagdo, o anticorpo da presente invengdo
¢ qualquer um de um anticorpo compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos das regides Vy e/ou Vi, como apresentado na Figura 4.
Alternativamente, o anticorpo da presente invengdo € um anticorpo ou
fragmento de ligacdo do mesmo a antigeno, que compete para a ligagdo ao
antigeno de NY-ESO-1 com pelo menos um dos anticorpos tendo a regido Vy
e/ou a Vi, como apresentado na Figura 4. Esses anticorpos podem ser murinos
também, entretanto anticorpos humanos-murinos humanizados, xenogenéicos
ou quiméricos sendo preferidos, em particular para aplicagdes terapéuticas.
Um fragmento de ligag¢do a antigeno do anticorpo pode ser, por exemplo, um
fragmento Fv de cadeia tnica (scFv), um fragmento F(ab’), um fragmento
F(ab), ou um fragmento F(ab’),.

Assim, para algumas aplicagOes, apenas as regides variaveis
dos anticorpos sdo requeridas, as quais podem ser obtidas pelo tratamento do
anticorpo com reagentes adequados de modo a gerar as por¢des Fab’, Fab ou
F(ab”),. Tais fragmentos sdo suficientes para uso, por exemplo, em
procedimentos imunodiagnésticos envolvendo acoplamento das porgdes
imunoespecificas das imunoglobulinas, para detectar reagentes tais como os
radioisotopos.

Como uma alternativa para se obter imunoglobulinas
diretamente da cultura de células B imobilizadas ou células de memoria B, as
células imortalizadas podem ser usadas como uma fonte de locais redispostos
de cadeia pesada e cadeia leve para subsequente expressdo e/ou manipulagdo
genética. Os genes de anticorpos redispostos podem ser de transcri¢do reversa
dos mRNAs apropriados para produzir cDNA. Se desejavel, a regifo
constante de cadeia pesada pode ser trocada por aquela de um diferente

1s6tipo ou completamente eliminada. As regides varidveis podem ser ligadas



10

15

20

25

11

para codificar regides Fv de cadeia Unica. As regides Fv multiplas podem ser
ligadas para conferir a capacidade de ligagdo a mais do que um alvo, ou
combinagdes de cadeias quiméricas pesadas e leves podem ser empregadas.
Uma vez o material genético esteja disponivel, o esquema dos andlogos como
descrito acima, que retém sua capacidade de se ligarem ao alvo desejado, ¢
direto. Métodos para clonagem de regides variaveis de anticorpos e geragéo
de anticorpos recombinantes, sdo conhecidos da pessoa habilitada na técnica,
e sdo descritos, por exemplo, em Gilliland et al., Tissue Antigens 47 (1996),
1-20; Doenecke et al., Leukemia 11 (1997), 1787-1792.

Uma vez o material genético apropriado seja obtido e, se
desejavel, modificado para codificar um analogo, as sequéncias codificadoras,
incluindo aquelas que codificam, no minimo, as regides variaveis de cadeia
pesada e leve, podem ser introduzidas nos sistemas de expressdo contidos nos
vetores que podem ser transfectados nas células hospedeiras recombinantes
padrdo. Uma variedade de tais células hospedeiras pode ser usada; para o
processamento eficiente, entretanto, células de mamiferos sdo preferidas.
Linhagens celulares de mamiferos tipicas Uteis para esta finalidade, incluem
as células CHO, as células HEK 293, ou as células NSO. A producido do
anticorpo ou analogo é entdo empreendida pelo cultivo do hospedeiro
recombinante modificado sob condi¢des de cultura apropriada para o
crescimento das células hospedeiras e a expressdo das sequéncias
codificadoras. Os anticorpos sdo entdo recuperados pelo seu isolamento da
cultura. Os sistemas de expressdo sdo preferivelmente planejados para incluir
peptideos de sinal de modo que os anticorpos resultantes sejam secretados no
meio; entretanto, a produgo intracelular é também possivel.

Em outra forma de realizagfo, a presente invengdo diz respeito
ao antigeno NY-ESO-1, que € reconhecido pelo anticorpo da presente
invengdo anteriormente aqui descrito, tanto na forma de peptideo quanto na

forma pés-translacional modificada, em que o antigeno é preferivelmente um
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peptideo consistindo de pelo menos 6 a 50 e, preferivelmente, ndo mais do
que 10 a 100 aminoécidos de comprimento, o qual contém o epitopo cognato.
Mais preferivelmente o antigeno da presente invengdo compreende a
sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 11, e consiste de cerca de 10 a 30
aminoacidos, e preferivelmente tem ndo mais do que cerca de 20 aminoacidos
de comprimento. A molécula € grande o bastante para ser antigénica sem
qualquer modificagdo pos-translacional, e em consequéncia € util como um
imunégeno, quando combinada com um adjuvante (ou sem ele), tanto nas
formas precursora quanto pos-translacionalmente modificada. Estes antigenos
e peptideos podem ser usados para determinar se, ou ndo, os anticorpos se
acham presentes em uma amostra, tal como de soro ou de sangue.
Preferivelmente, o antigeno da presente invengdo € capaz de eliciar uma
resposta humoral no ser humano.

De acordo com o acima, a presente invencdo também diz
respeito a um polinucleotideo codificando o antigeno ou molécula de ligagdo
da presente inveng¢do, no caso do anticorpo preferivelmente pelo menos uma
regido variavel de uma cadeia de imunoglobulina do anticorpo descrito acima.
Tipicamente, referida regido varidvel codificada pelo polinucleotideo
compreende pelo menos uma regido determinante da complementaridade
(CDR) de Vy e/ou Vi da regido variavel do referido anticorpo. A pessoa
versada na técnica sabe que cada dominio variavel (a cadeia pesada Vg € a
cadeia leve V) de um anticorpo compreende trés regides hipervariaveis,
algumas vezes denominadas regides determinantes da complementaridade ou
“CDRs” flanqueadas por quatro regides de estrutura ou “FRs” relativamente
conservadas e referem-se aos residuos de aminoacidos de um anticorpo que
sdo responsaveis pela ligagdo a antigeno. As regides hipervaridveis ou CDRs
do subtipo IgG humano de anticorpo compreende residuos de aminoacidos
dos residuos 24 ao 34 (LL1), 50 a 56 (L2) e 89 a 97 (L3) no dominio variavel
de cadeia leve, e 31 a 35 (H1 ), 50 a 65 (H2) e 95 a 102 (H3) no dominio
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varidvel de cadeia pesada, como descrito por Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5* Edi¢do, Servico de Satide Publica,
Institutos Nacionais de Satude, Bethesda, Md (1991) e/ou aqueles residuos de
um circuito hipervaridvel, isto €, os residuos 26 a 32 (L1 ), 50a 52 (L2)e 91 a
96 (L3) no dominio variavel de cadeia leve, e 26 a 32 (H1 ), 53 a 55 (H2) € 96
a 101 (H3) no dominio variavel de cadeia pesada, como descrito por Chothia
etal., J. Mol. Biol. 196 (1987), 901-917. A estrutura ou os residuos da FR séo
aqueles residuos do dominio varidvel diferentes e suportando as regides
hipervaridveis. A expressdo “ligagdo especifica” refere-se a ligacdo de
anticorpos a um antigeno predeterminado. Tipicamente, o anticorpo se liga
com uma constante de dissociagio Kp de 107 M ou menos, e se liga ao
antigeno predeterminado com um Kp que € pelo menos duas vezes menor do
que sua Kp para ligacdo a um antigeno ndo especifico (por exemplo, BSA,
caseina, ou qualquer outro polipeptideo especificado) outro que nio o
antigeno predeterminado. As expressdes “um anticorpo reconhecendo um
antigeno” e “um anticorpo especifico para um antigeno” sdo usadas
intercambiavelmente neste relatério com a expressdo “um anticorpo que se
liga especificamente a um antigeno”. Como aqui usado, liga¢do “altamente
especifica” significa que a Kp relativa do anticorpo para o epitopo alvo
especifico, isto €, taa NY-ESO-1 é pelo menos 10 vezes menor do que a Kp
para ligar aquele anticorpo a outros ligandos. Preferivelmente, o anticorpo
liga seu antigeno de NY-ESO-1 cognato com uma constante de dissociagdo
(Kp) de 10° M ou menos.

A afinidade ou avidez de um anticorpo quanto a um antigeno
pode ser determinada experimentalmente com o uso de qualquer método
adequado; ver, por exemplo, Berzofsky et al., “Antibody-Antigen
Interactions” em Fundamental Immunology, Paul, W. E., Ed., Raven Press
New York, NY (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and
Company, New York, NY (1992), e métodos aqui descritos. A afinidade
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medida de uma interagdo particular de anticorpo-antigeno pode variar se
medida sob diferentes condigdes, por exemplo a concentra¢do de sal, o pH.
Assim, as medigdes da afinidade e de outros pardmetros de antigeno-ligagéo,
por exemplo, K sub D, IC50, sdo preferivelmente realizadas com solug¢des
padronizadas de anticorpo e antigeno, e um tamp#o padronizado.

A pessoa habilitada na técnica observara facilmente que o
dominio variavel do anticorpo tendo o dominio varidvel acima descrito pode
ser usado para a construgdo de outros polipeptideos ou anticorpos de
especificidade e fungdo bioldgica desejadas. Assim sendo, a presente
invengdo também inclui polipeptideos e anticorpos que compreendam pelo
menos uma CDR do dominio variavel acima descrito e que vantajosamente
tenha substancialmente as mesmas ou similares propriedades de ligagdo como
o anticorpo descrito nos exemplos anexos. A pessoa habilitada na técnica
observara facilmente que o uso dos anticorpos aqui descritos de dominios
varidveis ou das CDRs podem ser construidos de acordo com métodos
conhecidos na técnica, por exemplo conforme descrito nos pedidos de
patentes européias EP 0 451 216 A1l e EP 0 549 581 Al. Além disso, a pessoa
habilitada na técnica sabe que a afinidade de ligagdo pode ser intensificada
pela produgédo das substitui¢des de aminoacidos dentro das CDRs ou dentro
dos circuitos hipervariaveis (Chothia e Lesk, J Mol. Biol. 196 (1987), 901-
917) que se sobrepdes parcialmente as CDRs como definido por Kabat.
Assim, a presente invengdo também diz respeito a anticorpos em que uma ou
mais das CDRs mencionadas compreendam uma ou mais, preferivelmente
ndo mais do que duas substituigdes de aminoacidos. Preferivelmente, o
anticorpo da inveng¢do compreende, em uma ou em ambas as suas cadeias de
imunoglobulina, duas ou todas as trés CDRs das regides varidveis como
apresentado nas SEQ ID NOs: 5 a 10.

O polinucleotideo da inven¢do codificando o anticorpo acima

descrito pode ser, por exemplo, DNA, cDNA, RNA ou DNA ou RNA
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sinteticamente produzido ou uma molécula de &acido nucleico quimérica
recombinantemente  produzida compreendendo qualquer  daqueles
polinucleotideos, ou sozinho ou em combinagdo. Preferivelmente, referido
polinucleotideo é parte de um vetor. Tais vetores podem compreender ainda
genes tais como os genes marcadores que levem em conta a selegdo do
referido vetor em uma célula hospedeira adequada e sob condigdes
adequadas.

Preferivelmente, o  polinucleotideo da invengdo ¢
operativamente ligado as sequéncias de controle da expressdo possibilitando a
expressdo nas células procaridticas ou eucarioticas. A expressdo do referido
polinucleotideo compreende a transcrigdo do polinucleotideo em um mRNA
traduzivel. Os elementos reguladores que garantem a expressdo nas células
eucarioticas, preferivelmente células de mamiferos, sdo bem conhecidos
daqueles habilitados na técnica. Eles usualmente compreendem sequéncias
reguladoras que asseguram o inicio da transcri¢do e, opcionalmente, sinais
poli-A assegurando o término da transcri¢do e a estabilizagdo do transcrito.
Elementos reguladores adicionais podem incluir intensificadores
transcricionais, bem como translacionais, e/ou regides promotoras
naturalmente associadas ou heterdlogas.

A este respeito, a pessoa habilitada na técnica observara
facilmente que os polinucleotideos codificando pelo menos o dominio
variavel da cadeia leve e/ou pesada, podem codificar os dominios varidveis de
ambas as cadeias de imunoglobulina ou apenas uma. Da mesma forma,
referidos polinucleotideos podem estar sob o controle do mesmo promotor ou
podem ser separadamente controlados para expressdo. Elementos reguladores
possiveis que permitam a expressdo nas células hospedeiras procaridticas
compreendem, por exemplo, os promotores Py, lac, trp ou tac em E. coli, e
exemplos de elementos reguladores que permitam a expressdo nas células

hospedeiras eucarioticas sdo os promotores AOX1 ou GAL1 na levedura, ou
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os promotores CMV, SV40, RSV, o intensificador SV40, ou um intron da
globina nas células de mamiferos e de outros animais.

Além dos elementos que sdo responsaveis pela iniciagdo da
transcrigdo, tais elementos reguladores podem também compreender sinais de
terminacdo da transcrigdo, tais como o sitio SV40-poli-A, ou o sitio tk-poli-A,
a jusante do polinucleotideo. Além disso, dependendo do sistema de
expressdo, as sequéncias condutoras usadas capazes de dirigir o polipeptideo
para um compartimento celular ou secretd-lo no meio, podem ser adicionadas
a sequéncia codificadora do polinucleotideo da invenc¢do, e sdo bem
conhecidas na técnica. A(s) sequéncia(s) bondutbré(s) é(sdo) montada(s) na
fase apropriada com sequéncias de translagdo, iniciagdo e terminagio e,
preferivelmente, uma sequéncia condutora capaz de dirigir a secre¢do da
proteina transladada, ou uma sua por¢do, dentro do espago periplasmatico ou
do meio extracelular. Opcionalmente, a sequéncia heterdloga pode codificar
uma proteina de fusdo incluindo um peptideo de identificagio C- ou N-
terminal comunicando caracteristicas desejadas, por exemplo, estabiliza¢do
ou purificagdo simplificada do produto recombinante expresso. Neste
contexto, vetores de expressdo adequados sdo conhecidos na técnica, tais
como o vetor de expressdo pcDV1 de cDNA Okayama-Berg (Pharmacia),
pCDMB8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (Invitrogen) ou pSPORT1 (GIBCO
BRL).

Preferivelmente, as sequéncias de controle da expressio serdo
sistemas promotores eucaridticos em vetores capazes de transformar ou
transfectar células hospedeiras eucaridticas, porém podem ser usadas
sequéncias de controle para hospedeiros eucaridticos. Uma vez o vetor tenha
sido incorporado no hospedeiro apropriado, o hospedeiro é mantido sob
condigdes adequadas para expressio de alto nivel das sequéncias de
nucleotideos, e, conforme desejado, a condigdo e purificagdo das cadeias de

imunoglobulina leves, cadeias pesadas, dimeros de cadeia leve/pesada ou
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anticorpos intactos, fragmentos de ligagdo ou outras formas de
imunoglobulina, podem resultar; ver Beychok, Cells of Immunoglobulin
Synthesis, Academic Press, N.Y., (1979).

Além disso, a presente invengdo diz respeito a vetores,
particularmente plasmideos, cosmideos, virus e bacteriéfagos usados
convencionalmente na engenharia genética, que compreendem um
polinucleotideo codificando o antigeno ou, preferivelmente, um dominio
variavel de uma cadeia de imunoglobulina de um anticorpo da invengio;
opcionalmente em combinacdo com um polinucleotideo da invenc¢do que
codifique o dominio varidvel da outra cadeia de imunoglobulina do anticorpo
da invengdo. Preferivelmente, referido vetor é um vetor de expressio e/ou um
vetor de transferéncia ou alvejamento de genes. Os vetores de expressio
derivados de virus tais como os retrovirus, o virus de vacinia, virus
adenoassociados, herpes virus, ou virus de papiloma bovino, podem ser
usados para liberagdo dos polinucleotideos ou vetor da invengdo dentro da
populagdo de células alvejadas. Métodos que sdo bem conhecidos daqueles
habilitados na técnica podem ser usados para construir vetores virais
recombinantes; ver, por exemplo, as técnicas descritas em Sambrook,
Molecular Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1989) N.Y. e em Ausubel, Current Protocols in Molecular Biology, Green
Publishing Associates ¢ Wiley Interscience, N.Y. (1994). Alternativamente,
os polinucleotideos e vetores da inveng¢do podem ser reconstituidos nos
lipossomas para liberagdo as células alvo. Os vetores contendo os
polinucleotideos da invengdo [por exemplo, o(s) dominio(s) varidvel(is)
pesado(s) e/ou leve(s) das sequéncias codificadoras de cadeias de
imunoglobulina e sequéncias de controle da expressdo] podem ser
transferidos para a célula hospedeira mediante métodos bem conhecidos, que
variam dependendo do tipo de hospedeiro celular. Por exemplo, a transfecgio

de cloreto de céalcio é comumente utilizada para células procaridticas,
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enquanto o tratamento de fosfato de calcio ou eletroporagdo pode ser usado
para outros hospedeiros celulares; ver Sambrook, acima.

A presente invengdo além disso diz respeito a células
hospedeiras transformadas com um polinucleotideo ou vetor da invengdo.
Referida célula hospedeira pode ser uma célula procariodtica ou eucariotica. O
polinucleotideo ou vetor da invengdo, que se acha presente na célula
hospedeira, pode ou ser integrado no genoma da célula hospedeira ou pode
ser mantido extracromossomicamente. A célula hospedeira pode ser qualquer
célula procaridtica ou eucaridtica, tal como uma célula bacteriana, de inseto,
fingica, de planta, de animal ou humana. Células fungicas preferidas sdo, por
exemplo, aquelas do género Saccharomyces, em particular aquelas da espécie
S. cerevisiae. O termo “procariotico” denota incluir todas as bactérias que
possam ser transformadas ou transfectadas com ﬁm DNA ou moléculas de
RNA para a expressdo de um anticorpo da invengdo ou as cadeias de
imunoglobulina correspondentes. Os hospedeiros procariéticos podem incluir
bactérias Gram-negativas, bem como Gram-positivas tais como, por exemplo,
E. coli, S. typhimurium, Serratia marcescens e Bacillus subtilis. O termo
“eucaridtico” denota a inclusdo de células de levedura, de planta superior, de
inseto e preferivelmente de mamiferos, mais preferivelmente sendo as células
HEK 293, NSO e CHO. Dependendo do hospedeiro empregado em um
procedimento de produgdo recombinante, os anticorpos ou as cadeias de
imunoglobulina codificadas pelo polinucleotideo da presente invengdo podem
ser glicosiladas ou podem ser ndo glicosiladas. Os anticorpos da invengdo ou
as cadeias de imunoglobulina correspondentes podem também incluir um
residuo de aminoacido de metionina inicial. Um polinucleotideo da inveng¢do
pode ser usado para transformar ou transfectar o hospedeiro com o uso de
qualquer das técnicas comumente conhecidas daqueles de experiéncia normal
na técnica. Além disso, métodos para preparar genes fundidos, operavelmente

ligados e expressando-os, por exemplo, em células de mamiferos e em



10

15

20

25

19

bactérias, sdo bem conhecidos na técnica (Sambrook, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY (1989). As construgdes genéticas e os métodos nelas descritos podem ser
utilizados para expressdo do anticorpo da inven¢do ou as cadeias de
imunoglobulina  correspondentes nos hospedeiros eucaridticos ou
procaridticos. Em geral, os vetores de expressdo contendo sequéncias
promotoras que facilitem a transcri¢do eficiente do polinucleotideo
introduzido, sdo usados em conexdo com o hospedeiro. O vetor de expressdo
tipicamente contém uma origem de replicagdo, um promotor e um terminador,
bem como genes especificos que sejam capazes de prover a selegdo fenotipica
das células transformadas. Células fonte adequadas para as sequéncias de
DNA e células hospedeiras para expressdo e secrecdo da imunoglobulina,
podem ser obtidas de varias fontes, tais como a American Type Culture
Collection [“Catalogue of Cell Lines and Hybridomas” Quinta edigdo (1985)
Rockville, Maryland, U.S.A., que fica aqui incorporada como referéncia].
Além disso, os animais transgénicos, preferivelmente mamiferos,
compreendendo células da invengdo, podem ser usados para a produgdo em
larga escala do anticorpo da invengio.

Assim sendo, em uma outra forma de realizagdo, a presente
invengdo diz respeito a um método para a produgdo de um antigeno da
presente invengdo ou de um anticorpo ou de um fragmento de ligagio ou de
sua(s) cadeia(s) de imunoglobulina, referido método compreendendo:

(a) cultivar uma célula como descrito acima; e

(b) isolar referido antigeno, anticorpo ou fragmento de
ligagdo, ou sua(s) cadeia(s) de imunoglobulina, da cultura.

Os hospedeiros transformados podem ser desenvolvidos em
fermentadores e cultivados de acordo com técnica conhecidas na pratica para
se obter crescimento celular 6timo. Uma vez expressos, os anticorpos

completos, seus dimeros, cadeias individuais leves e pesadas, ou outras
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formas de imunoglobulina da presente invengdo, podem ser purificados de
acordo com procedimentos padrdo da técnica, incluindo a precipitagdo do
sulfato de aménio, as colunas de afinidade, a cromatografia de coluna, a
eletroforese em gel e outros; ver Scopes, “Protein Purification”, Springer
Verlag, N.Y. (1982). O anticorpo ou sua(s) cadeia(s) de imunoglobulina
correspondente(s) da inven¢do pode(m), entdo, ser isolados do meio de
crescimento, dos lisados celulares, ou das fragdes da membrana celular. O
isolamento e a purificagdo, por exemplo, dos anticorpos ou cadeias de
imunoglobulinas recombinantemente expressos da invengdo podem ser feitos
por qualquer meio convencional, tal como, por exemplo, as separagdes
cromatograficas preparativas e as separagdes imunoldgicas tais como aqueles
envolvendo o uso de anticorpos monoclonais ou policlonais dirigidos, por
exemplo, contra a regido constante do anticorpo da inven¢do. Sera evidente
aqueles versados na técnica, que os anticorpos da inven¢do podem ser ainda
acoplados a outros componentes para, por exemplo, aplica¢gdes de
alvejamento de medicamentos e formagdo de imagem. Tal acoplamento pode
ser conduzido quimicamente apds a expressdo do anticorpo ou antigeno ao
sitio de ligacdo, ou o produto de acoplamento pode ser engendrado dentro do
anticorpo ou antigeno da invengdo no nivel do DNA. Os DNAs sdo entdo
expressos em um sistema de hospedeiro adequado, e as proteinas expressas
sdo coletadas e renaturalizadas, se necessario.

Imunoglobulinas substancialmente puras de pelo menos cerca
de 90 a 95 % de homogeneidade sdo preferidas, e de 98 a 99 % ou mais de
homogeneidade sdo as mais preferidas, para usos farmacéuticos. Uma vez
purificados, parcialmente ou até a homogeneidade, conforme desejavel, os
anticorpos podem entdo ser usados terapeuticamente (inclusive
extracorporeamente) ou nos procedimentos de desenvolvimento e ensaios de
desempenho.

A presente invengdo também envolve um método para
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produzir células capazes de expressar um anticorpo da invengdo ou sua(s)
cadeia(s) de imunoglobulina correspondente(s) compreendendo células
geneticamente engendradas com o polinucleotideo ou com o vetor da
invengdo. As células obteniveis pelo método da invengdo podem ser usadas,
por exemplo, para testar a interagdo do anticorpo da invengdo com seu
antigeno.

Como mencionado anteriormente, a imunoglobulina ou seus
cDNAs codificadores podem ser ainda modificados. Assim, em uma outra
forma de realizagdo, o método da presente inven¢do compreende qualquer
uma das etapas de produzir um anticorpo quimérico, anticorpo humanizado,
anticorpo de cadeia Unica, fragmento Fab, anticorpo biespecifico, anticorpo de
fusdo, anticorpo rotulado ou um analogo de qualquer um destes. Métodos
correspondentes sdo conhecidos da pessoa habilitada na técnica, e sdo
descritos, por exemplo, em Harlow e Lane “Antibodies, A Laboratory
Manual”, CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. Quando os derivados dos
referidos anticorpos sdo obtidos pela técnica de apresentagdo de fago, a
ressonincia de plasmon superficial como empregada no sistema BIAcore
pode ser usada para aumentar a eficiéncia dos anticorpos de fago que se ligam
ao mesmo epitopo como aquele de qualquer um dos anticorpos aqui descritos
[Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J.
Immunol. Methods 183 (1995), 7-13]. A produgio dos anticorpos quiméricos
¢ descrita, por exemplo, no pedido internacional WO 89/09622. Métodos para
a produgdo de anticorpos humanizados sdo descritos, por exemplo, no pedido
europeu EP-A1 0 239 400 e no pedido internacional WO 90/07861. Outras
fontes de anticorpos a serem utilizados de acordo com a presente invengio sdo
os anticorpos assim chamados xenogénicos. O principio geral para a produg¢io
dos anticorpos xenogénicos, tais como os anticorpos humanos em
camundongos ¢é descrito, por exemplo, nos pedidos internacionais WO

91/10741, WO 94/02602, WO 96/34096 e WO 96/33735. Como examinado
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acima, o anticorpo da invengdo pode existir em uma variedade de formas
além dos anticorpos completos, incluindo, por exemplo, Fv, Fab e F(ab),, bem
como nas cadeias Unicas. Ver, por exemplo, o pedido internacional WO
88/09344.

Os anticorpos da presente invengdo, ou sua(s) cadeia(s) de
imunoglobulina correspondente(s) podem ser ainda modificados com o uso de
técnicas convencionais conhecidas na pratica, por exemplo, pelo uso de
delegdo(bes), insercdo(des), substituigdo(Ges), adigdo(0es) e/ou
recombina¢do(des), e/ou de qual(is)quer outra(s) modifica¢do(Ges)
conhecida(s) na técnica, ou sozinhas ou em combinag¢do. Métodos para
introduzir tais modificagdes na sequéncia de DNA subjacente a sequéncia de
aminodcidos de uma cadeia de imunoglobulina sdo bem conhecidos da pessoa
habilitada na técnica; ver, por exemplo, Sambrook, Molecular Cloning A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. e Ausubel,
Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates e
Wiley Interscience, N.Y. (1994). As modificagbes do anticorpo da invengdo
incluem as derivagdes quimicas e/ou enzimaticas em um ou mais aminoacidos
constituintes, incluindo as modificagbes de cadeia lateral, as modifica¢des da
estrutura, e as modificagbes N- e C-terminais incluindo acetilagio,
hidroxilagdo, metilagdo, amidagéo, e a ligacdo de carboidrato ou componentes
lipidicos, cofatores, e outros. Da mesma forma, a presente inveng¢do inclui a
produgdo de proteinas quiméricas que compreendam o anticorpo descrito ou
algum de seus fragmentos no término amino fundido a molécula heterdloga,
como um ligando imunoestimulador no término carboxila; ver, por exemplo,
o pedido internacional WO 00/30680 para detalhes técnicos correspondentes.

Adicionalmente, a presente invengdo inclui pequenos
peptideos que incluem aqueles contendo uma molécula de ligag¢do como
descrito acima, por exemplo contendo a regido CDR3 da regido variavel de

qualquer um dos anticorpos mencionados, em particular a CDR3 da cadeia
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pesada, tendo em vista ter sido observado frequentemente que a CDR3 de
cadeia pesada (HCDR3) é a regido que tem um grau mais elevado de
variabilidade e uma participagdo predominante na interagdo de antigeno-
anticorpo. Tais peptideos podem facilmente ser sintetizados ou produzidos
por meios recombinantes para produzir um agente de ligagdo util de acordo
com a invengdo. Tais métodos sdo bem conhecidos daqueles de experiéncia
normal na técnica. Os peptideos podem ser sintetizados, por exemplo, com o
uso de sintetizadores peptidicos automaticos, os quais se acham
comercialmente disponiveis. Os peptideos podem ser produzidos por técnicas
recombinantes mediante a incorporagdo do DNA expressando o peptideo em
um vetor de expressdo e transformando-se as células com o vetor de
expressdo para produzir o peptideo.

Consequentemente, a presente invengdo diz respeito a
qualquer molécula de ligagdo, anticorpo ou fragmento de ligagdo, que sdo
obteniveis de acordo com os meios acima descritos e que apresentam as
mencionadas propriedades, isto €, que especificamente reconhecem NY-ESO-
1, e que, para uso terapéutico, preferivelmente mantém substancialmente uma
estrutura humana de modo a que seja destituido da imunogenicidade em um
paciente.

Em uma outra forma de realizagdo da presente invengdo, o
anticorpo, a cadeia de imunoglobulina ou um fragmento de ligagdo do mesmo
ou o antigeno, sdo detectavelmente rotulados. Os agentes de rotulagem podem
ser acoplados ou direta ou indiretamente aos anticorpos ou antigenos da
invengdo. Um exemplo de acoplamento indireto € pelo uso de um componente
espacador. Além disso, os anticorpos da presente invengdo podem
compreender um outro dominio, referido dominio sendo ligado por ligagdes
covalentes ou ndo covalentes. A articulagdo pode basear-se na fusdo genética
de acordo com os métodos conhecidos na técnica e descritos acima, ou pode

ser realizada, por exemplo, por articulagdo quimica como descrito, por
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exemplo, no pedido internacional WO 94/04686. O dominio adicional
presente na proteina de fusdo compreendendo o anticorpo da invenc¢do pode
preferivelmente ser ligado por um ligador flexivel, vantajosamente um ligador
de polipeptideo, em que o referido ligador de polipeptideo compreende uma
pluralidade de aminoécidos hidrofilicos, ligados a peptideos, de um
comprimento suficiente para abranger a distancia entre a extremidade C-
terminal do referido outro dominio e a extremidade N-terminal do anticorpo
da invengdo, ou vice-versa. O agente terapéutica ou diagnosticamente ativo
pode ser acoplado ao anticorpo da inveng&o ou a um fragmento de ligagédo do
mesmo a antigeno por varios meios. Isto inclui, por exemplo, as proteinas de
fusdo de cadeia Unica compreendendo as regides variaveis do anticorpo da
invengdo acoplado por métodos covalentes, tais como as articulagdes
peptidicas, ao agente terapéutica ou diagnosticamente ativo. Outros exemplos
incluem moléculas que compreendem pelo menos um fragmento de ligagdo a
antigeno acoplado as moléculas adicionais, covalentemente ou ndo
covalentemente incluem aquelas na seguinte lista ilustrativa ndo limitativa.
Traunecker, Int. J. Cancer Surp. SuDP 7 (1992), 51-52, descreve o reagente
biespecifico janusin em que a regido Fv direcionada a CD3 é acoplada a CD4
soluvel ou a outros ligandos tais como OVCA e IL-7. De forma semelhante,
as regides variaveis do anticorpo da inveng¢do podem ser construidas em
moléculas Fv e acopladas a ligandos alternativos tais como aqueles ilustrados
no citado artigo. Higgins, J. Infect Disease 166 (1992), 198-202, descreveu
um anticorpo heteroconjugado composto de OKT3 de ligagdo cruzada a um
anticorpo dirigido a uma sequéncia especifica na regido V3 de GP120. Tais
anticorpos heteroconjugados podem também ser construidos com o uso pelo
menos das regides variaveis contidas no anticorpo dos métodos da invengdo.
Exemplos adicionais de anticorpos especificos incluem aqueles descritos por
Fanger, Cancer Treat. Res. 68 (1993), 181-194 e por Fanger, Crit. Rev.

Immunol. 12 (1992), 101-124. Os conjugados que sdo imunotoxinas incluindo
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anticorpos convencionais tém sido amplamente descritos na técnica. As
toxinas podem ser acopladas aos anticorpos por técnicas convencionais de
acoplamento, ou por¢6es de toxina protéica contendo imunotoxinas podem ser
produzidas como proteinas de fusdo. Os anticorpos da presente invengio
podem ser usados de uma maneira correspondente para se obter tais
imunotoxinas. Ilustrativos de tais imunotoxinas sdo aqueles descritos por
Byers, Seminars Cell. Biol. 2 (1991), 59-70 e por Fanger, Immunol. Today 12
(1991), 51-54.

A proteina de fusdo acima descrita pode ainda compreender
um ligador clivavel ou sitio de clivagem para as proteinases. Estes
componentes espagadores, por sua vez, podem ser ou insoliveis ou soluveis
[Diener et al., Science 231 (1986), 148] e podem ser selecionados para
possibilitar a liberagdo do medicamento do antigeno no sitio alvo. Exemplos
de agentes terapéuticos que podem ser acoplados aos anticorpos e antigenos
da presente invengdo para a imunoterapia, sdo medicamentos, radioisotopos,
lectinas e toxinas. Os medicamentos que podem ser conjugados aos
anticorpos € antigenos da presente invengdo incluem compostos que sdo
classicamente referidos como medicamentos tais como a mitomicina C, a
daunorrubicina e a vinblastina. No uso de anticorpos ou antigenos
radioisotopicamente conjugados da invengdo, por exemplo na imunoterapia,
certos isdtopos podem ser mais preferiveis do que outros, dependendo de
fatores tais como a distribui¢do, bem como a estabilidade e a emissdo de
leucocitos.

Dependendo da resposta autoimune, alguns emissores podem
ser preferiveis a outros. Em geral, as particulas o e B emitindo radioisétipos
sdo preferidas na imunoterapia. Preferidos sdo os emissores o de faixa curta,
alta energia, tais como o *'’Bi. Exemplos de radioisétipos que podem ser
ligados aos anticorpos ou antigenos da invengdo para fins terapéuticos sdo

. Blp Ny, 67Cu, 212Bi, AL 211Pb, YSc, 1pd e ¥ Re. Outros agentes
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terapéuticos que podem ser acoplados ao anticorpo ou antigeno da invengéo,
bem como os protocolos terapéuticos ex vivo e in vivo, sdo conhecidos, ou
pode ser facilmente determinados, por aqueles de experiéncia normal na
técnica. Quando quer que seja apropriado, a pessoa habilitada na técnica pode
usar um polinucleotideo da invengdo codificando qualquer um dos anticorpos,
antigenos ou os vetores correspondentes acima descritos, ao invés do proprio
material proteinaceo.

Consequentemente, a atividade bioldgica do anticorpo e o
dominio de ligagdo aqui identificado sugerem que eles tenham suficiente
afinidade para torna-los candidatos potenciais péra a localizacdo do
medicamento nas células expressando as estruturas superficiais apropriadas da
célula e tecido doentes, respectivamente. Este alvejamento e ligagdo as células
podem ser uteis para a liberagdo de agentes terapéutica ou diagnosticamente
ativos e terapia de genes/liberagdo de genes. Moléculas/particulas com um
anticorpo da invengdo devem ligar-se especificamente as células/tecidos que
expressem o antigeno NY-ESO-1 e, portanto, podem ter uso diagnoéstico e
terapéutico. Assim, o anticorpo ou o antigeno da presente invengdo podem ser
rotulados (por exemplo, fluorescente, radioativo, enzima, magnético nuclear,
metal pesado) e usados para detectar alvos especificos in vivo ou in vitro
incluindo “imunoquimica” como ensaios in vitro. In vivo eles podem ser
usados de uma maneira similar as técnicas de formagdo de imagem da
medicina nuclear para detectar tecidos, células ou outro material que expresse
o antigeno NY-ESO-1. Assim, em uma outra forma de realizagio, a presente
inven¢do diz respeito ao uso de um anticorpo da presente inveng¢do ou
fragmento de ligacdo do mesmo para a prepara¢do de uma composi¢do para
detecgdo ou alvejamento in vivo de um agente terapéutico e/ou diagnostico a
um tumor.

Além disso, a presente inven¢do diz respeito a composi¢des

compreendendo o anticorpo ou fragmento de liga¢do ou antigeno da presente
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inven¢do acima mencionados ou seus derivados quimicos, ou o
polinucleotideo, vetor ou célula da invengdo. A composi¢do da presente
invencdo pode ainda incluir um veiculo farmaceuticamente aceitavel. A
expressdo “derivado quimico” descreve uma molécula que contém
componentes quimicos adicionais que nio fazem parte normalmente da
molécula de base. Tais componentes podem melhorar a solubilidade, a meia-
vida,a absor¢do etc. da molécula de base. Alternativamente, os componentes
podem atenuar efeitos colaterais indesejaveis da molécula de base ou reduzir
a toxicidade da molécula de base. Além disso, a composigdo farmacéutica da
presente invengdo pode compreender ainda agentes antitumorais tais como as
interleucinas ou os interferons, dependendo do uso pretendido da composigdo
farmacéutica. Consequentemente, em uma forma de realizagdo particular
preferida, a presente invencdo diz respeito ao uso do anticorpo ou fragmento
de ligagdo da presente invengdo ou de uma molécula de ligagdo tendo
substancialmente as mesmas especificidades de ligagdo de qualquer um
destes, o antigeno, o polinucleotideo, o vetor ou a célula da presente invengdo,
para a preparagdo de uma composicdo farmacéutica ou diagndstica para a
preparacdo de uma composi¢cdo farmacéutica ou diagnostica para tratar ou
prevenir o desenvolvimento de um tumor; para a melhora dos sintomas
associados com um tumor; para diagnosticar ou examinar um paciente quanto
a presenga de um tumor ou para determinar o risco do paciente de
desenvolver um tumor. Referida composigdo farmacéutica pode ser planejada
para ser administrada pelas vias intravenosa, intramuscular, subcutinea,
intraperitoneal, intranasal, parenteral ou como um aerossol; ver também
abaixo.

Consequentemente, em uma forma de realizagdo, a presente
invencdo diz respeito a um método de tratar ou prevenir o desenvolvimento de
um tumor em um paciente; para melhorar os sintomas associados com um

tumor; para diagnosticar ou examinar um paciente quanto a presenca de um
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tumor ou para determinar o risco do paciente de desenvolver um tumor,
método este que compreende administrar ao referido paciente uma quantidade
eficaz de qualquer um dentre os anticorpos, antigenos, polinucleotideos,
vetores ou células da presente invengdo, acima descritos. Em particular, as
aplicagOes terapéuticas e diagnosticas de acordo com a presente invengdo
incluem melanoma e céncer de mamas, e sdo as mais adequadas para uso em
alvejar um tumor compreendendo carcinoma de mamas primario e/ou
metastases. A menos que de outra forma estabelecido, os termos “tumor”,
“cancer”, “carcinoma” e outros sdo aqui usados intercambiavelmente.

Dai, a presente inveng¢do inclui qualquer uso de uma molécula
de ligagdo a antigeno tumoral compreendendo pelo menos uma CDR do
anticorpo humano acima descrito, em particular para diagnosticar e/ou tratar
de um distarbio relacionado a um tumor. Preferivelmente, referida molécula
de ligagdo € um anticorpo da presente invencdo ou uma sua cadeia de
imunoglobulina. Além disso, a presente invengdo diz respeito a anticorpos
anti-idiotipicos de qualquer um dos anticorpos mencionados anteriormente
aqui descritos. Estes sdo anticorpos ou outras moléculas de ligagdo que se
ligam a sequéncia de peptideos antigénicos Unicos localizada em uma regifo
variavel de anticorpos proxima ao sitio de ligagdo do antigeno.

Em outra forma de realizagdo, a presente inven¢do diz respeito
a uma composi¢do para diagnostico compreendendo qualquer um dos
anticorpos acima descritos, fragmentos de ligagdo a antigeno,
polinucleotideos, vetores ou células da invengdo e, opcionalmente, meios
adequados para detecgdo, tais como reagentes convencionalmente usados em
métodos imuno ou de diagnosticos com base em 4cido nucleico. Os
anticorpos da invengdo sdo, por exemplo, adequados para uso em
imunoensaios nos quais eles podem ser utilizados na fase liquida ou ligados a
um veiculo de fase solida. Exemplos de imunoensaios que podem utilizar o

anticorpo da inven¢@o sdo os imunoensaios competitivos € ndo competitivos
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ou em um formado direto ou indireto. Exemplos de tais imunoensaios sdo o
radioimunoensaio (RIA), o sanduiche (ensaio imunométrico), citometria de
fluxo e o ensaio Western blot. Os antigenos e os anticorpos da inveng&o
podem ser ligados a muitos veiculos diferentes e usados para isolar células
especificamente a eles ligadas. Exemplos de veiculos bem conhecidos
incluem o vidro, o poliestireno, cloreto de polivinila, polipropileno,
polietileno, policarbonato, dextrano, nailon, amiloses, as celuloses naturais e
as modificadas, as poliacrilamidas, agaroses e magnetita. A natureza do
veiculo pode ser ou solivel ou insoluvel para os fins da invengdo. Existem
muitos diferentes rétulos e métodos de rotulagem conhecidos daqueles de
experiéncia normal na técnica. Exemplos dos tipos rétulos que podem ser
usados na presente invengdo incluem enzimas, radioisétopos, metais
coloidais, compostos fluorescentes, compostos quimioluminescentes e
compostos bioluminescentes; ver também as formas de realizagdo aqui mais
acima examinadas. |

Por uma outra forma de realizag8o, os anticorpos de ligagdo da
presente invencdo podem também ser usados em um método para o
diagnostico de um tumor em um individuo, mediante a obtengdo de uma
amostra de fluido corporal do individuo testado, que pode ser uma amostra de
sangue, uma amostra de linfa ou qualquer outra amostra de fluido corporal, e
fazendo o contato da amostra de fluido corporal com um anticorpo da
presente invengdo sob condi¢des que permitam a formagdo dos complexos de
anticorpo-antigeno. O nivel de tais complexos € entdo determinado por
métodos conhecidos na técnica, um nivel significativamente mais elevado do
que aquele formado em uma amostra de controle indicando o tumor no
individuo testado. Da mesma maneira, o antigeno especifico ligado pelos
anticorpos da invengdo pode também ser usado. Assim, a presente invencgdo
diz respeito a um imunoensaio in vitro compreendendo o anticorpo ou o

antigeno da inveng¢do. Uma forma de realizagdo preferida da presente
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invencdo diz respeito & determinag¢do do cincer, melanoma e céncer de
mamas em particular. Os métodos envolvem ensaiar quanto a NY-ESO-1.

Em uma forma de realizagio, a presente invengdo diz respeito
a um meétodo para determinar o estado de uma condigdo cancerosa, por
exemplo regressdo, progressdo do comego de uma condig¢do cancerosa em um
paciente com um tumor que expresse o antigeno tumoral (associado) NY-
ESO-1, compreendendo ensaiar uma amostra tomada do referido paciente
quanto aos anticorpos, que especificamente se ligue ao referido antigeno, e
comparando-se um valor obtido com um valor anterior obtido em seguida ao
ensaio de uma amostra anterior tomada do referido paciente, qualquer
diferenga entre elas sendo indicativo de uma mudanc¢a no estado da referida
condigdo cancerosa. Um método correspondente que pode ser empregado de
acordo com a presente invengdo é apresentado no pedido internacional WO
01/07917. Alternativamente, tal método pode ser realizado com um anticorpo
da presente invenc&o.

Em outra forma de realizagdo, a presente invengio diz respeito
a um método para determinar células de céncer, por exemplo células de
cancer mamario, em uma amostra, compreendendo ensaiar referida amostra
para expressdo de NY-ESO-1 mediante o ensaio quanto a presenga da
proteina de NY-ESO-1 com um anticorpo da presente invengdo, em que a
expressdo de NY-ESO-1 ¢ indicativo da presenga de células de clncer na
referida amostra. Um método semelhante que pode ser adaptado de acordo
com a presente invengdo € descrito na Patente U.S. n® 6.338.947 para SCP-1,
NY-ESO-1 e SSX-2.

Neste contexto, a presente invengfo também diz respeito a
melos especificamente projetados para este fim. Por exemplo, uma disposi¢do
a base de proteina ou de anticorpo pode ser usada, a qual é, por exemplo,
carregada ou com o antigeno da presente inven¢do de modo a detectar

autoanticorpos que possam estar presentes nos pacientes que estejam sofrendo
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de um tumor, em particular metastases, ou com anticorpos ou moléculas
equivalentes de ligagdo a antigenos da presente invengdo. O projeto de
imunoensaios de microdisposi¢des é resumido em Kusnezow et al., Mol. Cell
Proteomics 5 (2006), 1681-1696. Consequentemente, a presente invengao
também diz respeito a microdisposi¢des carregadas com anticorpo ou
antigeno da presente invengao.

A presente invencdo também prové uma embalagem ou kit
farmacéutico e diagndstico, respectivamente, compreendendo um ou mais
recipientes enchidos com um ou mais dos ingredientes acima descritos, isto €,
anticorpo ou fragmento de ligacdo do mesmo, antigeno, polinucleotideo, vetor
ou célula da presente invengdo. Associado com tal(is) recipiente(s) pode
haver uma nota na forma prescrita por uma agéncia governamental que regule
a fabricag&o, o uso ou a venda dos produtos farmacéuticos ou bioldgicos, nota
esta que reflita a aprovagédo, pela agéncia, da fabricagdo, uso ou venda para
administragdo humana. Além disso, ou alternativamente, o kit compreende
reagentes e/ou instrugdes para uso em ensaios diagndsticos apropriados. A
composi¢do, isto €, o kit da presente invengdo € naturalmente particularmente
adequado para o diagndstico, prevengdo e tratamento de um distarbio que
esteja acompanhado com a presenga de antigeno NY-ESO associado com
tumor, em particular aplicivel para o tratamento de tumores, como
mencionado acima.

Os termos “tratamento”, “tratar” e outros sdo aqui usados para
denotar geralmente a obtencdo de um efeito farmacoldgico e/ou fisiolégico
desejado. O efeito pode ser profildtico em termos de prevenir completa ou
parcialmente uma doenga ou seu sintoma e/ou pode ser terapéutico em termos
de curar parcial ou completamente uma doenga e/ou efeito adverso atribuido a
doenga. O termo “tratamento”, como aqui usado, cobre qualquer tratamento
de uma doenga em um mamifero, particularmente um ser humano, e inclui:

(a) prevenir a doenca de ocorrer em um individuo que possa estar a ela
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predisposto mas que ndo tenha sido ainda diagnosticado como tendo-a; (b)
inibir a doenga, isto é, deter seu desenvolvimento; ou (c¢) abrandar a doenga,
isto é, causar a regressdo da doenga. Além disso, o termo “individuo” ou
“paciente” referem-se a um mamifero, de preferéncia um ser humano, em
necessidade de tratamento para uma condigdo, distirbio ou doenga.

As composi¢des farmacéuticas da presente invengdo podem
ser formuladas de acordo com métodos bem conhecidos na técnica; ver, por
exemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy (2000) pela
University of Sciences in Philadelphia, ISBN 0-683-306472. Exemplos de
veiculos farmacéuticos adequados sdo bem conhecidos na técnica e incluem
solucdes salinas tamponadas de fosfato, agua, emulsées, tais como emulsdes
oleosas/aquosas, varios tipos de agentes umectantes, solugdes estéreis, etc. As
composi¢des que contenham tais veiculos podem ser formuladas por métodos
convencionais bem conhecidos. Estas composi¢des farmacéuticas podem ser
administradas ao individuo em uma dose adequada. A administragdo das
composi¢gdes adequadas podem ser efetuadas por diferentes meios, por
exemplo por administragdo intravenosa, intraperitoneal, subcutinea,
intramuscular, topica ou intradérmica. As formulagdes em aerossol, tais como
as formulagdes de pulverizagdo nasal, incluem solugbes aquosas purificadas
ou outras do agente ativo com agentes preservativos e agentes isotonicos. Tais
formulagdes sdo preferivelmente ajustados a um pH e estado isoténico
compativeis com as membranas mucosas nasais. As formulagdes para
administragdo retal ou vaginal podem ser apresentadas como um supositorio
com um veiculo adequado.

O regime de dosagem sera determinado pelo médico atendente
e por fatores clinicos. Como € bem conhecido nas artes médicas, as dosagens
para qualquer um paciente depende de muitos fatores, incluindo a estatura do
paciente, a area da superficie corporal, a idade, o composto particular a ser

administrado, o sexo, o tempo e a via de administragdo, a saude geral, e outros
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medicamentos que estejam sendo administrados presentemente. Uma dose
tipica pode ser, por exemplo, na faixa de 0,001 a 1000 pg (ou de acido
nucleico para expressdo ou para inibigdo da expressdo nesta faixa); entretanto,
doses abaixo ou acima desta faixa de exemplo sdo previstas, especialmente
considerando os fatores acima mencionados. Geralmente, o regime como uma
administragdo regular da composigdo farmacéutica deve situar-se na faixa de
1 ng a 10 mg de unidades por dia. Se o regime for uma infusdo continua, ele
deve també€m situar-se na faixa de 1 pug a 10 mg de unidades por quilograma
de peso corporal por minuto, respectivamente. O desenvolvimento pode ser
monitorado por avaliagdo periddica. As preparagdes para administragdo
parenteral incluem as solugbes, suspensdes e emulsdes aquosas ou nio
aquosas estéreis. Exemplos de solventes ndo aquosos sdo o propileno glicol, o
polietileno glicol, 6leos vegetais tais como o azeite, e ésteres orginicos
injetaveis tais como o oleato de etila. Veiculos aquosos incluem a agua,
solugdes, emulsdes ou suspensdes alcodlicas/aquosas, incluindo solugio
salina e meios tamponados. Veiculos parenterais incluem a solugdo de cloreto
de sddio, a dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de sddio, de Ringer lactado,
ou dleos fixos. Veiculos intravenosos incluem os reabastecedores fluidicos e
nutrientes, reabastecedores de eletrdlitos (tais como aqueles com base na
dextrose de Ringer), e outros. Preservativos e outros aditivos podem também
estar presentes, tais como, por exemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes de quelagdo, e gases inertes e outros. Além disso, a composigdo
farmacé€utica da invengdo pode compreender outros agentes tais como os
agentes antitumorais e os medicamentos citotoxicos, dependendo do uso
pretendido da composicdo farmacéutica. Além disso, a composi¢do
farmacéutica pode também ser formulada como uma vacina, por exemplo se a
composi¢do farmacéutica da invengdo compreender um anticorpo da presente
invencdo para imunizagdo passiva, ou antigeno cognato para imunizagdo

ativa. As formulagGes de vacina para o tratamento do cancer empregando



10

15

20

25

34

antigenos associados ao tumor, tais como o NY-ESO-1, sdo descritas, por
exemplo, no pedido internacional WO 2005/105139. Além disso, a
coadministragdo ou a administragdo sequencial de outros agentes pode ser
desejavel.

Uma dose ou quantidade terapeuticamente eficaz refere-se
aquela quantidade do ingrediente ativo suficiente para melhorar os sintomas
ou a condigdo. A eficécia e a toxicidade terapéuticas de tais compostos podem
ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrdo nas culturas
celulares ou em animais experimentais, por exemplo EDS50 (a dose
terapeuticamente eficaz em 50 % da populagdo), e LD50 (a dose letal para 50
% da populagdo). A relacdo em dose entre os efeitos terapéuticos e os toxicos
€ o indice terapéutico, e pode ser expressa como a relagio LD50/EDS50.
Preferivelmente, o agente terapéutico na composi¢io se acha presente em uma
quantidade suficiente para prevenir a metastase e o crescimento neoplastico
das células.

As composi¢des farmacéuticas de acordo com a presente
invencdo podem preferivelmente ser usadas para o tratamento de tumores e
cancer, incluindo, porém sem limitar, melanoma, cincer mamario primario,
carcinoma hepatocelular, e metastases.

Estas e outras formas de realizagdo sfo apresentadas e
incluidas pela descri¢do e pelos exemplos da presente invenc¢fo. Outra
literatura concernente a qualquer um dos materiais, métodos, usos e
compostos a serem empregados de acordo com a presente inven¢do, podem
ser recuperados das bibliotecas publicas e bancos de dados, com o uso, por
exemplo, de dispositivos eletronicos. Por exemplo, o banco de dados publico
“Medline” pode ser utilizado, o qual é abrigado pelo National Center for
Biotechnology Information e/ou pelo National Library of Medicine nos
National Institutes of Health. Outros bancos de dados e enderecos da web, tais

como aqueles do European Bioinformatics Institute (EBI), que faz parte do
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European Molecular Biology Laboratory (EMBL), sdo conhecidos da pessoa
versada na técnica e podem também ser obtidos com o uso de utilitarios de
pesquisa da internet. Uma vista geral da informagdo da patente em
biotecnologia e um exame das fontes relevantes da informagdo de patente
uteis para a pesquisa retrospectiva e para o conhecimento corrente, sdo dados
em Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364.

A apresentagdo acima geralmente descreve a presente
invencdo. A menos que de outra forma estabelecido, um termo, como aqui
usado, fornece a definicdo como fornecida no Oxford Dictionary of
Biochemistry and Molecular Biology, Oxford University Press, 1997, revisto
em 2000 e reimpresso em 2003, ISBN 0 19 850673 2. Varios documentos sao
citados na totalidade do texto deste relatério descritivo. CitagGes
bibliograficas completas podem ser encontradas no final deste relatdrio
descritivo imediatamente antes das reivindicagGes. Os contetdos de todas as
referéncias citadas (incluindo as referéncias da literatura, patentes emitidas,
pedidos de patentes publicados como citados na totalidade deste relatério
descritivo, e especifica¢Bes, instrugdes, etc. do fabricante) sdo aqui
expressamente incorporados como referéncia; no entanto, ndo existe qualquer
indicio de que qualquer documento citado seja de fato técnica anterior de
acordo com a presente invengao.

Um entendimento mais completo pode ser obtido com
referéncia aos seguintes exemplos especificos, os quais sdo aqui fornecidos
para fins de ilustragdo apenas e ndo se pretende com eles limitar o escopo da
invencao.

EXEMPLOS

Os exemplos que seguem ainda ilustram a inveng¢do, mas ndo
devem ser interpretados de modo a limitar o escopo desta sob qualquer forma.
As descrigdes detalhadas dos métodos convencionais, tais como aquelas aqui

empregadas, podem ser encontradas na literatura citada; ver, também, “The
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Merck Manual of Diagnosis and Therapy” Décima Sétima Edigdo, editada
por Beers e Berkow (Merck & Co., Inc. 2003).

A pratica da presente invengdo empregara, a menos que de
outra forma indicado, técnicas convencionais da biologia celular, da cultura
celular, da biologia molecular, da biologia transgénica, da microbiologia,
DNA recombinante e imunologia, as quais se acham dentro do conhecimento
da técnica. Para outra elaboragdo das técnicas gerais Uteis na pratica desta
inven¢do, o clinico pode referir-se a livros didaticos padriio e revisdes na
biologia celular e ﬁa cultura tecidual; ver também as referéncias citadas nos
exemplbs. Métodos gerais na bioquimica molecular e celular podem ser
encontrados em tais livros didaticos padrdo como Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 3* Edigdo (Sambrook et al., Harbor Laboratory Press
2001); Short Protocols in Molecular Biology, 4* Edigdo (Ausubel et al. eds.,
John Wiley & Sons 1999); DNA Cloning, Volumes I e II (Glover ed., 1985);
Oligonucleotide Synthesis (Gait ed., 1984); Nucleic Acid Hybridization
(Hames e Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (Hames e
Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (Freshney e Alan, Liss, Inc.,
1987); Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Miller e Calos, eds.);
Current Protocols in Molecular Biology and Short Protocols in Molecular
Biology, 3* Edigdo (Ausubel et al., eds.); e Recombinant DNA Methodology
(Wu, ed., Academic Press). Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells
(Miller e Calos, eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Methods In
Enzymology, Volumes 154 e 155 (Wu et al., eds.); Immobilized Cells And
Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning
(1984); o tratado Methods In Enzymology (Academic Press, Inc., N.Y.);
Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology (Mayer e Walker,
eds., Academic Press, Londres, 1987); Handbook Of Experimental
Immunology, Volumes I a IV (Weir e Blackwell, eds., 1986). Protein Methods
(Bollag et al., John Wiley & Sons 1996); Non-viral Vectors for Gene Therapy
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(Wagner et al. eds., Academic Press 1999); Viral Vectors (Kaplitt & Loewy
eds., Academic Press 1995); Immunology Methods Manual (Lefkovits ed.,
Academic Press 1997); e Cell and Tissue Culture: Laboratory Procedures in
Biotechnology (Doyle & Griffiths, John Wiley & Sons 1998). Reagentes,
vetores de clonagem e kits para a manipulagdo genética referida neste
relatorio acham-se disponiveis de vendedores comerciais tais como a BioRad,
Stratagene, Invitrogen, Sigma-Aldrich e ClonTech. As técnicas gerais na
cultura celular e na coleta de meios sfo delineadas em Large Scale
Mammalian Cell Culture [Hu et al., Curr. Opin. Biotechnol. 8 (1997), 148];
Serum-free Media [Kitano, Biotechnology 17 (1991), 73]; Large Scale
Mammalian Cell Culture [Curr. Opin. Biotechnol. 2 (1991), 375]; e
Suspension Culture of Mammalian Cells [Birch et al., Bioprocess Technol. 19
(1990), 251]; Extracting information from cDNA arrays, Herzel et al.,
CHAOS 11 (2001), 98-107.
Métodos Suplementares

Material Do Paciente

O material tumoral, bem como o tecido normal ndo necessario
para a analise histopatoldgica de rotina, foram congelados em nitrogénio
liquido. Soro e sangue para o isolamento das células de memoria B foram
colhidos do paciente C1 de acordo com a aquiescéncia informada que foi
aprovada pelo comité de Etica local e assinada pelo paciente.

Cultura Das Células De Memoria B

As células de memoria B foram isoladas dos linfécitos do
sangue periférico humano mediante um procedimento de selegdo de duas
etapas. O marcador CD22 de células B pan foi usado para a selegdo positiva
das células B com o uso da tecnologia MACS (Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Alemanha). Os PBL foram rotulados com o uso de mAbs CD22 anti-humano
conjugado a MACS, IgD anti-humano de mAbs conjugado a ficoeritrina, e

IgM, IgA, CD3, CD8, CD56 anti-humanos de anticorpos conjugados a APC
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(Becton Dickinson, Basel, Suiga). As células B pan foram isoladas por
selecdo positiva de células positivas em CD22 usando um dispositivo MACS
midi e colunas LS (Miltenyi), seguido pela selegdo de células negativas de
ficoeritrina ¢ de APC com o uso de um separador celular MoFlo
(DakoCytomation, Fort Collins, USA). As células B negativas em IgM, IgD,
IgA positivas em CD22 foram entdo incubadas com EBV contendo o
sobrenadante obtido das células B95-8 na presenga de CpG 2006 (6, 15) no
meio de c€lulas B contendo RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro fetal
de bezerro. As células foram semeadas a 50 células por reservatério em meio
de células B em PBL de alimentagfo irradiado a 30.000 preparado de
doadores voluntarios.

Apos 2 semanas de cultura, o meio condicionado de culturas
de células de memoria B foi ensaiado quanto a presenga de anticorpos
especificos de NY-ESO-1 por ELISA e nas segdes de tecidos autdlogos e nido
autologos positivo em NY-ESO-1.

ELISA

Microplacas de 96 reservatdrios de extragdo (Corning, NY,
USA) foram revestidas com 25 pl/reservatério de uma proteina de NY-ESO-1
recombinante a 1 pg/ml em PBS durante a noite, em 4 °C. As placas foram
lavadas com PBS-T e bloqueadas durante a noite em 4 °C com PBS contendo
5 % de leite em pd (Rapilait, Migros, Suica). As prepara¢des de meio
condicionado de células B, soro do paciente e anticorpo recombinante foram
incubadas por 2 horas na temperatura ambiente. A ligagdo dos anticorpos
humanos ao NY-ESO-1 foi determinada com o uso de um anticorpo
secundario IgG-HRP anti-humano de asno (Jackson ImmunoResearch Europe
Ltd., Cambridgeshire, Reino Unido) seguida pela medi¢do da atividade de
HRP usando uma solugdo de substrato de TMB (TMB, Sigma, Buchs, Suig¢a).

ELISA de Mapeamento de Epitopo

Peptideos 20meros abrangendo a proteina de NY-ESO-1
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inteira com 10 aa de sobreposi¢cdes compartilhadas por cada peptideo
adjacente (Peptides&Flephants, Nuthetal, Alemanha) foram usados para
revestir placas Maxisorp de ELISA (Nunc, Rochester, NY). O anticorpo
Manhattan recombinante humano ou soro do paciente (diluido a 1:500 em
PBS) foram detectados com o uso de IgG+IgM anti-humano de Cabra
conjugado a peroxidase de raiz forte (Jackson ImmunoResearch).

ELISA de Competigcdo

Experiéncias de saturacdo identificaram a concentragdo de
ligagdo meio-maxima do anticorpo Manhattan monoclonal de ser humano ao
peptideo NY-ESO-111-30 como 1 x 10® M ou 0,15 pg/ml. Nas experiéncias
de competi¢do, as concentragdes crescentes de peptideo NY-ESO-111-30
foram misturadas com Manhattan em uma concentragdo de 0,15 pg/ml e a
mistura foi entdo transferida para placas de ELISA revestidas com NY-ESO-
111-30.

Imunoistoquimica

Cilindros de tecidos tumorais medindo 0,6 mm de didmetro
foram puncionados do tecido tumoral positivo em NY-ESO-1 implantado em
parafina e do tecido de controle saudavel. Os pares formados de um cilindro
de tecido tumoral e de tecido de controle saudavel foram colocados em cada
posi¢do de uma grade de 2 x 4 cujas dimensdes eram compativeis com o
formato microtitulador das placas de cultura de células B e pipetas de
multicanais convencionais.

A imunoistoquimica foi realizada sobre tecido implantado
parafina, fixado em formalina. A recupera¢do do antigeno com base no calor
foi aplicada a todas as laminas. A fluorescéncia ndo especifica foi bloqueada
com o uso de IgG anti-humano de coelho policlonal (Dako, Baar, Sui¢a) por
30 minutos na temperatura ambiente, seguido por um segundo bloqueio em 1
% de leite de baixa gordura (Rapilait, Migros, Sui¢a) por 10 minutos. O

anticorpo primario ou meio condicionado de células B foi incubado durante a
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noite em 4 °C. A ligagdo dos anticorpos humanos ao NY-ESO-1 foi revelada
com o uso dos anticorpos secundarios conjugados a Cy 3 ao IgG humano
(Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Soham, Reino Unido). O
manchamento do anticorpo Manhattan humano recombinante biotinilado foi
revelado com o uso de estreptavidina conjugada a Cy3 ou HRP (Sigma,
Buchs, Suica). Como controle positivo quanto a presenga do antigeno de NY-
ESO-1, um anticorpo monoclonal anti-NY-ESO-1 de camundongo (Zymed,
South San Francisco, USA) foi usado.

A analise da imunofluorescéncia foi realizada em um
microscépio de fluorescéncia invertida (Leica, Heerbrugg, Suica).

Rt-Pcr De Célula Unica

Células unicas obtidas de uma cultura de células de memoria B
foram depositadas em tubos de PCR. cDNA foi preparado com o uso de
iniciadores especificos para as regides constantes de cadeias pesada, k-leve e
v-leve de imunoglobulina G. A amplificagdo de PCR das regides variaveis de
cadeia pesada e leve de imunoglobulina foi realizada de acordo com
protocolos padrdo (7, 16). As regides variaveis de cadeia pesada e leve de
imunoglobulina foram amplificadas com o uso de uma abordagem de PCR em
semi-ninho. A PCR de primeira rodada foi realizada com iniciadores
especificos para a regido constante de IgG e conjuntos de iniciadores
especificos para as regides conservadas de estrutura 1 das familias de regido
variavel de Ig de cadeia pesada e leve (7). Subsequentemente, a PCR em
semi-ninho com iniciadores em ninho especificos para a regido constante de
IgG e os iniciadores especificos para a estrutura 1 das familias de regido
variavel de Ig de cadeia pesada e leve que continham sitios de restri¢do foram
usados como descrito (8). Os produtos de PCR de cadeia pesada e leve de
imunoglobulina foram clonados nos vetores contendo a regido constante de

IgG1, IgCapa ou Igl.ambda.
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Producéo E Purificacdo De Anticorpos

Células renais embridnicas humanas 293-T foram cultivadas
em DMEM suplementado com 10 % de IgG FCS ultrabaixo, 1 % de
penicilina-estreptomicina € 1 % de L-glutamina (Invitrogen, Basel, Suica). A
cotransfec¢do com a cadeia pesada e leve de imunoglobulina codificando o
DNA plasmideo foi realizada pelo método padrio de precipitagdo de fosfato
de célcio. Depois disso, as células foram cultivadas em D-MEM livre de soro
suplementado com 1 % de Nutridoma SP (Roche, Rotkreuz, Suiga). Os
sobrenadantes foram coletados apés 8 dias de cultura e a IgG foi purificada
em uma coluna de proteina G (Amersham Biosciences, Upsala, Suécia) com o
uso de cromatografia liquida de proteina rdpida (FPLC) (Amersham
Biosciences, Upsala, Suécia). O anticorpo purificado foi biotinilado seguindo-
se as instrug¢des dos fabricantes (SIGMA, Buchs, Suiga).

Células Tumorais Sk-Mel-37 De Imunofluorescéncia

Células SK-MEL-37 foram cultivadas sobre 1lamina de

microscopio, fixadas com formaldeido e permeabilizadas com 1 % de Triton
X-100 por 10 minutos na temperatura ambiente. Apds o bloqueio com 10 %
de soro de cabra por 1 hora na temperatura ambiente, as células foram
incubadas com Manhattan em uma concentragdo de 1 ug/ml ou anticorpo de
controle negativo [hu8-18c5 (17) expresso na moda recombinante com uma
regido Fc humana] em PBS / 1 % de soro de cabra / 0,2 % de Triton X-100
durante a noite em 4°. Os anticorpos ligados foram observados por
manchamento com Alexa Fluor® 546 de IgG anti-humano de cabra (1:300,
Molecular Probes, Leiden, Paises Baixos) por 1 hora na temperatura
ambiente. A microscopia foi realizada com o uso de um microscépio Leica SP
5.

EXEMPLO 1

IDENTIFICACAO DAS CELULAS B ESPECIFICAS DE
NY-ESO-1 DO PBL DE UM PACIENTE DE MELANOMA
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Um paciente de melanoma foi selecionado com um titulo de
soro pra 0 NY-ESO-1 taa no ELISA e nas se¢des do linfonodo autdlogas
obtidas na bidpsia. Apds a vacinagdo com o virus da vacinia recombinante
expressando o NY-ESO-1 de comprimento completo, uma resposta clinica
parcial demonstrada pela regressao de duas metéstases positivas em NY-ESO-
1 no figado foi observada. 50 ml de sangue periférico foram colhidos do
paciente e as células B negativas na dupla IgM/IgD superficial representando
as células M de memoria alteradas em Ig foram isoladas e cultivadas apds a
imortaliza¢@o usando um protocolo de transformagdo do virus de Epstein Barr
modificado (6). 100.000 células B de memoria foram obtidas e foram
semeadas em placas microtituladoras de 96 reservatorios a razdo de 50 células
por reservatério. Apds 3 semanas de crescimento da cultura, os clones foram
observados nos reservatérios de cultura e o meio condicionado pelas culturas
de células B foi ensaiado quanto a presenga de anticorpos especificos a NY-
ESO-1. Como uma primeira triagem, um ELISA usando NY-ESO-1
recombinante de comprimento completo como antigeno foi realizado. Os
sinais do ELISA eram classificados como positivos se eles excedessem o sinal
de fundo por um fator de trés. Isto identificou 9 reservatorios de células B de
memoria positivas quanto ao ELISA fora do total de 2000 reservatérios. Um
exemplo do sinal para a relag@o de ruido obtida com o ELISA é apresentado
na Figura 1A. As culturas positivas quanto ao ELISA foram
subsequentemente ensaiadas na imunoistoquimica usando-se o tecido tumoral
positivo quanto ao NY-ESO-1. A configuracdo da tela tecidual consistiu de 8
pares de bastGes de tecidos de tumores de mama positivos ao NY-ESO-1 e
tecidos de mamas saudédveis como controles montados sobre 1dminas de vidro.
Tendo em vista a miniaturizagdo deste ensaio, 15 ul de meio condicionado de
células B foram suficientes para realizar o ensaio. A capacidade de comparar
o meio condicionado de vdérias culturas de células B de memoria e dos

controles negativos sobre uma ldmina unica facilitou a avaliagdo do
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manchamento de fluorescéncia.

A avaliagdo das 9 culturas de células B positivas quanto ao
ELISA neste ensaio tecidual identificou uma cultura que produziu uma
intensidade de manchamento mais elevada em comparagdo aquela dos outros
8. Isto € ilustrado na Figura 1B, em que a imunofluorescéncia obtida com a
cultura 12D7 reativa ao tecido compara-se com a imunofluorescéncia obtida
com o reservatorio 9D1 que foi classificado como sendo ndo reativo ao
tecido.

Uma vez que a informagdo da subclasse de IgG sobre o
anticorpo especifico de NY-ESO-1 deve ter sido perdida na etapa de
clonagem molecular, ela foi determinada nesta etapa com o uso da
imunoistoquimica com seg¢des teciduais positivas ao NY-ESO-1 em
combinagdo com IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4 anti-humanos de anticorpos
secundarios especificos da subclasse. Como mostrado na Figura 1C, o
manchamento tecidual quanto a NY-ESO-1 € apenas observado com um
anticorpo secundario anti-IgG1.

EXEMPLO 2

CLONAGEM MOLECULAR DE UM ANTICORPO
ESPECIFICO DE NY-ESO-1 SECRETADO PELAS CELULAS B DE
MEMORIA CULTIVADAS.

Tentativas anteriores na clonagem celular de células B de
memoria humana identificadas transformadas por EBV especifica do antigeno
ndo foram bem sucedidas. Portanto, de acordo com a presente invengdo, foi
iniciada em uma estratégia de clonagem molecular com base em RT-PCR de
células unicas classificadas colhidas do reservatorio 12D7, de modo a isolar o
clone de anticorpo responséavel pelo padrdo de manchamento descrito acima.
32 células foram colhidas e depositadas como células unicas diretamente nos
tubos de PCR.

Apos a sintese do cDNA, as regides variaveis de cadeia pesada
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e leve da imunoglobulina humana foram amplificadas com o uso de uma
abordagem de PCR em ninho (7). Sequéncias de cadeias pesadas e capa leves
com 16 das 32 células classificadas foram obtidas. A PCR para as sequéncias
variaveis de cadeia lambda leve ndo deram um produto com qualquer das
células. A andlise das sequéncias identificaram 4 clones de anticorpos
distintos que foram numerados de acordo com sua abundincia relativa. O
clone 1 foi observado em oito das 16 células, o clone 2, em quatro células, e
os clones 3 e 4, cada um, em duas células.

Foi depois determinado se um destes quatro clones, quando
expresso como anticorpo recombinante, produzia um manchamento de NY-
ESO-1 semelhante ao observado com o meio condicionado do reservatdrio
12D7 de cultura de células B. Para esse fim, as sequéncias variaveis de cadeia
pesada e leve foram clonadas nos vetores de expressdo de anticorpo que
forneceram as regiGes constantes da cadeia pesada de IgGl humana e da
cadeia leve capa humana (8). As regides constantes de IgG1l foram usadas
desde que o anticorpo especifico de NY-ESO-1 identificado no meio
condicionado do reservatorio 12D7 foi determinado como sendo desta
subclasse (Figura 1 C).

A andlise funcional dos quatro clones foi realizada por
reexame dos anticorpos no ELISA e nas se¢Bes teciduais positivas em NY-
ESO-1. Para esse fim, a cadeia pesada e os vetores de expressdo de cadeia
leve correspondentes dos quatro clones foram transfectados em 293 células
HEK, e o fluido sobrenadante das células transfectadas foi testado
diretamente no ELISA e na imunoistoquimica. Todos os quatro fluidos
sobrenadantes produziram IgGl funcional testado no ELISA de IgG anti-
humano. Enquanto os clones 1 a 3 ndo apresentaram qualquer ligagdo ao NY-
ESO-1 no ELISA, o clone nimero 4 foi positivo até a ultima dilui¢do testada
(1/100) (Figura 2A). Este clone também apresentou um manchamento

especifico na imunoistoquimica com o uso das se¢des teciduais positivas a
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NY-ESO-1 (Figura 2B).

Isto foi interpretado como confirmagdo de que a sequéncias
das regides varidveis de imunoglobulina do anticorpo original especifico de
NY-ESO-1 como havia ocorrido no paciente, haviam sido recuperadas. Por
causa da simplicidade, o clone 12D7No.4 foi denominado “Manhattan” e
usado para outra caracterizagdo com o uso de material purificado de proteina
G obtido de células HEK transientemente transfectadas.

EXEMPLO 3

ANTICORPO MANHATTAN MONOCLONAL HUMANO

" ESPECIFICO DE NY-ESO-1 SE LIGA AO PEPTIDEO NY-ESO-1i.

COM UMA KD DE 107

Para identificar o epitopo reconhecido por Manhattan em NY-
ESO-1, o ELISA foi realizado com o uso de peptideos de sobreposi¢do
abrangendo a proteina NY-ESO-1 completa. Como mostrado na Figura 3A, o
Manbhattan se liga a um peptideos representando os aminoacidos 11 a 30 da
proteina NY-ESO-1, mas nédo aos dois peptideos adjacentes que abrangem os
aminodacidos 1 a 20 ou 21 a 40. Isto sugere que o epitopo reconhecido por
Manhattan se situa na jungdo destes dois peptideos ao redor do aminoacido 20
de NY-ESO-1. Este epitopo, entre outros, foi também reconhecido pelos
anticorpos contidos no soto do paciente C1 (Figura 3B).

A avidez do Manhattan foi determinada pelo ELISA de
competi¢do com o uso de concentragdes crescentes do peptideos NY-ESO-1,;.
30 solivel para competir quanto ao peptideo ligado a placa. Como apresentado
na Figura 3C, a constante de dissociagdo (KD) do equilibrio de ligagdo a
antigeno da interagdo do Manhattan com seu peptideo cognato, foi na faixa
nanomolar inferior.

Como um ensaio final usado na caracterizagdo do anticorpo
Manhattan monoclonal humano, a analise de imunofluorescéncia de

Manhattan na linhagem celular SK-MEL-37 positiva em NY-ESO-1 foi
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realizada (9). O manchamento desta linhagem celular com Manhattan resultou
em um sinal nuclear que localizou-se com o manchamento obtido com o
marcador nuclear Hoechst.

Conclusao

As experiéncias acima fornecem um método geral para a
identificagdo e a clonagem molecular de anticorpos diretamente dos linfocitos
do sangue periférico (PBLs) de individuos humanos. O método da presente
invengdo pode ser provado pelo isolamento de um anticorpo monoclonal
humano para antigeno NY-ESO-1 associado ao tumor de um paciente de
melanoma. Iniciando-se com a triagem dos anticorpos secretados pelas
culturas de curto prazo, as culturas de células B de memoria humanas
imortalizadas que foram positivas no ELISA e na imunoistoquimica no tecido
positivo em NY-ESO-1, foram identificadas. Este exame primario foi seguido
por uma etapa de clonagem molecular, cujo fim foi identificar e isolar o clone
unico de células B que secretaram o anticorpo detectado na triagem primaria.
A presenga de apenas 4 diferentes clones no reservatério 12D7 como revelado
pela andlise de sequéncia apds a RT-PCR de célula tnica, sugere que, das 50
células iniciais que foram semeadas, apenas poucas haviam sido imortalizadas
e sobreviveram.

Um exame secundério subsequente dos anticorpos candidatos
recombinantes resultou na identificagdo de um unico anticorpo monoclonal
com um padrdo de manchamento idéntico ao do anticorpo original que foi
produzido pelas células B de memoria cultivadas derivadas do paciente PBL.
Assim, um anticorpo como ocorrera originalmente no paciente, pode com
sucesso ser recuperado. Este anticorpo, cunhado “Manhattan” reconhece um
epitopo N-terminal ao redor da posicdo 20 do aminoécido, que ¢é
compartilhado entre NY-ESO-1 e o LAGE-1 taa (9). Este epitopo ¢ também
reconhecido por soro do paciente C1 suportando a nog¢do do Manhattan como

sendo uma cdpia genuina de um anticorpo que ocorrera no paciente.
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Desde entdo, até esta data, Manhattan é o primeiro anticorpo
monoclonal humano para NY-ESO-1, podendo também ser o primeiro
anticorpo amadurecido de afinidade derivado do paciente para um antigeno
tumoral e taa, respectivamente. Este novo método da presente invengdo
contorna algumas das dificuldades inerentes a transformagio de EBV das
células B, tais como a instabilidade genética e a fraca eficiéncia de clonagem
(6, 10). Embora o isolamento dos anticorpos monoclonais humanos das
células B de memoria imortalizadas em EBV tenha sido realizado com
sucesso em um estudo anterior (6), é digno de nota mencionar que esforgos
anteriores tentaram, antes do método descrito acima da presente invengdo, o
isolamento dos anticorpos especificos de NY-ESO-1 do mesmo paciente com
0 uso da transformagéo de EBV, e as técnicas de clonagem celular falharam a
despeito de um consideravel nimero de culturas de células B de memoria
identificadas na triagem celular.

Um segundo objeto da presente invengdo foi o isolamento de
um anticorpo para o antigeno NY-ESO-1 associado com o tumor com
reatividade tecidual. Isto foi motivado pela observagdo de que o soro do
paciente continha anticorpos que reagiam com o tecido autélogo positivo em
NY-ESO-1 retirado na bidpsia. Para esse fim, a tecnologia de microarranjos
foi adaptada para a triagem das culturas de células B de memdria. Isto teve
varias vantagens em comparacdo com os métodos classicos de
imunoistoquimica. Primeiro, a disponibilidade sobre uma ldmina Unica de
varias posi¢des de réplicas possibilitando o ensaio e para comparar varias
amostras. Segundo, a possibilidade de se colocar tecido positivo adjacente ao
tecido negativo melhora grandemente a sensibilidade do ensaio, um aspecto
que foi crucial uma vez que a incubag¢do com meio condicionado de culturas
de células B de memoria frequentemente resultou em manchamento muito
fraco. Terceiro, esta miniaturizagdo do formato do ensaio necessita muito

menos de meio condicionado, o que também € um fator decisivo tendo em
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vista que o volume da cultura das culturas de células B de memoria foi
geralmente de menos do que 200 pl.

A observagdo de que o soro do paciente e o anticorpo
Manhattan monoclonal humano reconheceu se¢des teciduais fixas pode ser
irrelevante para a situacdo z'n' vivo, pelo menos com respeito a um papel
terapéutico direto através da indugfio dos mecanismos efetores imunes
induzidos pelo anticorpo atuando sobre um nivel celular para purificar as
células positivas quanto a NY-ESO-1. O NY-ESO-1 foi descrito como um
antigeno intracelular (11) e foi observado neste estudo estar localizado no
nucleo, pelo menos na linhagem celular SK-Me-37. Neste contexto, o
manchamento superficial sobre SK-Me-37 vivo usando Manhattan
biotinilado, foi negativo.

O isolamento do Manhattan constitui uma etapa principal em
direcdo a avaliacdo da significancia terapéutica dos anticorpos especificos do
tumor derivado do paciente. Existem varios aspectos concebiveis de acordo
com os quais um tal anticorpo pode mediar efeitos terapéuticos. Primeiro, ele
pode servir como um adjuvante para futuros protocolos de vacina. Complexos
imune formados apds a administragdo do Manhattan com NY-ESO-1 podem
resultar em uma indugdo aumentada das respostas imunes celulares (12).

Uma segunda possibilidade trata do papel fisiopatolégico desta
classe de anticorpos em pacientes de tumor. O NY-ESO-1 frequentemente
induz as respostas humorais que se correlacionam com um mau prognéstico
para o paciente (13). Embora isto possa ser uma mera correlagdo por causa da
abundédncia aumentada de antigeno conforme o tumor cres¢a, um papel
tolerogénico desta resposta de células B pode também ser concluido por
hipotese. De acordo com este aspecto, o antigeno livre liberado por células
tumorais necroticas ou apoptoticas deve induzir uma forte resposta de células
B, as células B entdo devem apresentar o antigeno como um resultado da

absor¢do mediada pelo receptor Fc dos complexos imune (14). Como as
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células B podem ser APC fracas, esta apresenta¢do pode resultar na indugéo
da tolerancia das células T reativas a NY-ESO-1 e, assim, prevenir a rejeicdo
tumoral. A administrag@o, em uma fase prematura da progressdo tumoral, dos
F(ab)s Manhattan recombinantes, pode romper a absor¢do do antigeno pelas
células B porque F(ab)s ndo sdo ligados pelos receptores Fc, mas devem ainda
cepturar antigeno. Isto, por sua vez, pode prevenir a indugdo da tolerancia nas

células T especificas de NY-ESO-1.
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REIVINDICACOES

1. ANTICORPO HUMANO-MURINO QUIMERICO ou
XEGOGENEICO, HUMANTIZADO, HUMANO ou SEU FRAGMENTO DE
LIGACAO, que ¢é capaz de reconhecer o antigeno NY-ESO-1
associado ao tumor, caracterizado pelo fato de compreender
em sua regiéo de cadeia pesada variéavel, regides
determinantes de complementaridade CDR1 de SEQ ID NO. b5,
CDR2 da SEQ ID NO. 6 e CDR3 da SEQ ID NO. 7 e na sua regiéo
de cadeia leve wvariavel, as regides determinantes de
complementaridade CDR1 da SEQ ID NO.8, CDR2 da SEQ ID NO. 9
e CDR3 da SEQ ID NO. 10.

2. ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de ligar um
epitopo definido por uma sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO. 11.

3. ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO, de acordo
com as reivindicacdes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de
ser selecionado a partir do grupo consistindo em um
fragmento Fv de cadeia tunica (scFv), um fragmento F(ab’),
um fragmento F(ab) e um fragmento F(ab’)2.

4. ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO, de acordo
com dgqualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, caracterizado
pelo fato de compreender a sequéncia de aminoacidos de (VH)
(SEQ ID NO. 2) e/ou regido (VL) (SEQ ID NO. 4).

5. VETOR DE EXPRESSAO, caracterizado pelo fato de
compreender um polinucleotideo de SEQ ID Nos. 5 a 10,
conforme descritos nas reivindicacbes 1 a 4, que codifica a
regido variavel de uma cadeia de imunoglobulina do
anticorpo ou fragmento de ligacdo, e que codifica a regiédo
variavel de outra cadeia de imunoglobulina do dito
anticorpo.

6. MICRORGANISMO TRANSGENICO, caracterizado pelo
fato de compreender um vetor de expressdo, como definido na

reivindicacdo 5.
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7. METODO PARA PREPARAR UM ANTICORPO OU UM
FRAGMENTO DE LIGACAOQ, caracterizado pelo fato de
compreender:

(a) o cultivo do microrganismo como definido na
reivindicacdo 6; e

(b) 0 1isolamento do referido anticorpo ou
fragmento de ligacdo a partir da cultura.

8. COMPOSICAOQ, caracterizada pelo fato de
compreender o anticorpo ou fragmento de ligacdo, como
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, o vetor
de expressao, COomo descrito na reivindicacéo 5 ou
microrganismo transgénico, como definido na reivindicacgéo
6.

9. COMPOSICAO DE DIAGNOSTICO, caracterizada pelo
fato de compreender o anticorpo ou fragmento de ligacéo,
como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, o
vetor de expressdo, como descrito na reivindicacdo 5 ou
microrganismo transgénico, como definido na reivindicacdo 6
e, opcionalmente, reagentes convencionalmente usados em
métodos diagndsticos com base imuno ou de acido nucléico.

10. USO DO ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO,
como definido em qualguer uma das reivindicacdes 1 a 4, ou
um anticorpo idiotipico de qualgquer um dos mesmos, o vetor
de expresséo, COomo descrito na reivindicacéo 5 ou
microrganismo transgénico, como definido na reivindicacgéo
6, caracterizado pelo fato de ser para a preparacdo de um
medicamento para tratar ou prevenir a progressdo de um
tumor, para a melhora dos sintomas associados com um tumor;
para diagnosticar ou examinar um paciente guanto a presenca
de um tumor, ou para determinar o risco do paciente de
desenvolver um tumor.

11. USO DO ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGACAO,
como definido em qualguer uma das reivindicacdes 1 a 4, ou

um anticorpo anti-idiotipico correspondente, caracterizado
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pelo fato de ser para a preparacido de um medicamento para o
diagnéstico e/ou tratar um tumor.

12. KIT PARA ) DIAGNOSTICO DE UM TUMCR,
caracterizado pelo fato de compreender o anticorpo ou

5 fragmento de ligacdo, como definido em gqualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, o vetor de expressido, como descrito
na reivindicacdo 5 ou microrganismo transgénico, como
definido na reivindicacdo 6 e, opcionalmente reagentes e/ou
instrucdes para uso.

10 13. USO DA MOLECULA DE ANTIGENO LIGANTE AO TUMOR,
caracterizado pelo fato de compreender um anticorpo, como
definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 4, para a
preparacdo de um medicamento para a deteccdo in vivo de ou
direcionamento de um agente terapéutico e/ou de diagndstico

15 para um tumor.
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12D7 VH Cadeia

oy S CDR1-FR2-————=—-=-~CDR2=~====
OVOLVOSGGGVVRPGGSLRLSCAASGFS FIDYGMSWVRQVPGKGLEWVAGMNWSGDKKG
——————— FR3-———————————— == === ——==—=CDR3-=-—=JH-——=—=~—=

HAESVKGRFIISRDNAKNTLYLEMSSLRVEDTALYFCARGEYSNRFDPRGRGTLVTVSS

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGGAGGCGTGGTACGGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTC
CTGTGCAGCCTCTGGATTCAGCTTTATTGATTATGGCATGAGTTGGGTCCGCCAAGTTCCAG
GGAAGGGGCTGGAGTGGGTCGCTGGCATGAATTGGAGCGGCGATAAAAAAGGTCATGCGGAG
TCTGTGAAGGGCCGATTCATCATTTCCAGAGACAACGCCAAGAACACCCTGTATCTAGAAAT
GAGCAGCCTAAGAGTCGAAGACACGGCCCTGTATTTTTGTGCGAGAGGGGAGTATAGCAATC
GGTTCGACCCCCGGGGCCGGGGARCCCTGGTCACCGTCTCCTCA

12D7 VkL Cadeia

FR1-—=—=——————————— === CDRl1---—======== FR2-————=—===== CDR2-
DIVMTOTPLSLPVTLGQPASLSCRSSQSLVFTDGNTYLNWFQORPGOSPRRLIYKVSSR
——FR3-—————mmm—mm—mmm——mm————— = CDR3-~-~-- JK——————=—

QEGVPDRFSGTGSGTDFTLEISRVEAEDIGVYYCMQGTHWPPIFGQGTKVEIK

GATATTGTGATGACCCAGACTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCTTGGACAGCCGGCCTCCCT
CTCCTGCAGGTCTAGTCAAAGCCTCGTATTCACTGATGGAAACACCTACTTGAATTGGTTTC
AGCAGAGGCCAGGCCAATCTCCACGGCGCCTAATTTATAAGGTCTCTTCTCGTGACCCTGGT
GTCCCCGACAGATTCAGCGGCACTGGGTCAGGCACTGATTTCACACTGGAAATCAGCAGGGT
GGAGGCTGAGGATATTGGGGTTTACTACTGCATGCAAGGGACGCACTGGCCTCCGATTTTTG
GCCAGGGGACCARGGTGGAGATCAAA

Fig. 4



