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ANTICORPO ISOLADO OU FRAGMENTO DO MESMO QUE LIGA A PD-1, USO
DESTE, COMPOSICAO, POLINUCLEOTIDEO ISOLADO E VETOR DE EXPRESSAO
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS
[0001] Este pedido reivindica prioridade do Pedido
Internacional PCT/CN2014/082721, depositado em 22 de Julho de
2014, gque é aqui incorporado por referéncia na sua totalidade
para todos os fins.
CAMPO DA INVENCAO
[0002] A presente invencdo refere-se a anticorpos e
fragmentos dos mesmos de ligacdo ao antigeno que se ligam a PD-
1, e a métodos de utilizacdo de tais anticorpos e fragmentos de
ligacdo ao antigeno.
DESCRICAO DO ARQUIVO DE TEXTO ENVIADO ELETRONICAMENTE
[0003] O contetdo do arquivo de texto enviado eletronicamente
é aqui incorporado por referéncia na sua totalidade: Uma cépia
de formato 1legivel por computador da Listagem de Sequéncias
(nome do arquivo: CRBI 006 01WO SeqList ST25); data de gravacdo:
14 de julho de 2015; arquivo de 147KB tamanho) .
FUNDAMENTOS
[0004] O receptor de morte programada 1 (PD-1) é expresso
principalmente nos linfécitos e tem dois ligandos, PD-L1 e PD-
L2. PD-1 é uma proteina de 55 kDa codificada por um gene Pdcdl e
foi mostrada para infrarregular a sinalizacdo do receptor de
antigeno impulsionada pelo engate do seu ligando (Freeman et al.
(2000) J Exp Med 192:1027-34; Latchman, et. al. (2001) Nat
Immunol 2:261-8; Carter et al. (2002) Eur J Immunol 32:634-43).
PD-1 pertence a superfamilia de imunoglobulina que inclui
membros, tais como CD28, CTLA-4, ICOS e BTLA. A PD-1 &
glicoproteina transmembranar de tipo I contendo um dominio de

tipo wvaridvel (tipo V) de Ig para ligacdo de ligando e uma cauda
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citoplasmatica para a ligacdo de moléculas de sinalizacdo. O PD-
1 contém dois motivos de sinalizacdo a Dbase de tirosina
citoplasmatica, um motivo de inibigcdo a base de imunorreceptor
de tirosina (ITIM) e um motivo de comutacdo a base de
imunorreceptor de tirosina (ITSM). Apds a estimulacdo das
células T, PD-1 recruta a tirosina fosfatase SHP-2 para o motivo
ITSM dentro da sua cauda citoplasmatica, conduzindo a
desfosforilacdo de moléculas efetoras, tais como CD3 Zeta, PKC
theta e ZAP70 que estdo envolvidas na cascata de sinalizacgdo de
células T CD3 . Em contraste, os ligandos de PD-1 (PD-L1 e PD-
L2) tém duas regides citoplasmaticas curtas sem nenhuma funcéo
conhecida . Os ligantes tém uma regido extracelular contendo
dominios semelhantes a IgV e IgC s&o constitutivamente expressos
ou podem ser induzidos em uma variedade de tipos de células,
incluindo os tecidos ndo hematopoiéticos, assim como varios
tipos de tumores. PD-L1 ndo & apenas expresso em células B, T,
mieloides e dendriticas (DCs), mas também em células
periféricas, como células endoteliais microvasculares e &rgdos
ndo linfoides como coracdo, pulmdo etc. Em contraste, o PD-L2 sb
é encontrado em macrédfagos e DCs. O padrdo de expressdao de
ligandos de PD-1 é sugestivo de um papel para PD-1 na manutencéo
da toleréncia periférica e pode servir para regular as respostas
de células T e B autorreativas na periferia. Até a data,
numerosos estudos demonstraram que a interacdo de PD-1 com os
seus ligandos leva a inibicdo da proliferacdo de linfécitos in
vitro e in vivo. A interrupcdo da interacdo PD-1/PDL1 demonstrou

aumentar a proliferacdo de células T e promover a producdo de

citocinas.
[0005] Deste modo, existe um papel importante para a via PD-
1/PD-L1 no controle das respostas imunes. A disfuncdo da
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sinalizacdo de PD-1/PD-L1 parece estar correlacionada com a
iniciacdo e desenvolvimento de doencas, tais como céncer e
infeccdo viral. A anédlise de animais knockout levou ao
entendimento de que a PD-1 funciona principalmente na inducédo e
regulacéo da toleréncia periférica. Assim, o bloqueio
terapéutico da via PD-1 seria Util na superagdo da toleréncia
imunoldégica e no tratamento de cancer ou infecgdo bem como no
reforco da imunidade durante a vacinacéo (profilatica ou
terapéutica) . H&4& uma necessidade na técnica de métodos
melhorados para bloquear a via de PD-1.
SUMARIO DA INVENCAO

[0006] Em um aspecto, a presente invencdo fornece anticorpos
e fragmentos dos mesmos de ligacdo ao antigeno que se ligam ao
receptor de morte programada 1 (PD-1). Em algumas modalidades,
os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos se
ligam a PD-1 humana. Em algumas modalidades, os anticorpos e
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos se ligam a PD-1 e
bloqueiam a ligacdo de PD-L1 e/ou PD-L2 a PD-1. Em outras
modalidades, os anticorpos anti-PD-1 e os fragmentos dos mesmos
ligam-se a PD-1 e interrompem a via PD-1/PD-L1 ou PD1/PD-L2. Em
uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo é um anticorpo
murino, um anticorpo quimérico, um anticorpo humano ou um
anticorpo humanizado. Em uma modalidade, o anticorpo anti-PD-1
ou fragmento do mesmo é um anticorpo monoclonal, scFv, fragmento
Fab, fragmento Fab', fragmento F(ab)', anticorpo biespecifico,
imunoconjugado, ou uma combinacdo dos mesmos.

[0007] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
anticorpo isolado ou um fragmento do mesmo compreendendo uma ou
mais CDRs selecionadas do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 19-

21, 24-26, 29-31, 34-36, 40-42, 45-47, 50-52, 55-57, 60-62, 65-
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67, 70-72, 75-77, 80-82, 85-87, 90-92, 95-97, 100-102, 105-107,
110-112, e 115-117.

[0008] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreende uma sequéncia de CDR1 da cadeia leve com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 24,
34, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, e 115.

[0009] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento mesmo
compreende uma sequéncia de CDR2 da cadeia leve com, pelo menos,
80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 25,

35, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106 e 1l6.
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[0010] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreende uma sequéncia de CDR3 da cadeia leve com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 26,
36, 47, 57, 7, 77, 87, 97, 107 e 117.

[0011] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreende uma sequéncia de CDR1 da cadeia pesada com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 19,
29, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, e 110.

[0012] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo

compreende uma sequéncia de CDRZ da cadeia pesada com pelo menos
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80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 20,
30, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, e 111.

[0013] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreende uma sequéncia de CDR3 da cadeia pesada com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 81% de homologia, pelo menos 82% de
homologia, pelo menos 83% de homologia, pelo menos 84% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 86% de
homologia, pelo menos 87% de homologia, pelo menos 88% de
homologia, pelo menos 89% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 21,
31, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102 e 112. Em uma modalidade, o
anticorpo ou fragmento do mesmo compreende uma CDR1 da cadeia
leve que consiste em uma sequéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 24, 34, 45, 55, 65, 75, 85,

95, 105, e 115; uma CDR2 da cadeia leve dgue consiste em uma
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sequéncia de aminoadcidos selecionada do grupo gue consiste em
SEQ ID NOs: 25, 35, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106, e 116; uma CDR3
da cadeia leve que consiste em uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 26, 36, 47, 57,
67, 77, 87, 97, 107 e 117; wuma CDR1 da cadeia pesada que
consiste em uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 19, 29, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
e 110; uma CDR2 da cadeia pesada que consiste em uma sequéncia
de aminodcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
20, 30, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101, e 111 e uma CDR3 da cadeia
pesada que consiste em uma sequéncia de aminodcidos selecionada
do grupo gque consiste em SEQ ID NOs: 21, 31, 42, 52, 62, 72, 82,
92, 102 e 112.

[0014] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 24, 25 e 20,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de

homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
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homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 19, 20 e 21,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI1,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 24, 25 e 26,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 19, 20 e 21, respectivamente.

[0015] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 34, 35 e 3¢,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 29, 30 e 31,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI1,

CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 34, 35 e 3o,
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respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 29, 30 e 31, respectivamente.

[0016] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
se liga a PD-1 e compreende uma cadeia leve CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos homologia de 91%, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 45, 46 e 47,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminocadcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 40, 41 e 42,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 45, 46 e 47,
respectivamente, e uma CDR1, CDRZ e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 40, 41 e 42, respectivamente.

[0017] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de

homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
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homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminoacidos de acordo com as SEQ ID NOs: 55, 56 e 57,
respectivamente; e uma cadeia ©pesada CDRI1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 50, 51 e 52,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI1,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 55, 56 e 57,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 50, 51 e 52, respectivamente.

[0018] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
se liga a PD-1 e compreende uma cadeia leve CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos homologia de 91%, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de

aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 65, 66 e 67,
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respectivamente; e uma cadeia ©pesada CDRI1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 60, 6l e 62,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID ©NOs: 65, 66 e 67,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 60, 61 e 62, respectivamente.

[0019] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 75, 76 e 77,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de

homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
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homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 70, 71 e 72,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 75, 76 e 177,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 70, 71 e 72, respectivamente.

[0020] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 85, 86 e 87,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcido de acordo com as SEQ ID NOs: 80, 81 e 82,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI,

CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 85, 86 e 87,
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respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 80, 81 e 82, respectivamente.

[0021] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 95, 96 e 97,
respectivamente; e uma cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcido de acordo <com as SEQ ID NOs: 90, 91 e 92,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI1,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 95, 96 e 97,
respectivamente, e uma CDR1, CDRZ e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 90, 91 e 92, respectivamente.

[0022] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de

homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
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homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 105, 106 e 107,
respectivamente; e uma cadeia ©pesada CDRI1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 100, 101 e 102,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 105, 106 e 107,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 100, 101 e 102, respectivamente.

[0023] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento se liga a
PD-1 e compreende uma CDR1, CDR2, e CDR3 da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99 % de homologia com uma sequéncia de

aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 115, 116 e 117,
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respectivamente; e uma cadeia ©pesada CDRI1, CDR2 e CDR3
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminodcidos de acordo com as SEQ ID NOs: 110, 111 e 112,
respectivamente. Em uma outra modalidade, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo do mesmo compreende uma cadeia leve CDRI1,
CDR2 e CDR3 de acordo com as SEQ ID NOs: 115, 116, 117,
respectivamente, e uma CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada de
acordo com as SEQ ID NOs: 110, 111 e 112, respectivamente.

[0024] Em uma modalidade, o anticorpo ou fragmento do mesmo
se liga a PD-1 e compreende uma regido varidvel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos, homologia de
92%, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de homologia,
pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de homologia, pelo
menos 97% de homologia, pelo menos 98% de homologia, pelo menos
99% de homologia com uma sequéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 23, 33, 44, 54, 64, 74, 84,
94, 104, 114, 133, 143 e 152; e uma regido variavel da cadeia
pesada compreendendo uma sequéncia de aminodcidos com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de

homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
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homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18,
28, 39, 49, 59, 69, 79, 89, 99, 109, 131 e 141. Em uma outra
modalidade, o anticorpo isolado ou o fragmento do mesmo liga-se
a PD-1 e compreende uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo, consistindo essencialmente em, ou que consiste em
uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo gue consiste
em SEQ ID NOs: 23, 33, 44, 54, o4, 74, 84, 94, 104, 114, 133,
143 e 152; e uma regido variadvel da cadeia pesada compreendendo,
consistindo essencialmente em, ou gque consiste em uma sequéncia
de aminodcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
18, 28, 39, 49, 59, 69, 79, 89, 99, 109, 131 e 141.

[0025] Em uma modalidade, a invencdo fornece anticorpos anti-
PD-1 que compreendem uma cadeia leve variavel de um anticorpo
selecionado do grupo que consiste em 10D1, 4C10, 7D3, 13F1,
15H5, 14A6, 22A5, ©6El, b5A8, 7TA4 e 7TA4D e uma cadeia pesada
varidvel de um anticorpo selecionado do grupo gue consiste em
10D1, 4cCc10, 7D3, 13F1, 15H5, 14A6, 22A5, 6El, 5A8 e 7A4. Assim,
em uma modalidade, a invencdo fornece um anticorpo ou um
fragmento do mesmo compreendendo uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo a SEQ ID NO: 23 e uma regido varidvel da
cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 18; e uma regido
varidvel da cadeia 1leve compreendendo a SEQ ID NO: 33 e uma
regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 28 e
uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO: 44
e uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo a SEQ ID
NO: 39 e uma regido varidvel da cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 54 e uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo a

SEQ ID NO: 49 e uma regido variadvel da cadeia leve compreendendo
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a SEQ ID NO: 64 e uma regido variadvel da cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO: 59 e uma regido variavel da cadeia
leve compreendendo a SEQ ID NO: 74 e uma regido variavel da
cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 69 e uma regiédo
variadvel da cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO: 84 e uma
regido variavel da cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 79 e
uma regido variavel da cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO: 94
e uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a SEQ 1ID
NO: 89 e uma regido variadvel da cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 104 e uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo
a SEQ ID NO: 99 e uma regido variadvel da cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO: 114 e uma regido varidvel da cadeia
pesada compreendendo a SEQ ID NO: 109 e uma regido variavel da
cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO: 133 e uma regido variavel
da cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 131 e uma regido
variadvel da cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO: 143 e uma
regido varidvel da cadeia pesada compreendendo a SEQ ID NO: 141
e uma regido variavel da cadeia leve compreendendo a SEQ ID NO:
152 e uma regido variavel da cadeia pesada compreendendo a SEQ
ID NO: 131.

[0026] Em uma modalidade, a presente 1invencdo fornece um
anticorpo anti-PD-1 quimérico, em que o anticorpo compreende uma
cadeia pesada com uma sequéncia de aminocadcidos com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de

aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs;
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119, 121, 125 e 127; e uma cadeia leve com uma sequéncia de
aminoacidos com pelo menos 80% de homologia, pelo menos 85% de
homologia, pelo menos 90% de homologia, pelo menos 91% de
homologia, pelo menos 92% de homologia, pelo menos 93% de
homologia, pelo menos 94% de homologia, pelo menos 95% de
homologia, pelo menos 96% de homologia, pelo menos 97% de
homologia, pelo menos 98% de homologia ou pelo menos 99% de
homologia com uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 123 e 129.

[0027] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
anticorpo anti-PD-1 humanizado, em gque o anticorpo compreende
uma regido variadvel da cadeia pesada com uma sequéncia de
aminodcidos com pelo menos 80% de homologia, pelo menos 85% de
homologia, pelo menos 90% de homologia, pelo menos 91% de
homologia, pelo menos 92% de homologia, pelo menos 93% de
homologia, pelo menos 94% de homologia, pelo menos 95% de
homologia, pelo menos 96% de homologia, pelo menos 97% de
homologia, pelo menos 98% de homologia, pelo menos 99% de
homologia com uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 131 e 141. Em uma outra modalidade,
a presente invencdo fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado,
em que o anticorpo compreende uma regido varidvel da cadeia leve
com uma sequéncia de aminoadcidos com ©pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de

homologia, pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
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aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
133, 143 e 152.

[0028] Em uma outra modalidade, a presente invencdo fornece
um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o anticorpo compreende
uma regido variavel da cadeia pesada com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia com a SEQ ID NO: 131 e uma regido variavel da cadeia
leve com pelo menos 80% de homologia, pelo menos 85% de
homologia, pelo menos 90% de homologia, pelo menos 91% de
homologia, pelo menos 92% de homologia, pelo menos 93% de
homologia, pelo menos 94% de homologia, 95% de homologia, pelo
menos 96% de homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos
98% de homologia, ou pelo menos 99% de homologia com a SEQ 1ID
NO: 133 ou 152. Em uma outra modalidade, a presente invencéo
fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o anticorpo
compreende uma regido varidvel da cadeia pesada com pelo menos
80% de homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de
homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia, ou pelo menos 99% de homologia com a SEQ ID NO: 141 e
uma regido variavel da cadeia leve com pelo menos 80% de
homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo menos 90% de
homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos 92% de

homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 95%de
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homologia, pelo menos 96% de homologia, pelo menos 97% de
homologia, pelo menos 98% de homologia, ou pelo menos 99% de
homologia com a SEQ ID NO: 143.

[0029] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o anticorpo compreende
uma cadeia pesada completa com uma sequéncia de aminoacidos com
pelo menos 80% de homologia, pelo menos 85% de homologia, pelo
menos 90% de homologia, pelo menos 91% de homologia, pelo menos
92% de homologia, pelo menos 93% de homologia, pelo menos 94% de
homologia, pelo menos 95% de homologia, pelo menos 96% de
homologia, pelo menos 97% de homologia, pelo menos 98% de
homologia ou pelo menos 99% de homologia com uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo gque consiste em SEQ ID NOs:
135, 137, 145 e 147. Em uma outra modalidade, a presente
invencdo fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o
anticorpo compreende uma cadeia leve completa com uma sequéncia
de aminodcidos com pelo menos 80% de homologia, pelo menos 85%
de homologia, pelo menos 90% de homologia, em menos 91% de
homologia, pelo menos 92% de homologia, pelo menos 93% de
homologia, pelo menos 94% de homologia, pelo menos 95% de
homologia, pelo menos 96% de homologia, pelo menos 97% de
homologia, pelo menos 98% de homologia, ou pelo menos 99% de
homologia com uma sequéncia de aminoadcidos selecionadas do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 139, 149 e 153.

[0030] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
anticorpo anti-PD-1 humanizado, em gque o anticorpo compreende
uma cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 135 e uma cadeia
leve de acordo com a SEQ ID NO: 139. Em uma outra modalidade, a
presente invencdo fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em

que o anticorpo compreende uma cadeia pesada de acordo com a SEQ
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ID NO: 137 e uma cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 139. Em
uma outra modalidade, a presente invencdo fornece um anticorpo
anti-PD-1 humanizado, em que o anticorpo compreende uma cadeia
pesada de acordo com a SEQ ID NO: 135 e uma cadeia leve de
acordo com a SEQ ID NO: 153. Em uma outra modalidade, a presente
invencdo fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o
anticorpo compreende uma cadeia pesada de acordo com a SEQ ID
NO: 137 e uma cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 153. Em uma
outra modalidade, a presente invencdo fornece um anticorpo anti-
PD-1 humanizado, em gque o anticorpo compreende uma cadeia pesada
de acordo com a SEQ ID NO: 145 e uma cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NO: 149. Em uma outra modalidade, a presente invencéo
fornece um anticorpo anti-PD-1 humanizado, em que o anticorpo
compreende uma cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 147 e
uma cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 149. Em uma
modalidade, a presente invencdo fornece anticorpos anti-PD-1 ou
fragmentos dos mesmos que se ligam ao mesmo epitopo em PD-1, tal
como qualquer um dos anticorpos exemplificativos aqui
fornecidos. Em uma modalidade, os anticorpos ou fragmentos dos
mesmos competem com qualquer um dos anticorpos exemplificativos
aqui fornecidos para ligacdo a PD-1. A ligacdo a PD-1 pode ser
medida por ELISA, citometria de fluxo, ensaio de ressonancia de
plasmon de superficie (SPR) ou qualquer outro método conhecido
na técnica.

[0031] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos que se ligam a PD-1
com uma afinidade de cerca de 1 nM a cerca de 0,01 nM. Em uma
outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e os fragmentos dos
mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de

cerca de 0,5 nM a cerca de 0,1 nM. Em uma outra modalidade, os
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anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui fornecidos
ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 1 nM ou inferior.
Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos
dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de
cerca de 0,75 nM ou inferior. Em uma outra modalidade, os
anticorpos anti-PD-1 e os fragmentos dos mesmos aqui fornecidos
ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,5 nM ou
inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma
afinidade de <cerca de 0,25 nM ou inferior. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqgqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,2 nM
ou inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma
afinidade de <cerca de 0,15 nM ou inferior. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,1 nM
ou inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma
afinidade de cerca de 0,075 nM ou inferior. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,05 nM
ou inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma
afinidade de cerca de 0,025 nM ou inferior. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,02 nM
ou inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma

afinidade de cerca de 0,015 nM ou inferior. Em uma outra
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modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,01 nM
ou inferior. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos ligam-se a PD-1 com uma
afinidade de <cerca de 0,0075 nM ou inferior. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 com uma afinidade de cerca de 0,005
nM ou inferior.

[0032] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui tém uma EC50 de ligacéo
para PD-1 de cerca de 1 ng/mL a cerca de 2000 ng/mL. Em uma
outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos
mesmos fornecidos aqui tém uma EC50 de ligagdo para PD-1 de
cerca de 1 ng/mL a cerca de 1500 ng/mL. Em uma outra modalidade,
os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos fornecidos aqui
tém uma EC50 de ligacgdo para PD-1 de cerca de 1 ng/mL a cerca de
1000 ng/mL. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui tém uma EC50 de ligacéo
para PD-1 de cerca de 2 ng/mL a cerca de 500 ng/mL. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos
fornecidos aqui tém uma EC50 de ligacdo para PD-1 de cerca de 2
ng/mL a cerca de 200 ng/mL. Em uma outra modalidade, os
anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos fornecidos aqui tém
uma EC50 de ligacdo para PD-1 de cerca de 5 ng/mL a cerca de 100
ng/mL. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos fornecidos aqui tém uma EC50 de ligacéo
para PD-1 de cerca de 5 ng/mL a cerca de 50 ng/mL. Em uma
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e os fragmentos aqui
fornecidos tem uma EC50 de ligagcdo para a PD-1 de cerca de 500

ng/mL ou inferior, cerca de 400 ng/mL ou inferior, cerca de 300
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ng/mL ou inferior, cerca de 250 ng/mL ou inferior, cerca de 200
ng/mL ou inferior, cerca de 150 ng/mL ou inferior, cerca de 100
ng/mlL. ou inferior, cerca de 75 ng/mL ou inferior, cerca de 60
ng/mlL ou inferior, cerca de 50 ng/mL ou inferior, cerca de 40
ng/mlL ou inferior, ou cerca de 30 ng/mL ou inferior.

[0033] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos inibem a ligacdo de PD-L1
com uma IC50 de cerca de cerca de 1 ng/mL a cerca de 1000 ng/mL.
Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos
dos mesmos aqui fornecidos inibem a ligacdo de PD-L1 com uma
IC50 de cerca de cerca de 2 ng/mL a cerca de 800 ng/mL. Em uma
outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos
mesmos aqui fornecidos inibem a ligacdo de PD-L1 com uma IC50 de
cerca de cerca de 5 ng/mL a cerca de 500 ng/mL. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos inibem a ligagcdo de PD-L1 com uma IC50 de cerca de
cerca de 5 ng/mL a cerca de 100 ng/mL. Em uma outra modalidade,
os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui fornecidos
inibem a ligacdo de PD-L1 com uma IC50 de cerca de cerca de 10
ng/mL a cerca de 50 ng/mL. Em uma modalidade, os anticorpos
anti-PD-1 e os fragmentos aqui fornecidos inibem a ligacdo de
PD-L1 com uma IC50 de cerca de 800 ng/mL ou inferior, cerca de
400 ng/mL ou inferior, cerca de 300 ng/mL ou inferior, cerca de
250 ng/mL ou inferior, cerca de 200 ng/mL ou inferior, cerca de
150 ng/mL ou inferior, cerca de 100 ng/mL ou inferior, cerca de
75 ng/mL ou inferior, cerca de 60 ng/mL ou inferior, cerca de 50
ng/mL ou inferior, cerca de 40 ng/mL ou inferior, ou cerca de 30
ng/mL ou inferior.

[0034] Em uma modalidade, o anticorpo anti-PD-1 aqui

fornecido ¢é um anticorpo humanizado com uma sequéncia de
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aminoacidos de regido variavel da cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NO: 133 e um aminoadcido da regido variavel da cadeia
pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131; ou com uma sequéncia de
aminoacidos da regido variavel da cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NO: 143; ou com uma sequéncia de aminoacidos da regiédo
variavel da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 141; ou com
uma sequéncia de aminodcidos da regido variavel da cadeia leve
de acordo com a SEQ ID NO: 152 e uma sequéncia de aminodcido da
regido variavel da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131;
em que o anticorpo anti-PD-1 tem uma EC50 de ligacdo a PD-1 de
cerca de 200 ng/mL ou inferior, ou cerca de 150 ng/mL ou
inferior, ou cerca de 100 ng/mL ou inferior, ou cerca de 80
ng/mL ou inferior, ou cerca de 60 ng/mL ou inferior, como medido
por ELISA ou FACS. Em uma outra modalidade, o anticorpo anti-PD-
1 aqui fornecido é um anticorpo humanizado com uma sequéncia de
aminodcidos de regido varidvel da cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NO: 133 e um aminodcido da regido varidvel da cadeia
pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131; ou com uma sequéncia de
aminodcidos da regido varidvel da cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NO: 143; ou com uma sequéncia de aminoadcidos da regiédo
variadvel da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 141; ou com
uma sequéncia de aminodcidos da regido varidvel da cadeia leve
de acordo com a SEQ ID NO: 152 e uma sequéncia de aminoadcido da
regido variavel da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131;
em que o anticorpo anti-PD-1 tem uma IC50 de bloqueio de PD-L1
de cerca de 1000 ng/mL ou inferior, ou cerca de 800 ng/mL ou
inferior, ou cerca de 600 ng/mL ou inferior, ou cerca de 500
ng/mL ou inferior, ou cerca de 400 ng/mL ou inferior, ou cerca
de 300 ng/mL ou inferior, ou cerca de 200 ng/mL ou inferior, ou

cerca de 100 ng/mL ou inferior, ou cerca de 60 ng/mL ou
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inferior, ou cerca de 30 ng/mL ou inferior, ou cerca de 25 ng/mL
ou inferior, ou cerca de 20 ng/mL ou inferior, ou cerca de 10
ng/mL ou inferior, como medido por ELISA ou FACS. Em uma outra
modalidade, o anticorpo anti-PD-1 aqui fornecido é um anticorpo
humanizado com uma sequéncia de aminocacidos de regido variavel
da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 133 e um aminoacido da
regido variavel da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131;
ou com uma sequéncia de aminodcidos da regido varidvel da cadeia
leve de acordo com a SEQ ID NO: 143; ou com uma sequéncia de
aminoadcidos da regido variavel da cadeia pesada de acordo com a
SEQ ID NO: 141; ou com uma sequéncia de aminoadcidos da regiédo
variavel da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 152 e uma
sequéncia de aminodcido da regido variadvel da cadeia pesada de
acordo com a SEQ ID NO: 131; em que o anticorpo anti-PD-1 tem
uma afinidade para PD-1 de cerca de 1 nM ou inferior, ou cerca
de 0,5 nM ou inferior, ou cerca de 0,1 nM ou inferior, ou cerca
de 0, 05 nM ou inferior. Em uma modalidade particular, o
anticorpo anti-PD-1 humanizado tem uma afinidade para PD-1 de
cerca de 0,1 nM.

[0035] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos fornecem ligacdo a PD-1 em células T,
interrompendo a interacdo PD-1/PD-L1 e resultando em um aumento
na ativacdo de células T. Em uma outra modalidade, os anticorpos
e fragmentos dos mesmos ligam-se a PD-1 e resultam em um aumento
na proliferacdo de células T e/ou na produgdo de citocinas. Em
uma outra modalidade adicional, os anticorpos e fragmentos dos
mesmos ligam PD-1 e resultam em um aumento de uma ou mais
citocinas selecionadas do grupo que consiste em IL-2, IFNy, TNF,
I1.-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-17 e GM-CSF. Assim, em

um aspecto, a presente invencdo fornece métodos para modular uma
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resposta imune que compreende o contato das células T com o
anticorpo anti-PD-1 ou fragmento do mesmo. Em uma modalidade, a
modulacdo de uma resposta imune pelos anticorpos anti-PD-1 e os
fragmentos agqui fornecidos podem ser medidos em uma reacgdo de
linfécitos misturados (MLR). Em uma modalidade, os anticorpos
anti-PD-1 aqui fornecidos aumentam o nivel de produgdo de
citocinas a partir de linfdécitos em um MLR. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 aumentam o nivel de producéo
de IL-2 e/ou produgcdo de IFNy em um MLR. Em ainda outra
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 aumentam o nivel de producéo
de IL-2 e produgcdo de IFNy em um MLR. Em uma modalidade, os
anticorpos anti-PD-1 potencializam as respostas de células T de
meméria. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1
potencializam as respostas de células T de memdéria tal como
medido por um aumento da producdo de IFNy a partir de células T
de meméria.

[0036] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e
fragmentos dos mesmos aqui fornecidos inibem a funcdo de células
T reguladoras. Em uma outra modalidade, os anticorpos anti-PD-1
e fragmentos dos mesmos inibem a supressdo de células T efetoras
por células T reguladoras. Em uma modalidade, os anticorpos
anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos restauram as func¢des efetoras
das células T na presenca de células T reguladoras. Em uma outra
modalidade os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos
restauram a capacidade das células T efetoras de proliferar e/ou
produzir citocinas na presenca de células T reguladoras. Assim,
em uma modalidade, a presente invencdo fornece um método para
inibir os efeitos supressores de células T reguladoras in vitro

ou em um sujeito em necessidade do mesmo.
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[0037] Em um aspecto, um anticorpo isolado ou fragmento dos
mesmos que se liga a PD-1 é fornecido, em que o anticorpo &
produzido por um hibridoma selecionado a partir do grupo que
consiste nos hibridomas aqui designados 10D1, 4C10, 7D3, 13F1,
15H5, 14A6, 22A5, ©6E1l, b5A8, 7A4, e 7A4D. Assim, a presente
invencdo também engloba os hibridomas 10D1, 4C10, 7D3, 13F1,
15H5, 14A6, 22A5, 6E1l, b5A8, 7TA4, e 7TA4D, bem como dqualquer
hibridoma que produz um anticorpo aqui divulgado. A presente
invencdo também fornece polinucleotideos isolados que codificam
os anticorpos e fragmentos dos mesmos aqui fornecidos. Os
vetores de expressdo compreendendo os polinucleotideos isolados,
e as células hospedeiras compreendendo tais vetores de
expressdo, sdo também abrangidos na invencgéo.

[0038] Em uma modalidade, a presente invengdo proporciona
anticorpos anti-PD-1 imunoconjugados. Assim, a presente invencdo
fornece um anticorpo ou fragmento do mesmo que se liga a PD-1 e
que estd ligado ou conjugado a um agente terapéutico. Os agentes
terapéuticos que podem estar ligados ou conjugados com O
anticorpo anti-PD-1 podem incluir, mas ndo estdo limitados a,
drogas citotdxicas, isdtopos radioativos, imunomoduladores ou
anticorpos.

[0039] Em um aspecto, a presente invencdo fornece composicdes
que compreendem um ou mais anti-PD-1 ou fragmento do mesmo de
anticorpo aqui fornecido, e um carreador farmaceuticamente
aceitéavel.

[0040] Em um aspecto, a presente invencdo fornece métodos
para modular uma resposta imune em um individuo, o método
compreendendo a administracdo ao sujeito de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-PD-1 ou fragmento

aqui fornecido. Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
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métodos para o tratamento ou prevencdo de uma doenga ou
distirbio em um individuo em necessidade do mesmo, compreendendo
a administracdo ao sujeito de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo anti-PD-1 ou fragmento do mesmo aqui
fornecido.

[0041] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
método para melhorar as respostas antitumorais em um sujeito em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo ao sujeito
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-
PD-1 ou fragmento da invengcdo. Em wuma outra modalidade, a
presente invencdo fornece um método para a reducdo de tumores ou
para inibir o crescimento de células tumorais em um sujeito em
necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo ao sujeito
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-
PD-1 ou fragmento da invengdo. Em uma outra modalidade, a
presente invencdo fornece um método para o tratamento de céncer
em um sujeito com necessidade do mesmo, compreendendo a
administracdo ao sujeito de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo anti-PD-1 ou fragmento da invencdo. Em
uma outra modalidade, o cédncer ¢é selecionado do grupo gue
consiste em linfoma, leucemia, melanoma, glioma, cancer de mama,
cédncer de pulmdo, céncer de cbélon, cancer dos ossos, cancer de
ovario, <céancer de Dbexiga, cédncer de rim, céncer de figado,
cdncer de estbmago, céncer retal, céncer testicular, céancer
salivar, cancer da tiroide, céncer de timo, céncer epitelial,
cabeca ou pescogo do céncer, cédncer géastrico, cancer do
péncreas, ou uma combinacdo dos mesmos.

[0042] Em uma modalidade, a presente invencdo fornece um
método para tratar uma doenca infecciosa em um sujeito em

necessidade do mesmo, compreendendo a administracdo ao sujeito
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de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-
PD-1 ou fragmento da invencdo. Em uma outra modalidade, a doenca
infecciosa é selecionada a partir do grupo dgue consiste em
candidiase, candidemia, aspergilose, pneumonia estreptocdcica,
pele estreptocbdcica e condigdes de orofaringe, sepsia gram,
tuberculose, mononucleose, influenza, doenca respiratdria
negativa causada por Virus Sincicial Respiratério, malaria,
esquistossomose e tripanossomiase.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0043] As Figuras 1A e 1B representam um grafico mostrando o
blogqueio do 1ligando PD-1 PD-L1 e PD-L2 ligando-se a PD-1 por
anticorpos anti-PD-1 murinos como medido por FACS. A Figura 1A
mostra o bloqueio da ligagdo de PD-L1 por anticorpos anti-PD-1
murinos e a Figura 1B mostra o bloqueio da ligacgdo de PD-L2 por
anticorpos anti-PD-1 murinos. Os painéis de topo de Figura 1A e
Figura 1B mostram o MFI ao longo de um 1intervalo de
concentracdes de anticorpos. A IC50 de blogqueio para o0s
anticorpos anti-PD-1 é mostrado nos painéis inferiores da Figura
1A e Figura 1B.

[0044] A Figura 2 é um grafico mostrando a producdo de IL-2
(pg/mL) em um MLR em resposta a diferentes concentracdes de
anticorpos anti-PD-1 murinos. Os anticorpos anti-PD-1 testados
foram, da esquerda para a direita, mIgGl de controle, 22A5-
mIgGl, 6El1-mIgGl, 10Dl1-mIgGl, 4Cl10-mIgGl, 7D3-mIgGl, 13F1-mIgGl,
14A6-mIgGl, 15H5-mIgGl, 5A8-mIgGl, e 7A4-mIgGl. Como se mostra
no eixo-x, cada anticorpo foi testado em 20 ug/mL, 2 pg/mL, 0,2
pg/mL, 0,02 pg/mL e 0,002 pg/mL.

[0045] A Figura 3 é um grafico mostrando a producdo de IFN-y
(pg/mL) em um MLR em resposta a diferentes concentracdes de

anticorpos anti-PD-1 murinos. Os anticorpos anti-PD-1 testados
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foram, da esquerda para a direita, mIgGl de controle, 22A5-
mIgGl, 6El1-mIgGl, 10Dl1-mIgGl, 4Cl10-mIgGl, 7D3-mIgGl, 13F1-mIgGl,
14A6-mIgGl, 15H5-mIgGl, 5A8-mIgGl, e 7A4-mIgGl. Como se mostra
no eixo-x, cada anticorpo foi testado em 20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2
pg/mL, 0,02 pg/mL e 0,002 pg/mL.

[0046] A Figura 4 é um grafico mostrando a producgdo de IL-2
(pg/mL) em um MLR em resposta a diferentes concentragdes de
anticorpos anti-PD-1 quiméricos. Os anticorpos anti-PD-1
quimérico testados foram, da esquerda para a direita, hIgG4 de
controle, 4C10-hIgG4 quimérico, 6E1-hIgG4 quimérico, 7A4-hIgG4
quimérico, 13F1-hIgG4 quimérico, 15H5-hIgG4 quimérico, 22A5-
hIgG4 quimérico e 7D3-hIgG4 quimérico. Como se mostra no eixo-x,
cada anticorpo foi testado em 20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02
pg/mL e 0,002 pg/mL.

[0047] A Figura 5 é um grafico mostrando a producdo de IL-2
(pg/mL) em um MLR em resposta a diferentes concentracdes de
anticorpos anti-PD-1 quiméricos. Os anticorpos anti-PD-1
quimérico testados foram, da esquerda para a direita, hIgG4 de
controle, 4C10-hIgG4 quimérico, 6E1-hIgG4 quimérico, 7A4-hIgG4
quimérico, 13F1-hIgG4 gquimérico, 15H5-hIgG4 qguimérico, 22A5-
hIgG4 quimérico e 7D3-hIgG4 quimérico. Como se mostra no eixo-x,
cada anticorpo foi testado em 20 upg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02
pg/mL e 0,002 pg/mL.

[0048] A Figura 6 mostra a EC50 de 1ligacdo de anticorpos
anti-PD-1 13F1 humanizado (Figura 6A) e 7A4 humanizado (Figura
6B) como medido por ELISA. O painel superior da Figura 6A mostra
a absorbédncia em um intervalo de concentracdes de 13F1, 13F1l-
hIgGl (hl3F1-IgGl) humanizado, 13F1-hIgG4 humanizado (hl3F1-
IgG4), ou hIgG4 de controle. O painel inferior da Figura 6A

mostra a EC50 calculada de cada um dos anticorpos de teste. O
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painel superior da Figura 6B mostra a absorbancia ao longo de um
intervalo de concentragcdes de 7TA4-hIgGl quimérico, 7A4-hIgG4
quimérico, 784-hIgGl humanizado (h7A4hIgGl), TA4-hIgG4
humanizado (h7A4hIgG4) ou hIgG4 de controle. O painel inferior
da Figura 6B mostra a EC50 calculada de cada um dos anticorpos
de teste.

[0049] A Figura 7 mostra a EC50 de ligacdo de anticorpos
anti-PD-1 13F1 humanizado (Figura 7A) e 7A4 humanizado (Figura
7B) como medido por ELISA. O painel superior da Figura 7A mostra
a intensidade de fluorescéncia média (MFI) em um intervalo de
concentracdes de hIgG4 de controle, 13F1-hIgG4 guimérico, 13F1-
hIgGl humanizado (h1l3F1-hIgGl) ou 13F1-hIgG4 humanizado (hl3F1-
hIgG4). O painel inferior da Figura 7A mostra a EC50 calculada
de cada um dos anticorpos de teste. O painel superior da Figura
7B mostra o MFI em um intervalo de concentracdes de hIgG4 de
controle, 7A4-hIgG4 qguimérico, 7TA4-quimérico-IgGl gquimérico,
7TA4-1gG4 humanizado (h7A4-hIgG4) ou 7A4-IgGl humanizado (h7A4-
hIgGl). O painel inferior da Figura 7B mostra a EC50 calculada
de cada um dos anticorpos de teste.

[0050] A Figura 8mostra o bloqueio da ligagcdo de PD-L1 por
anticorpos anti-PD-1 13F1 humanizado (Figura 83) e TA4
humanizado (Figura 8B) como medido por ELISA. A Figura 8A mostra
a absorbédncia em um intervalo de concentracdes de hIgG4 de
controle, 13F1 quimérico, 13F1-hIgGl humanizado ou 13F1-hIgG4
humanizado. AFigura 8B mostra a absorbancia em um intervalo de
concentracdes de hIgG4 de controle, 7A4-hIgGl quimérico, 7TA4-
hIgG4 quimérico, 784-hIgGl humanizado ou 7A4-hIgG4 humanizado.
AFigura 8C mostra a IC50 de bloqueio de PD-L1 calculado dos

anticorpos quiméricos e humanizados 13F1 e 7A4.
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[0051] A Figura 9 mostra o bloqueio da ligagcdo de PD-L1 por
anticorpos 13F1 e 7A4 humanizados como medido por FACS. O painel
superior da Figura 9 mostra o MFI ao longo de um intervalo de
concentracdes de anticorpos. A IC50 de blogueio dos anticorpos
humanizados s&o mostrados no painel inferior da Figura 9.

[0052] A Figura 10 mostra os dados de ligagdo para oOs
anticorpos monoclonais humanizados de PD-1 hl3F1l (painel
superior esquerdo) e h7A4 (painel superior direito), como medido
pelo ensaio Biacore. O painel inferior fornece os dados de
ligacdo quantificados como medido pelo ensaio Biacore.

[0053] A Figura 11 é um grafico que mostra a producdo de IL-2
(pg/mL) em uma reacdo de MLR na presenca de hIgG4 de controle,
13F1-mIgGl murino (13F1-mIgGl), 13F1-hIgGl humanizado, 13F1-hIgG4
humanizado ou 7A4-hIgG4 gquimérico nas seguintes concentracdes:
20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002 pg/mL.

[0054] A Figura 12 é um grafico mostrando a producdo de IFN-y
(pg/mL) em uma reacdo de MLR na presenca de hIgG4 de controle,
13F1-mIgGl murino (13F1-mIgGl), 13F1-hIgGl humanizado, 13F1-hIgG4
humanizado ou 7A4-hIgG4 quimérico nas seguintes concentracdes:
20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002 pg/mL.

[0055] A Figura 13 é um grafico que mostra a producdo de IL-2
(pg/mL) em uma reacdo de MLR na presenca de hIgG4 de controle,
7TA4-hIgGl quimérico, 7A4-hIgG4 quimérico, 7A4-hIgGl humanizado
ou 7A4-hIgG4 humanizado nas seguintes concentracgdes: 20 pg/mL, 2
pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002 pg/mL.

[0056] A Figura 14 é um grafico que mostra a producdo de IFN-
Y (pg/mL) em uma reacdo de MLR na presenca de hIgG4 de controle,
7A4-hIgGl qgquimérico, 7A4-hIgG4 quimérico, 7A4-hIgGl humanizado
ou 7A4-hIgG4 humanizado nas seguintes concentracgdes: 20 pg/mL, 2

ug/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 ug/mL, e 0,002 pg/mL.
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[0057] A Figura 15 mostra o efeito de anticorpos anti-PD-1
humanizados sobre as respostas de células T de membria retiradas
pela toxina do tétano, medido pela producdo de IFN-y (pg/mL).
Testaram-se os anticorpos hIgG4 de controle negativo, 13F1-hIgGl
humanizado, 13F1-hIgG4 humanizado, 7A4-hIgGl humanizado e 7A4-
hIgG4 humanizado, nas seguintes concentracdes: 20 ug/mL, 2
pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002 pg/mL.

[0058] A Figura 16 mostra mostra a producdo de IFN-y (pg/mL)
a partir de células T em resposta a coestimulacdo com DCs
autdélogas e anticorpo anti-CD3, na presenca de 10 ug/ml de
anticorpos anti-PD-1 humanizados (hl3F1-hIgGl, hl3F1-hIgG4, h7A4-
hIgGl ou h7A4-hIgG4), anticorpo de controle de isotipo (hIgG4),
ou nenhum anticorpo.

[0059] A Figuras 17A e 17B mostram os dados de ligagdo com
bases em Biacore (Figura 17A) e Dbloqueio com Dbase em FACS
(Figura 17B) para anticorpos monoclonais humanizados PD-1 h7A4 e
h7A4D. Para a Figura 17A, a parte superior esquerda indica h7A4
e a parte superior direita indica 7A4D, e o painel de fundo da
Figura 17A fornece os dados de 1ligacdo quantificados medidos
pela andlise de Biacore. A Figura 17B indica a IC50 de bloqueio
da ligacgdo de PD-L1 a células 293T-PD1 por anticorpo 7A4D-hIgG4.
[0060] A Figura 18 é um grafico que mostra a producdo de IL-2
(pg/mL) em uma reacdo MLR na presenca de hIgG4 de controle, 7RA4-
hIgG4 humanizado ou 7TA4D-hIgG4 humanizado nas seguintes
concentracdes: 20 pg/mL, 2 pg/mL, 0,2 pg/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002
pg/mL.

[0061] A Figura 19 é um grafico que mostra a producdo de IFN-
Y (pg/mL) em uma reacdo de MLR na presenca de hIgG4 de controle,

7TA4-hIgG4 humanizado ou 7A4D-hIgG4 humanizado nas seguintes
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concentracdes: 20 ug/mL, 2 pg/mL, 0,2 ug/mL, 0,02 pg/mL, e 0,002
pg/mL.
DESCRICAO DETALHADA

[0062] O receptor de morte programada 1 (PD-1) é um receptor
de ponto de verificacdo do sistema imunolégico. E principalmente
expressa em células T e B ativadas, mas também ocorre em
monécitos e células T negativas duplas CD4-CD8- e células NK-T
sob desenvolvimento timico (Agata et al., Supra, Okazaki et al.
(2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82; Bennett et al. (2003)
J Immunol 170: 711-8). PD-1 tem dois ligandos, PD-L1 e PD-L2.
Verificou-se que a interacdo de PD-1 com qualgquer dos dois
ligandos atenua as respostas das células T in vitro e in vivo, o
que pode, no entanto, ser invertido pela inibicdo da interacéo
local de PD-1 com PD-L1 e o efeito é aditivo gquando a interacéo
de PD-1 com PD-L2 é blogueada também (Iwai et al. (2002) Proc.
Nat'l. Acad Sci. EUA 99: 12293-7; Brown et al. (2003) J.
Immunol. 170: 1257-1266).

[0063] Verificou-se que o PD-1 tem uma correlagcdo com O
crescimento e desenvolvimento do céncer devido ao seu papel na
protecdo das células tumorais contra a destruicdo eficaz do
sistema imunoldédgica. O seu 1ligando, PD-L1, revelou ter uma
expressdo significativa em varios tumores de murganhos e
humanos, que se postula para mediar a evasdo imunoldgica (Iwai,
Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 99: 12293-12297 (2002);
Strome S. E. et al., Cancer Res. 63: 6501-6. 505 (2003); Dong
et al. (2002) Nat. Med. 8: 787-9). Nos seres humanos, a
expressdo de PD-1 (em linfécitos infiltrantes de tumores) e/ou
PD-L1 (em células tumorais) foi encontrada em varias bidpsias de
tumor primario como avaliado por imuno-histoquimica. Tais

tecidos incluem céncer de pulmdo, de figado, de ovario, de colo
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do utero, de pele, de cdlon, de glioma, de bexiga, de mama, de
rim, de esdéfago, de estdmago, de célula escamosa oral, de célula
urotelial e de péncreas, bem como tumores da cabeca e pescogo
(Brown J. A. et al., J. Immunol. 170: 1257-1266 (2003); Dong H.
et al., Nat. Med. 8: 793-800 (2002); Wintterle et al., Cancer
Res. 63: 7462-7467 (2003); Strome S. E. et al., Cancer Res. 63:
6501 -6505 (2003); Thompson R. H. et al., Cancer Res. 66: 3381-
5(2006); Thompson et al., Clin. Cancer Res. 13: 1757-61(2007);
Nomi T. et al., Clin. Cancer Res. 13: 2151-7. (2007)). Mais
surpreendentemente, a expressdo do ligando PD-1 em células
tumorais tem sido correlacionada com o mau progndstico de
doentes com cdncer em multiplos tipos de tumores (revisto em
OkaZaki e Honjo, Int. Immunol. 19: 813-824 (2007)).

[0064] Embora a interacdo entre PD-1 e PD-L1 resulte em uma
diminuicdo dos linfécitos infiltrados no tumor, uma diminuicédo
na proliferacdo mediada pelo receptor de células T e uma evasao
imune pelas células cancerosas (Dong et al. (2003) J. Mol. Med.
81l: 281-7; Blank et al. (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54: 3
07-3 14; Konishi et al. (2004) Clin. Cancer Res. 10: 5094-100),
blogqueio da interacdo PD-1/PD-L1 foi consequentemente mostrado
para aumentar a imunidade das células T especificas do tumor e
ser Gtil na depuracdo de células tumorais ©pelo sistema
imunolégicoEm um modelo murino de céncer pancredtico agressivo,
por exemplo, Nomi T., et al. (Clin. Cancer Res. 13: 2151-2157,
2007) demonstraram a eficdcia terapéutica de blogqueio de PD-
1/PD-L1. A administracdo de qualquer dos anticorpos dirigidos
por PD-1 ou PD-L1 inibiu significativamente o crescimento do
tumor. O bloqueio de anticorpos promoveu eficazmente a
infiltracdo de c¢élulas T CD8 + reativas ao tumor no tumor

resultando na regulacdo ©positiva de efetores antitumorais
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incluindo TIFN-vy, granzima B e perforina. Adicionalmente, os
autores mostraram que o bloqueio de PD-1 pode ser eficazmente
combinado com quimioterapia para produzir um efeito sinérgico.
Em um outro estudo, utilizando um modelo de carcinoma de células
escamosas em camundongos, © bloqueio de anticorpos de PD-1 ou
PD-L1 inibiu significativamente o crescimento tumoral (Tsushima
F. et al., Oral Oncol. 42: 268-274 (20006)).

[0065] Além disso, a transfeccéo de uma linhagem de
mastocitoma murino com PD-L1 conduziu a diminuicdo da lise das
células tumorais quando cocultivadas com um clone de CTL
especifico de tumor. A lise foi restaurada quando foi adicionado
mAb anti-PD-L1 (Iwai Y. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. EUA. 99:
12293-12297 (2002)). In vivo, mostrou-se que o Dbloqueio da
interacdo de PD-1/PD-L1 aumenta a eficdcia da terapia de
transferéncia de células T adotivas em um modelo de tumor de
camundongo (Strome S. E. et al., Cancer Res. ©63: 6501-6505
(2003)). Outras evidéncias do papel de PD-1 no tratamento do
cdncer provém de experiéncias realizadas com camundongos
knockout PD-1. As células de mieloma que expressam PD-L1
cresceram apenas em animais de tipo selvagem (resultando em
crescimento de tumor e morte animal associada), mas ndo em
camundongos deficientes em PD-1 (Iwai Y. et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA. 99: 12293-12297(2002)). Em human studies, R. M.
Wong et al. (Int. Immunol. 19: 1223-1234 (2007)) mostraram que o
blogueio de PD-1 wutilizando um anticorpo anti-PD-1 totalmente
humano aumentou o numero absoluto de células T CD8 + especificas
de tumor (CTLs) em ensaios de estimulacdo ex vivo utilizando
antigenos de vacina e células de individuos vacinados. Em um
estudo semelhante, o bloqueio de anticorpos de PD-L1 resultou em

uma atividade citolitica aumentada de células T citotdxicas
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especificas de antigeno associadas a tumor e aumento da producéo
de citocinas por células TH especificas de tumor (Blank C. et
al., Int. J. Cancer 119: 317-327 (2006)). Os mesmos autores
mostraram que o bloqueio PD-L1 aumenta as respostas de células T
especificas do tumor in vitro, quando usado em combinacdo com ©
blogqueio anti-CTLA-4. Em geral, a via PD-1/PD-L1 é um alvo para
o desenvolvimento de agentes terapéuticos de anticorpos para
tratamento de cadncer. Os anticorpos anti-PD-1 pode também ser
uteis na infeccdo viral crdénica. As células T CD8 + de memdria
geradas apbds uma infeccgdo viral aguda sdo altamente funcionais e
constituem um componente importante da imunidade protetora. Em
contraste, as infeccbes crbnicas sé&o frequentemente
caracterizadas por diferentes graus de comprometimento funcional
(exaustdo) de respostas de células T especificas de virus, e
este defeito ¢é uma razdo principal para a incapacidade do
hospedeiro de eliminar o patdgeno persistente. Embora células T
efetoras funcionais sejam inicialmente geradas durante os
estdgios iniciais da infecgdo, elas gradualmente perdem funcéo
durante o curso de uma infeccdo crdnica. Barber et al. (Barber
et al., Nature 439: 682-687 (2006)) mostrou gque os camundongos
infectados com wuma cepa laboratorial de LCMV desenvolveram
infeccdo crdénica resultando em niveis elevados de virus no
sangue e outros tecidos. Estes camundongos desenvolveram
inicialmente uma resposta robusta de células T, mas acabaram por
sucumbir a infeccdo apds a exaustdo de células T. Os autores
descobriram que a diminuic&o do nUmero e da funcdo das células T
efetoras em camundongos infectados cronicamente poderia ser
revertida injetando um anticorpo que Dbloqueasse a 1interacéo

entre PD-1 e PD-L1.
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[0066] Em um aspecto, a presente invencdo fornece anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a célula de
morte programada 1 (PD-1) . PD-1. Em uma modalidade, os
anticorpos ou fragmentos dos mesmos se ligam a PD-1 humana. Eu
uma outra modalidade, os anticorpos ou fragmentos dos mesmos
ligam-se a PD-1 humana e cinomdéloga. Em uma outra modalidade, os
anticorpos ou fragmentos dos mesmos bloqueiam a interacdo de PD-
1 em células T com o seu ligando PD-L1. Em um aspecto, a
presente 1invencdo fornece métodos para produzir e utilizar os
anticorpos anti-PD-1 ou fragmentos dos mesmos e composicdes
compreendendo anticorpos anti-PD-1 ou fragmentos dos mesmos,
incluindo composicdes farmacéuticas.

[0067] Tal como aqui utilizado, o termo "anticorpo" refere-se
a uma proteina de ligacdo tendo dominio de ligacdo de pelo menos
um antigeno. Os anticorpos e os fragmentos dos mesmos da
presente 1invencgdo podem ser anticorpos completos ou qualquer
fragmento dos mesmos. Assim, o0s anticorpos e fragmentos da
presente invencdo incluem anticorpos monoclonais ou fragmentos
dos mesmos e variantes de anticorpos ou fragmentos dos mesmos,
bem como imunoconjugados. Exemplos de fragmentos de anticorpo
incluem fragmentos Fab, fragmentos Fab', fragmentos F(ab)',
fragmentos Fv, regides CDR isoladas, moléculas Fv de cadeia
simples (scFv) e outros fragmentos de anticorpo conhecidos na
técnica. Anticorpos e fragmentos dos mesmos podem também incluir
polipeptideos recombinantes, proteinas de fusdo e anticorpos bi-
especificos. Os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos
aqui descritos podem ser de um isotipo IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4.
O termo "isotipo" refere-se a classe de anticorpo codificado
pelos genes da regido constante da cadeia pesada. Em uma

modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e seus fragmentos aqui

Peticéo 870230086394, de 02/10/2023, pag. 50/112



40/93

descritos s&o de um isotipo IgGl ou IgG4. Os anticorpos PD-1 e
os fragmentos dos mesmos da presente invencdo podem @ser
derivados de qualquer espécie incluindo, mas ndo se limitando a,
camundongo, rato, coelho, primata, lama e humano. Os anticorpos
PD-1 e o0s seus fragmentos podem ser anticorpos quiméricos,
humanizados ou totalmente humanos. Em uma modalidade, os
anticorpos anti-PD-1 s&o anticorpos murinos. Em uma outra
modalidade, os anticorpos anti-PD1 sdo anticorpos quiméricos. Em
ainda uma outra modalidade, 0s anticorpos guiméricos sé&o
anticorpos quiméricos camundongos—-humano. Em uma outra
modalidade, os anticorpos sdo derivados de camundongos e estéo
humanizados.

[0068] Um "anticorpo guimérico" é um anticorpo gque possui
pelo menos uma porcgdo da regido variavel da cadeia pesada e,
pelo menos, uma porcdo da regido varidvel da cadeia leve
derivada de uma espécie; e pelo menos uma porcdo de uma regido
constante derivada de uma outra espécie. Por exemplo, em uma
modalidade, um anticorpo quimérico pode compreender regides
varidveis murinas e uma regido constante humana.

[0069] Um "anticorpo humanizado" é um anticorpo contendo as
regides determinantes de complementaridade (CDRs) que sao
derivadas de um anticorpo ndo humano; e regides de estrutura,
bem como regides constantes que sdo derivadas de um anticorpo
humano. Por exemplo, os anticorpos anti-PD-1 aqui fornecidos
podem compreender CDRs derivadas de um ou mals anticorpos de
murino e de estrutura humana e regides constantes. Assim, em uma
modalidade, o anticorpo humanizado aqui fornecido 1liga-se ao
mesmo epitopo em PD-1 como o anticorpo murino a partir do qual
as CDRs do anticorpo sédo derivadas. Exemplos de anticorpos

humanizados sdo aqui fornecidos. Podem ser produzidos anticorpos
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anti-PD-1 adicionais compreendendo as CDRs de cadeia pesada e
leve aqui fornecias, ou variantes das mesmas, utilizando
qualguer sequéncia estrutural humana e estdo também abrangidos
na presente invencdo. Em uma modalidade, a estrutura de
sequéncias de comando adequadas para utilizacd&o na presente
invencéo incluem aquelas sequéncias estruturais que sdo
estruturalmente semelhantes as sequéncias estruturais aqui
fornecidas. Outras modificac¢des nas regides estruturais podem
ser feitas para melhorar as propriedades dos anticorpos aqui
fornecidos. Tais modificacdes estruturais adicionais podem
incluir modificacgdes gquimicas; mutacdes pontuais para reduzir a
imunogenicidade ou remover epitopos de células T; ou de volta
para o residuo na sequéncia germinativa original.

[0070] Em algumas modalidades, as modificac¢des estruturais
incluem aquelas que correspondem as mutacdes aqui
exemplificadas, incluindo retromutacdes para a sequéncia da
linhagem germinativa. Por exemplo, em uma modalidade, um ou mais
aminodcidos nas regides estruturais humanas do VH e/ou VL dos
anticorpos humanizados aqui fornecidos s&do retromutados ao
aminoadcido correspondente no anticorpo murino progenitor. Como
exemplo, como para VH e VL de 7A4 e 13F1l, varios sitios de
aminoacidos estruturais do anticorpo humano modelo acima
mencionado foram retromutados as sequéncias de aminoéacidos
correspondentes nos anticorpos 7A4 e 13F1 de camundongo. Em uma
modalidade, o aminoadcido nas posicdes 40 e/ou 45 e/ou 70 e/ou 72
da regido variavel da cadeia leve é retromutado ao aminoacido
correspondente encontrado naquela posicdo na regido variavel da
cadeia leve 7A4 ou 13F1 do camundongo. Em uma outra modalidade,
o aminodcido nas posicdes 2 e/ou 26 e/ou 46 e/ou 48 e/ou 49 e/ou

67 e/ou 70 e/ou 71 da regido variédvel da cadeia pesada sofre uma
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retromutacdo ao aminoadcido correspondente encontrado na referida
posigcdo na regido variavel da cadeia pesada 7A4 ou 13F1 do
camundongo. Em uma modalidade, o anticorpo 7A4 humanizado
compreende uma regido variavel da cadeia leve em que O
aminoacido na posicédo 40 é mutado de Tyr (Y) para Phe (F) e o
aminoacido na posicdo 72 é mutado de Gly (G) para Arg (R); e uma
regido variadvel de cadeia pesada em que o aminoacido na posicgéo
2 é mutado de Val (V) para Ile (I), o aminodcido na posicédo 46 é
mutado de Glu (E) para Lys (K) e o aminodcido na posicdo 70 é
mutado de Phe (F) para Ile (I). Em uma modalidade, o anticorpo
13F1 humanizado compreende uma regido varidvel da cadeia leve em
que o aminoadcido na posicdo 45 é mutado de Leu (L) para Pro (P)
e o aminocdcido na posigcdo 70 é mutado de Phe (F) para Tyr (Y); e

uma regido varidvel de cadeia pesada em gque o aminodcido na

posicdo 26 é mutado de Gly (G) para Tyr (Y), o aminoadcido na
posicdo 48 é mutado de Ile (I) para Met (M), o aminoacido na
posicdo 49 é mutado de Gly (G) para Ala (A), o aminoacido na
posicdo 67 é mutado de Val (V) para Ile (I) e o aminoacido na

mutado de Val (V) para Arg (R). Podem ser feitas

[ON

posicdo 71
mutacdes secundidrias adicionais ou alternativas nas regides
estruturais dos anticorpos humanizados aqui fornecidos para
melhorar as propriedades dos anticorpos.

[0071] A presente invencdao também abrange anticorpos
humanizados que se ligam a PD-1 e compreendem modificacgdes
estruturais correspondentes as modificacdes exemplificativas
aqui descritos, em relacdo a qualguer sequéncia estrutural
adequada, bem como outras modificagdes estruturais que de outro
modo melhoram as propriedades dos anticorpos. Por exemplo, em
algumas modalidades, os anticorpos aqui fornecidos compreendem

uma ou mais mutacdes para remover um ou mais locais de
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desamidacdo ou um ou mais sitios de oxidagdo. Por exemplo, em
uma modalidade, os anticorpos aqui fornecidos compreendem uma
mutacdo de um ou mais residuos de asparagina para remover um ou
mais sitios de desamidacdo; e/ou mutacdo de um ou mais residuos
de metionina para remover um ou mais sitios de oxidacgéo.

[0072] Em outras modalidades, os anticorpos aqui fornecidos
compreendem uma ou mails mutacgdes para melhorar a estabilidade,
melhorar a solubilidade, alterar a glicosilacdo e/ou reduzir a
imunogenicidade, tal como, ©por exemplo, por alteracdes de
aminodcidos alvo que reduzem a desamidacdo ou oxidacdo, reduzem
a lsomerizacdo, o nucleo hidrofdébico e/ou os residuos do
agregado de carga, removem os residuos superficiais
hidrofébicos, otimizam os residuos envolvidos na interface entre
as cadeias leves varidveis e pesadas varidveils, e/ou modificam o
ponto isoelétrico.

[0073] Tal como aqui utilizado, o termo "derivado", gquando
utilizado para se referir a uma molécula ou polipeptideo em
relacdo a um anticorpo de referéncia ou outra proteina de
ligacdo, significa uma molécula ou polipeptideo que é capaz de
se ligar com especificidade ao mesmo epitopo que o anticorpo de
referéncia ou outra proteina de ligacéo.

[0074] Os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno aqui
divulgados sdo especificos para a PD-1. Em uma modalidade, os
anticorpos e os fragmentos dos mesmos sdo especificos para a PD-
1 humana. Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos aqui
fornecidos ligam-se a PD-1 humana ou primdria, mas ndo a PD-1 de
qualguer outro mamifero. Em uma outra modalidade, os anticorpos
e fragmentos dos mesmos ndo se ligam a PD-1 do camundongo. Os
termos "PD-1 humano", "hPD-1" e "huPD-1" e semelhantes sdo aqui

utilizados permutavelmente e referem-se a PD-1 humana e
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variantes ou 1isoformas de PD-1 humana. Por "especifico para"
entende-se que os anticorpos e fragmentos dos mesmos ligam o
receptor de PD-1 com maior afinidade do que gqualquer outro
alvoEm uma modalidade, os anticorpos PD-1 e os fragmentos aqui
fornecidos s&do especificos para PD-1 e ndo reagem de forma
cruzada com CTLA4, ICOS ou CD28. Tal como aqui wutilizado, o
termo "EC50" refere-se a concentracdo eficaz, 50% da resposta
maxima do anticorpo. Tal como aqui utilizado, o termo "IC50"
refere-se a concentracdo inibidora, 50% de resposta méxima do
anticorpo. Tanto EC50 como IC50 podem ser medidas por analise
ELISA ou FACS, ou qualgquer outro método conhecido na técnica.

[0075] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD1 e fragmento
ou variantes dos mesmos tém uma afinidade (KD) para a PD-1 no
intervalo de cerca de 0,001 nM a cerca de 100 nM, cerca de 0,002
nM a cerca de 50 nM, de cerca de 0,005 nM a cerca de 5 nM, cerca
de 0,01l nM a cerca de 1 nM, ou cerca de 0,05 nM a cerca de 0,1
nM. Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos dos mesmos,
tém uma afinidade (KD) para a PD-1 de <cerca de 50 nM ou
inferior, cerca de 25 nM ou inferior, <cerca de 20 nM ou
inferior, cerca de 15 nM ou inferior, cerca de 10 nM ou
inferior, cerca de 8 nM ou inferior, cerca de 6 nM ou inferior,
cerca de 4 nM ou inferior, cerca de 2 nM ou inferior, cerca de 1
nM ou inferior, cerca de 0,9 nM ou inferior, cerca de 0,8 nM ou
inferior, <cerca de 0,7 nM ou inferior, cerca de 0,6 nM ou
inferior, cerca de 0,5 nM ou inferior, cerca de 0,4 nM ou
inferior, <cerca de 0,3 nM ou inferior, cerca de 0,2 nM ou
inferior, cerca de 0,1 nM ou inferior, cerca de 0,09 nM ou
inferior, cerca de 0,08 nM ou inferior, cerca de 0,07 nM ou
inferior, cerca de 0,06 nM ou inferior, cerca de 0,05 nM ou

inferior, cerca de 0,04 nM ou inferior, cerca de 0,03 nM ou
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inferior, cerca de 0,02 nM ou inferior, cerca de 0,01 nM ou
inferior, cerca de 0,009 nM ou inferior, cerca de 0,008 nM ou
inferior, cerca de 0,007 nM ou inferior, cerca de 0,006 nM ou
inferior, cerca de 0,005 nM ou inferior, cerca de 0,004 nM ou
inferior, cerca de 0,003 nM ou inferior, cerca de 0,002 nM ou
inferior, ou cerca de 0,001 nM ou inferior. Em uma modalidade,
os anticorpos e fragmentos dos mesmos, tém uma afinidade (KD)
para a PD-1 de cerca de 10 nM, cerca de 9 nM, de cerca de 8 nM,
cerca de 7 nM, cerca de 6 nM, cerca de 5 nM, de cerca de 4 nM,
cerca de 3 nM, cerca de 2 nM, aproximadamente 1 nM, de cerca de
0,9 nM, cerca de 0,8 nM, de cerca de 0,7 nM, de cerca de 0,6 nM,
cerca de 0,5 nM, de cerca de 0,4 nM, de cerca de 0,3 nM, de
cerca de 0,2 nM, cerca de 0,1 nM, cerca de 0,09 nM, cerca de
0,08 nM, cerca de 0,07 nM, cerca de 0,06 nM, cerca de 0,05 nM,
cerca de 0,04 nM, cerca de 0,03 nM, cerca de 0,02 nM, cerca de
0,01 nM, cerca de 0. 009 nM, cerca de 0,008 nM, cerca de 0,007
nM, cerca de 0,006 nM, cerca de 0,005 nM, cerca de 0,004 nM,
cerca de 0,003 nM, cerca de 0,002 nM, ou cerca de 0,001.

[0076] Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos aqui
fornecidos compreendem uma cadeia leve e uma cadeia pesada, cada
uma das quais compreende trés regides CDR. Exemplos de
sequéncias de CDR de cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) para a
PD-1 de anticorpos da invencdo sdo fornecidos abaixo na Tabela
1. Exemplos de sequéncias de CDR da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2
e HCDR3) para os anticorpos PD-1 da invencdo sdo fornecidos
abaixo na Tabela 2. Exemplos de regides varidveils e sequéncias
de anticorpo completas para os anticorpos PD-1 da invengdo sao
fornecidos a seguir na Tabela 3.

Tabela 1. Sequéncias de CDR da cadeia leve
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Nome LCDR SEQ ID NO Sequéncia

1 24 RASQSISNNLH
10D1 2 25 YASQSTS

3 26 QOSNSWPLT

1 34 KASQSVSDDVA
4C10 2 35 YAFNRYT

3 36 QODYRSPWT

1 45 RASQSISNDLH
7D3 2 46 YVSQSTS

3 a7 QOSDSWPLT

1 23 RANSSVSSMH
13F1 2 56 ATSNLAF

3 o7 QOWSSRPPT

1 65 HASQSINVWLS
15H5 2 66 ASNLHT

3 67 QOGQSYPWT

1 73 RANSSVSSMH
14A6

2 76 ATISNLAF
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3 7 QOWNSRPPT

1 85 KASQDVDNAVA
22A5 2 86 WASTRHH

3 87 QQYSTEPYT

1 25 RASQSLSNNLH
6E1l 2 96 YASQOSIS

3 27 QQOSNSWPLT

1 105 KASQSVSNDVA
5A8 2 106 YAFTRYT

3 107 QODYSSPYT

1 115 RASESVDNYGYSEFMN
A4 2 116 RASNLES

3 117 QOSNADPT

Tabela 2. Sequéncias de CDR da cadeia pesada

Nome HCDR SEQ ID NO Sequéncia
1 19 SYGMS
10D1
2 20 TMSGGGRDIYYPDSMKG
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3 21 QYYDDWFAY
1 29 TYGVH

4C10 2 30 VIWSGGSTDYNAAFIS
3 31 EKSVYGNYVGAMDY
1 40 SYGMS

7D3 2 41 TISGGGRDIYYPDSVKG
3 42 QYYDDWFAY
1 50 SDYAWN

13F1 2 51 YISYSGYTSYNPSLKS
3 52 SLDYDYGTMDY
1 60 SYDMS

15H5 2 61 TISGGGSYTYYQDSVKG
3 62 PYGPYFDY
1 70 SDYAWN

14A6 2 71 YISYSGYTSYNPSLKS
3 72 SLDYDYGTMDY
1 80 YYDMS

22A5
2 81 TISGGGRNTYFIDSVKG
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3 82 PYEGAVDF
1 90 SYGMS
6E1l 2 91 TISGGGRDTYYLDSVKG
3 92 QYYDDWFAY
1 100 NNWIG
5A8 2 101 DEYPGGGYTNYNEKFKG
3 102 GYGTNYWYFDV
1 110 NFGMN
TA4 2 111 WISGYTREPTYAADFKG
3 112 DVFEDY
Tabela 3. Sequéncias da regido varidvel da cadeia leve e da
cadeia pesada e sequéncias de anticorpos completas
Nome Regido' | SEQIDNO Sequéncia
10D1 Variavel | 23 DIVLTQTPATLSVTPGDSVSLSCRASQSISNNLH
murino da cadeia WYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSG
| TDFTLNINSVETEDFGMYFCQQSNSWPLTFGAGT
eve
KLELKR
10D1 Variavel |18 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYG
murino da cadeia MSWLRQTPEKRLEWVATMSGGGRDIYYPDSMKG
d RFTISRDNAKNNLYLQMSSLRSEDTALYYCARQY
esada
P YDDWFAYWGQGTLVTVSA
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4C10 Variavel | 33
murino da cadeia SIVMTQTPKFLLVSAGDRVTITCKASQSVSDDVA
| WYQQKPGQSPKLLIYYAFNRYTGVPDRFTGSGY
eve
GTDFTFTISTVQSEDLAVYFCQQDYRSPWTFGGG
TKLEIKR
4C10 Variavel | 28 QVQLKQSGPGLVQPSQNLSVTCTVSGFSLTTYG
murino da cadeia VHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGSTDYNAAFISR
’ LTISKDNARSQVFFKMNSLQVNDTAMYYCAREKS
esada
P VYGNYVGAMDYWGQGTSVTVSS
7D3 murino | Variavel | 44 DIVLTQSPATLSVTPGDSVSLSCRASQSISNDLH
da cadeia WYQQKSHESPRLLIKYVSQSISGIPSRFSGSGSG
| TDFTLSINSVETEDFGMYFCQQSDSWPLTFGAGT
eve
KLELKR
7D3 murino | Variavel | 39 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCGASGFTFSSYG
da cadeia MSWVRQTPEKRLEWVATISGGGRDIYYPDSVKG
; RLTISRDNAKNNLYLQMSSLRSEDTALYYCVRQY
esada
P YDDWFAYWGQGTLVTVSA
13F1 Variavel | 54 QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRANSSVSSMHW
murino da cadeia YQQKPGSSPEPWIYAISNLAFGVPTRFSGSGSGT
| SYSLTISRVEAEDAATYFCQQWSSRPPTFGGGTK
eve
LEIKR
13F1 Variavel | 49 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYA
murino da cadeia WNWIRQFPGNQLEWMAYISYSGYTSYNPSLKSR
; SITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYCARSLDY
esada
P DYGTMDYWGQGTSVTVSS
15H5 Variavel | 64 DIQMNQSPSSLSASLGDTITITCHASQSINVWLS
murino da cadeia WYQQKPGNIPKLLIYRASNLHTGVPSRFSGSGSG
| TGFTLTISSLQPDDIATYYCQQGQSYPWTFGGGT
eve
KLEIKR
15H5 Variavel | 59 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFRSYD
murino da cadeia MSWVRQTPEKILEWVATISGGGSYTYYQDSVKG
RFTISRDNARNTLYLQMSSLRSEDTALYYCASPY
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pesada GPYFDYWGQGTTLTVSS
14A6 Variavel 74 QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRANSSVSSMHW
Murino da cadeia YQQKPGSSPEPWIYAISNLAFGVPARFSGSGSGT
| SYSLTISRVEAEDAATYFCQQWNSRPPTFGGGTK
eve
LEIKR
146 Variavel | 69 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYA
Murino da cadeia WNWIRQFPGNQLEWMAYISYSGYTSYNPSLKSRI
d SITRDTSRNQFFLQLNSVTTEDTATYYCARSLDY
esada
P DYGTMDYWGQGTSVTVSS
22A5 Variavel | 84 DIVMTQSHKVMSTSVGDRVSITCKASQDVDNAVA
murino da cadeia WYQQNPGQSPKLLIKWASTRHHGVPDRFTGSGS
| GTDFTLTISTVQSEDLADFFCQQYSTFPYTFGGG
eve
TKLEIKR
22A5 Variavel 79 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCSASGFSFSYYD
murino da cadeia MSWVRQTPEKGLEWVATISGGGRNTYFIDSVKG
RFTISRDNVKNNLYLLMSSLRSEDTALYYCASPY
pesada
EGAVDFWGQGTSVTVSS
6E1 murino | Variavel 94 DIVLTQTPATLSVTPGDSVSLSCRASQSLSNNLH
da cadeia WYQQKSHESPRLLIKYASQSISGIPSRFSGSGSG
| TDFTLSINSVETEDFGMYFCQQSNSWPLTFGAGT
eve
KLEMKR
6E1 murino | Variavel 89 EVKLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYG
da cadeia MSWVRQTPEKRLEWVATISGGGRDTYYLDSVKG
d RFTISRDNAKNNLYLQMSSLRSEDTALYYCVRQY
esada
P YDDWFAYWGQGTLVSNSA
5A8 murino | Variavel 104 NIVMTQTPKILFISAGDRVTITCKASQSVSNDVAW
da cadeia YQQKPGQSPKLLIYYAFTRYIGVPDRFTGSGYGT
| DFTFTISTVQAEDLAVYFCQQDYSSPYTFGGGTK
eve
LEIKR
5A8 murino | Variavel | 99 QVQLQQSGDELVRPGTSVKMSCKAAGYTFTNNW
da cadeia IGWVKQRPGHGLEWIGDFYPGGGYTNYNEKFKG
KATLTADTSSSTAYMQLSSLTSEDSAIYYCARGY
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pesada GTNYWYFDVWGAGTTVTVSS
7A4 murine | Variavel | 114 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGY
da cadeia SFMNWFQQKPGQPPKLLIYRASNLESGIPARFSG
| SGSRTNFTLTINPVEADDVATYFCQQSNADPTFG
eve
GGTNLEIKRA
7A4 murine | Variavel | 109 QIHLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNFGM
da cadeia NWVKQAPGKGLKWMGWISGYTREPTYAADFKGR
FAISLETSASTAYLQINDLKNEDMATYFCARDVFD
pesada
YWGQGTTLTVSS
TA4 IlgG1 da | 119 QIHLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNFGMNWVKQAPGKGLKW

MGWISGYTREPTYAADFKGRFAISLETSASTAYLQINDLKNEDMATYF
CARDVFDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCL

quimérico | cadeia

pesada VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL

de GTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVF

comprime LFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKT

nto total KPREEQYASTYRWV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG
K

7A4 IgG4 da | 121 QIHLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNFGMNWVKQAPGKGLKW

MGWISGYTREPTYAADFKGRFAISLETSASTAYLQINDLKNEDMATYF
CARDVFDYWGQGTTLTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCL

quimérico | cadeia

pesada VKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSL
de GTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLF
comprime PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTK
nto total PREEQFNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
TA4 Cadeia 123 DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASESVDNYGYSFMNWFQQKPGQP
quimérico leve de PKLLIYRASNLESGIPARFSGSGSRTNFTLTINPVEADDVATYFCQQSN

, ADPTFGGGTNLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
comprime
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nto total EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKH
KVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
13F1 IgG1 da | 125 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNWIRQFPGNQLE
quimérico | cadeia WMAYISYSGYTSYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYC
ARSLDYDYGTMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
pesada ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
de PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
comprime GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
nto total HNAKTKPREEQYA
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS
LSLSPGK
13F1 IgG4 da | 127 DVQLQESGPGLVKPSQSLSLTCTVTGYSITSDYAWNWIRQFPGNQLE
quimérico | cadeia WMAYISYSGYTSYNPSLKSRISITRDTSKNQFFLQLNSVTTEDTATYYC
ARSLDYDYGTMDYWGQGTSVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTA
pesada ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
de PSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP
comprime SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
nto total NAKTKPREEQFNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQV
YTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTP
PVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEG
NVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG
13F1 Cadeia | 129 QIVLSQSPAILSASPGEKVTMTCRANSSVSSMHWYQQKPGSSPEPWI
quimérico | leve de YAISNLAFGVPTRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYFCQQWSSRPP
_ TFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK
comprime VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
nto total ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
7A4 Variavel | 131 QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNFGMNWVRQAPGQGLK
humaniza- | da cadeia WMGWISGYTREPTYAADFKGRFVISLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVY
YCARDVFDYWGQGTLVTVSS
do pesada
7A4 Variavel | 133 DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVDNYGYSFMNWFQQKPGQP
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humaniza- | da cadeia PKLLIYRASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTINPVEANDTANYYCQQS

do leve NADPTFGQGTKLEIK

13F1 Variavel | 141 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDYAWNWIRQPPGKGLE

humaniza- | da cadeia WMAYISYSGYTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARSLDYDYGTMDYWGQGTLVTVSS

do pesada

13F1 Variavel | 143 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRANSSVSSMHWYQQKPGQSPEPWI

humaniza- | da cadeia YAISNLAFGVPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWSSRPP
TFGQGTKLEIK

do leve

7A4 Cadeia 135 QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNFGMNWVRQAPGQGLK

humaniza- | pesada WMGWISGYTREPTYAADFKGRFVISLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVY
YCARDVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC

do -IgG1 | completa
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

(D265A) LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSPGK

7A4 Cadeia 137 QIQLVQSGSELKKPGASVKVSCKASGYTFTNFGMNWVRQAPGQGLK

humaniza- | pesada WMGWISGYTREPTYAADFKGRFVISLDTSVSTAYLQISSLKAEDTAVY
YCARDVFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGC

do - lgG4 | completa
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS

(F234A LGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFL

L235A) FPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKT
KPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHE
ALHNHYTQKSLSLSLG

7A4 Cadeia 139 DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVDNYGYSFMNWFQQKPGQP

humaniza- | leve PKLLIYRASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTINPVEANDTANYYCQQS

NADPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
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do completa HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

13F1 Cadeia | 145 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDYAWNWIRQPPGKGLE

humaniza- | pesada WMAYISYSGYTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARSLDYDYGTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA

do -IgG1 | completa
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTV

(D265A) PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCS
VMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

13F1 Cadeia | 147 QVQLQESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGYSISSDYAWNWIRQPPGKGLE

humaniza- | pesada WMAYISYSGYTSYNPSLKSRITISRDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYC
ARSLDYDYGTMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTA

do - 1gG4 | completa
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSWTV

(F234A 1 PSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEAAGGP

L235A) SVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEW
ESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSLG

13F1 Cadeia | 149 EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRANSSVSSMHWYQQKPGQSPEPWI

humaniza- | leve YAISNLAFGVPARFSGSGSGTDYTLTISSLEPEDFAVYYCQQWSSRPP
TFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAK

do completa VQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Regiao Mutagdo | 150 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS

constante | de GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTC

de  1gG1 | D265A

- VVVAVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV

LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRD
ELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
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FLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Regiéo Mutagdo | 151 ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDK
RVESKYGPPCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV
DVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLH
QDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSF
FLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

constante | dupla de
de  1gG4 | F234A e
humano L235A

7A4D Variavel | 152 DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVDNYGYSFMNWFQQKPGQP

humaniza- | da cadeia PKLLIYRASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDTANYYCQQS
NADPTFGQGTKLEIK

do leve

7A4D Cadeia 153 DIVLTQSPASLAVSPGQRATITCRASESVDNYGYSFMNWFQQKPGQP

PKLLIYRASNLESGVPARFSGSGSRTDFTLTINPVEADDTANYYCQQS
NADPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP

humaniza- | leve

do completa
REAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEK
HKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

[0077] Em uma modalidade, a invencdo fornece anticorpos anti-

PD-1, que compreendem as CDRs da cadeia leve e CDRs da cadeia
pesada de anticorpos 10D1, 4C10, 7D3, 13F1l, 15H5, 14A6, 22A5,
6E1, 5A8 e/ou 7A4. O versado na técnica compreenderd que as CDRs
da cadeia pesada e leve dos anticorpos aqui fornecidos podem ser
selecionadas independentemente, ou misturadas e combinadas, para
formar um anticorpo ou fragmento de ligacdo deste compreendendo
qualquer CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia leve; e qualquer CDR1, CDR2
e CDR3 da cadeia pesada a partir dos anticorpos aqui fornecidos.
Deste modo, a invencdo fornece anticorpos anti-PD-1 que
compreendem uma CDR1 de cadeia leve compreendendo uma sequéncia
de aminodcidos selecionada do grupo gque consiste em SEQ ID NOs:
24, 34, 45, 55, 65, 75, 85, 95, 105, e 115; uma CDR2 da cadeia

leve compreendendo uma sequéncia de aminodcidos selecionada do
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grupo dque consiste em SEQ ID NOs: 25, 35, 46, 56, 66, 76, 86,
96, 106, e 116; wuma CDR3 de cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoadcidos selecionada do grupo gque consiste em
SEQ ID NOs: 26, 36, 47, 57, 67, 77, 87, 97, 107 e 117; uma CDR1
de cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 19, 29, 40, 50,
60, 70, 80, 90, 100, e 110; wuma CDR2 de cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo
que consiste em SEQ ID NOs: 20, 30, 41, 51, 61, 71, 81, 91, 101,
e 111 e uma CDR3 de cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 21,
31, 42, 52, 62, 72, 82, 92, 102 e 112. Em uma modalidade, a
presente invencdo fornece anticorpos anti-PD-1, compreendendo as
regides CDR da cadeia pesada e leve compreendendo as sequéncias
de aminocdcidos com pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo menos,
pelo menos 81%, pelo menos 82%, pelo menos 83%, pelo menos 84%,
pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%,
pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%,
pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%,
pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de homologia
com a CDR1l, CDR2 ou CDR3 da cadeia leve ou pesada correspondente
aqui fornecida. Em uma modalidade, a presente invencdo fornece
anticorpos anti-PD-1 compreendendo regides de CDR da cadeia
pesada e leve compreendendo sequéncias de aminoacidos com 1, 2,
3, 4, 5, ou 6 substituicgdes, delecbes, ou 1insercgdes de
aminoacido em relacdo a CDR1, CDR2 ou CDR3 da cadeia 1leve ou
pesada correspondente aqui fornecida.

[0078] Em uma modalidade, a invencdo fornece anticorpos anti-
PD-1, gue compreendem uma cadeia leve varidvel de um anticorpo

selecionado do grupo que consiste em 10D1, 4C10, 7D3, 13F1,
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15H5, 14A6, 22A5, ©o6E1l, b5A8, 7A4 e 7TA4D e uma cadeia pesada
variadvel de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em
10D1, 4C10, 7D3, 13F1, 15H5, 14A6, 22A5, 6E1l, 5A8, e 7A4. Em uma
modalidade, os anticorpos e fragmentos aqui fornecidos
compreendem uma regido variavel da cadeia leve compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos que tem pelo menos 75%, pelo menos 80%,
pelo menos, pelo menos 81%, pelo menos 82%, pelo menos 83%, pelo
menos 84%, pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo
menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo
menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de
homologia com uma regido varidvel da cadeia leve de acordo com a
SEQ ID NOs: 23, 33, 44, 54, o4, 74, 84, 94, 104, 114, 133, 143 e
152. Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos aqui
fornecidos compreendem uma regido variavel da cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de acordo com as SEQ
ID NO: 23, 33, 44, 54, o4, 74, 84, 94, 104, 114, 133, 143, 152,
ou uma variante das mesmas, em que a variante compreende 1, 2,
3, 4, 4, 6, 7, 8, 9, ou 10 substituigcdes ou delecdes de
aminodcidos, ou uma combinacdo das mesmas. Em uma outra
modalidade, as substituicdes de aminodcidos conservativas séo
substituig¢des. Em uma outra modalidade, as substituicdes de
aminoadcidos melhoram as propriedades dos anticorpos tal como
aqui fornecidos, por exemplo, através da remocdo de um sitio de
desamidacdo. Por exemplo, em uma modalidade, um residuo de
asparagina (Asn; N) é mutado. Em uma outra modalidade, o Asn é
mutado para 4acido aspartico (Asp; D). Em ainda wuma outra
modalidade, a Asn na posicdo 85 na regido de estrutura 3 da
regido wvaridvel da cadeia 1leve ¢é mutada para Asp. Em uma

modalidade, a presente invencdo fornece anticorpo humanizado

Peticéo 870230086394, de 02/10/2023, pag. 69/112



59/93

7A4D, que compreende a mesma sequéncia de aminoacidos dque o
anticorpo humanizado 7A4 exceto com uma mutagdo na estrutura 3
(posigcdo 85) da cadeia leve para remover o sitio de desamidacgéo.

[0079] Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos aqui
fornecidos compreendem uma regido variadvel da cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos
75%, pelo menos 80%, pelo menos, pelo menos 81%, pelo menos 82%,
pelo menos 83%, pelo menos 84%, pelo menos 85%, pelo menos 86%,
pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%,
pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%,
ou pelo menos 99% de homologia com uma regido varidvel da cadeia
leve de acordo com a SEQ ID NOs: 18, 28, 39, 49, 59, 69, 79, 89,
99, 109, 131, e 141, ou 84. Em uma modalidade, os anticorpos e
fragmentos aqui fornecidos compreendem uma regido variavel da
cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos de
acordo com as SEQ ID NO: 18, 28, 39, 49, 59, 69, 79, 89, 99,
109, 131, 141, ou uma variante das mesmas, em gue a variante
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou mais substituicdes
de aminodcidos, insercdes ou delecdes, ou uma combinacdo das
mesmas. Em uma outra modalidade, as substituicdes de aminoécidos
conservativas sdo substituicdes. Em uma outra modalidade, as
substitui¢des de aminodcidos melhoram as propriedades dos
anticorpos tal como aqui fornecidos, por exemplo, através da
remocdo de um sitio de desamidacdo. Por exemplo, em uma
modalidade, um residuo de asparagina (Asn; N) é mutado. Em uma
outra modalidade, o Asn é mutado para acido aspéartico (Asp; D).

[0080] Os anticorpos anti-PD-1 aqui divulgados tendo uma ou
mais substituicbes, insercdes, delecédo ou combinacéao de

aminoadcidos na regido de CDR ou da cadeia leve ou pesada
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variadvel retém a atividade bioldgica do anticorpo anti-PD-1
correspondente que ndo tem uma substituicdo, insercdo ou delecéo
de aminoacidos. Assim, a variante de anticorpos anti-PD-1 aqui
fornecidos retem a ligagdo a PD-1. A homologia percentual, tal
como aqui utilizada, refere-se ao numero de sequéncias de
aminoacidos idénticas partilhadas por duas sequéncias de
referéncia, divididas pelo nUmero total de posicgdes de

aminoadcidos, multiplicado por 100.

[0081] Em algumas modalidades, os anticorpos anti-PD-1 aqui
fornecidos compreendem substituicdes de aminoacidos
conservativas. O versado na técnica reconhecerd que uma

substituicdo de aminodcidos conservativa é uma substituicdo de
um aminodcido por outro aminodcido gque tem propriedades
estruturais ou quimicas semelhantes, tais como, por exemplo, uma
cadeia lateral semelhante. Exemplos de substituicdes
conservativas sdo descritos na técnica, por exemplo, em Watson
et al., Molecular Biology of the Gene, The Bengamin/Cummings
Publication Company, 423 Ed. (1987).

[0082] 0 versado compreendera que as cadeias pesadas
varidveis leves e varidveis pesadas podem ser selecionadas
independentemente, ou misturadas e combinadas, a partir dos
anticorpos aqui fornecidos. Deste modo, a presente invencdo
fornece anticorpos anti-PD-1 compreendendo uma regido variavel
da cadeia leve <com, pelo menos 80% de homologia com uma
sequéncia de aminodcidos selecionada do grupo gue consiste em
SEQ ID NOs: 23, 33, 44, 54, o4, 74, 84, 94, 104, 114, 133, 143 e
152; e uma regido variadvel da cadeia pesada com, pelo menos, 80%
de homologia com uma sequéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18, 28, 39, 49, 59, 69, 79,
89, 99, 109, 131 e 141.
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[0083] Em uma modalidade, a presente invencédo fornece
anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo que qualquer um dos
exemplos de anticorpos aqui divulgados. Assim, em uma
modalidade, a presente invencdo fornece anticorpos que competem
pela 1ligacdo a PD-1 com os anticorpos exemplificativos aqui
fornecidos.

[0084] Os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui
fornecidos podem compreender ainda modificacdes da regido Fc
para alterar funcdes efetoras. As modificagdes de Fc podem ser
insercdes, delecgdes ou substituigdes de aminodcidos, ou podem
ser modificacdes guimicas. Por exemplo, as modificacdes da
regido Fc podem ser feitas para aumentar ou diminuir a ligacgéo
do complemento, para aumentar ou diminuir a citotoxicidade
celular dependente de anticorpos, ou para aumentar ou diminuir a
meia-vida do anticorpo. Algumas modificacdes de Fc aumentam ou
diminuem a afinidade do anticorpo para um receptor Fcy, tal como
FcyRI, FcyRII, FcyRIII ou FcRn. Varias modificagdes de Fc foram
descritas na técnica, por exemplo, em Shields et al., J. Biol.
Chern 276; 6591 (2001); Tai et al. Blood 119; 2074 (2012);
Spiekermann et al. J Exp. Med 196; 303 (2002); Moore et al.
mAbs 2: 2; 181 (2010); Medzihradsky Methods in Molecular Biology
446; 293 (2008); Mannan et al. Drug Metabolism and Disposition
35; 86 (2007); e Idusogie et al. J Immunol 164; 4178 (2000). Em
algumas modalidades, os padrdes de glicosilacdo da regido Fc séo
alterados. Em outras modalidades, a regid&o Fc é modificada por
peguilacdo (por exemplo, fazendo reagir o anticorpo ou fragmento
do mesmo com polietilenoglicol (PEG).

[0085] Em uma modalidade, os anticorpos ou fragmentos dos
mesmos aqui fornecidos sdo imunoconjugados compreendendo um

anticorpo anti-PD-1 ou um fragmento do mesmo e compreendendo
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ainda um agente selecionado do grupo que inclui um agente
terapéutico adicional, um agente citotdéxico, uma molécula de
imunocadesdo e um agente de imagiologia. Em algumas modalidades,
0 agente de imagiologia é selecionado do grupo que consiste em
um marcador radioativo, uma enzima, um marcador fluorescente, um
marcador luminescente, um marcador bioluminescente, um marcador
magnético e Dbiotina. Em algumas modalidades, o agente de
imagiologia é um radiomarcador selecionado do grupo que consiste
em: 3H, 14C, 358, 62, 64CU, 89Zr, 9OY, 99TC, 11111’1, 125:[, 1311, 177Lu,
166Ho, e 153Sm. Em algumas modalidades, o agente terapéutico ou o
agente citotdéxico é selecionado do grupo que inclui um agente
quimioterapéutico, um agente imunossupressor, um agente
imunoestimulador, um antimetabolito, um agente alquilante, um
antibidético, um fator de crescimento, uma citocina, um agente
antiangiogénico, um agente antimitético, uma antraciclina, uma
toxina e um agente apoptdtico. Em algumas modalidades, a
proteina de ligacdo é conjugada diretamente ao agente. Em outras
modalidades, a proteina de 1ligacdo é conjugada com o agente
através de um ligante. Ligantes adequados incluem, mas ndo estéo
limitados a, aminoacidos e ligantes polipeptidicos aqui
divulgados. Os ligantes podem ser clivaveis ou ndo clivaveis.
[0086] Em uma modalidade, a presente invencéao fornece
anticorpos Dbiespecificos ou multiespecificos especificos para
PD-1 e pelo menos um outro antigeno ou epitopo. Os anticorpos
anti-PD-1 e fragmentos dos mesmos aqui fornecidos podem ser
testados quanto a ligacdo a PD-1 wutilizando os ensaios de
ligacdo aqui fornecidos, ou qualquer outro ensaio de 1ligacgdo
conhecido na técnica.

[0087] Salvo indicagcdo em contrario, a pratica da presente

invencdo emprega biologia molecular convencional, biologia
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celular, bioguimica e técnicas de imunologia que s&o bem
conhecidas na técnica e descritas, por exemplo, em: Methods in
Molecular Biology, Humana Press; Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, segunda edicéo (Sambrook et al., 1989), Current
Protocols in Immunology (J. E. Coliganet al., Eds., 1991);
Immunobiology (C. A. Janeway e P. Travers, 1997); Antibodies (P.
Finch, 1997); Antibodies: a practical approach (D. Catty., ed.,
IRL Press, 1988-1989); Monoclonal antibodies: a practical
approach (P. Shepherd e C. Dean, eds., Oxford University Press,
2000); Phage display: a laboratory manual (C. Barbas III et al,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2001); e Using antibodies:
a laboratory manual (E. Harlow e D. Lane (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999).

[0088] Em um aspecto, a presente invencdo fornece métodos
para tratar um individuo ©para uma doenca ou condicdo que
responde ao aumento, estimulacdo ou elicitacdo de uma resposta
imune. Tal como aqui wutilizados, os termos "tratamento" ou
"tratar" referem-se tanto a tratamento terapéutico como a
medidas profildticas ou preventivas. Os sujeitos em necessidade
de tratamento incluem aqueles sujeitos que Ja& tém a doenca ou
condicdo, bem como aqueles que podem desenvolver a doenca ou
condicdo e em quem o objetivo é prevenir, retardar ou diminuir a
doengca ou condicdo. Tal como aqui utilizado, o termo "sujeito"
significa um mamifero, tal como um roedor, um felino, um canino,
e um primata. De um modo preferido, um objeto de acordo com a
invencdo é um ser humano.

[0089] O termo "quantidade terapeuticamente eficaz", tal como
aqui utilizado, refere-se a quantidade de um composto ou
composicdo que é necessaria para fornecer um beneficio

terapéutico e/ou preventivo para o sujeito.
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[0090] Em um aspecto, os anticorpos e fragmentos de ligacdo
ao antigeno sdo Uteis no tratamento de tumores sdélidos ou néo
s6lidos. Assim, em um aspecto, a presente invencdo fornece
métodos para o tratamento de céncer. "Céancer", tal como aqui
utilizado, refere-se a condicdo fisioldgica em mamiferos que
normalmente é caracterizada pelo crescimento de células
desregulado. Exemplos de cdncer incluem, mas nédo estdo limitados

a carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma (incluindo lipossarcoma,

sarcoma osteogénico, angiossarcoma, endotheliosarcoma,
leiomiossarcoma, cordoma, linfangiossarcoma,
linfangiocendoteliosarcoma, rabdomiossarcoma, fibrossarcoma,
miossarcoma, condrossarcoma) , tumores neuroenddcrinos,

mesotelioma, schwanoma, meningioma, adenocarcinoma, melanoma e
leucemia ou malignidades linfoides. Exemplos mais particulares
de tais cénceres incluem cédncer de células escamosas (por
exemplo, céncer epitelial de células escamosas), linfoma de
Hodgkin; linfoma ndo-Hodgkin (linfoma de Burkitt, linfoma
linfocitico pequeno/leucemia linfocitica crdnica, micose
fungoide, linfoma de células manto, linfoma folicular, linfoma
difuso de grandes células B, linfoma de =zona marginal, leucemia
de células pilosas e leucemia linfoplasmocitéaria), tumores de
células precursoras de linfdécitos, incluindo leucemia/linfoma
linfobléastico agudo de células B e leucemia/linfoma
linfoblédstico agudo de células T, timoma, tumores das células T
e NK maduras, incluindo leucemias de células T periféricas,
leucemia de células T adultas/linfomas de células T e leucemia
linfocitica grande granular, histocitose de células de
Langerhans, neoplasias mieloides, tais como leucemias mieloides
agudas, 1incluindo AML com maturacdo, AML sem diferenciacéo,

leucemia promielocitica aguda, leucemia mielomonocitica aguda e
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leucemias monociticas agudas, sindromes mielodisplasicas e
doencas mieloproliferativas crdnicas, incluindo leucemia
mieloide croénica, leucemia/linfoma linfobléastico agudo de células
B, leucemia/linfoma linfoblastico agudo de células T, cancer de
pulmédo incluindo cdncer do pulmdo de células pequenas, cancer de
pulmdo de <células nédo pequenas, adenocarcinoma de pulmédo e
carcinoma espinocelular de pulmdo, carcinoma de pulmdo de
células pequenas, cadncer do peritoneu, céncer hepatocelular,
cdncer gastrico ou estomacal incluindo céncer gastrointestinal,
cdncer pancreatico, glioblastoma, cédncer cervical, céncer do
ovario, céncer do figado, cancer da bexiga, hepatoma, céncer de
mama, cédncer do codlon, cadncer retal, cadncer colorretal,
carcinoma endometrial ou uterino, carcinoma das gléndulas
salivares, céncer do rim ou renal, cédncer de proéstata, céncer
vulvar, cédncer da tiroide, carcinoma hepatico, carcinoma anal,
carcinoma peniano, cancer testicular, céncer esofédgico, tumores
do trato Dbiliar, tumor de Ewing, carcinoma Dbasocelular,
adenocarcinoma, carcinoma de glédndula sudoripara, carcinoma de
gladndula sebédcea, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
cistoadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico,
carcinoma de células renais, hepatoma, carcinoma de canal

biliar,carcinoma de pulméo, carcinoma de Dbexiga, carcinoma

epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma,
craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma,
neuroma acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma,
neuroblastoma, retinoblastoma, leucemia, linfoma, mieloma
multiplo, macroglobulinemia de Waldenstrom, doenca
mielodispléasica, doenca de cadeia pesada, tumores

neuroenddcrinos, Schwanoma e outros carcinomas.
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[0091] Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos dos
mesmos agqui fornecidos s&do Uteis no tratamento de doencgas
causadas por agentes infecciosos. Os agentes infecciosos
incluem, mas ndo estdo limitados a agentes Dbacterianos,
micoldgicos, parasitarios e virais. Exemplos de tais agentes
infecciosos incluem o seguinte: estafilococos, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Escherichia coli,

estreptococcaceae, neisseriaaceae, cocci, enterobacteriaceae,

enterococcus, enterococcus resistente a vancomicina,
criptococos, histoplasmose, aspergillus, pseudomonadaceae,
vibrionaceae, campylobacter, pasteurellaceae, bordetella,

francisella, brucella, legionellaceae, bacteroidaceae, bacilos
gram-negativos, clostridium, corinebacterium, propionibacterium,
bacilos gram-positivos, anthrax, actinomyces, nocardia,
mycobacterium, treponema, borrelia, leptospira, micoplasma,
ureaplasma, rickettsia, chlamydiae, candida, micoses sistémicas,
micoses oportunistas, protozoarios, nematoides, trematoides,
cestodes, adenovirus, herpesvirus (incluindo, por exemplo, virus
herpes simplex e virus Epstein Barr e virus herpes =zoster),
poxvirus, papovavirus, (incluindo, por exemplo, virus da
hepatite B e wvirus da hepatite C), virus do ©papiloma,
ortomixovirus (incluindo, por exemplo, gripe A, influenza B e
gripe C), paramixovirus, coronavirus, picornavirus, reovirus,
togavirus, flavivirus, bunyaviridae, rhabdoviruses, rotavirus,
virus sincitial respiratdrio, virus da imunodeficiéncia humana e
retrovirus. Doencas infecciosas exemplificativas incluem, mas
ndo estdo limitadas a candidiase, candidemia, aspergilose,
pneumonia estreptocdcica, condigcdes da pele e da orofaringe por

estreptococos, sepse gram negativa, tuberculose, mononucleose,
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gripe, doenca respiratéria causada pelo virus sincicial
respiratdério, maldria, esquistossomose e tripanossomiase.

[0092] Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos dos
mesmos agqui fornecidos s&do Uteis no tratamento de doencgas
mediadas por células T do tipo T auxiliar 2 (Th2), tais como,
por exemplo, asma, alergia ou doengca de enxerto —contra
hospedeiro.

[0093] Em uma modalidade, os anticorpos e fragmentos dos
mesmos aqui fornecidos s&do Uteis para a estimulacdo de uma
resposta 1mune em um sujeito em necessidade do mesmo. Por
exemplo, em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e fragmentos
dos mesmos podem ser administrados em conjuncdo com um antigeno
de interesse com o objetivo de desencadear uma resposta imune ao
referido antigeno. Um antigeno de interesse pode ser um antigeno
associado a um agente patogénico, tal como um virus ou bactéria.
Assim, em uma modalidade, a presente invencdo fornece uma vacina
que compreende um anticorpo anti-PD-1 e um antigeno, em dgque a
vacina induz uma resposta imune especifica para o antigeno.

[0094] Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 aqui
fornecidos modulam a funcdo de células T reguladoras. As células
T reguladoras CD4+ CD25+ sé&do linfécitos que suprimem ou reduzem
os efeitos das funcdes das células T efetoras. Os termos "célula
T reguladoras" e "Treg" sdo agqui utilizados indiferentemente. Em
uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 aqui fornecidos impedem
ou revertem os efeitos inibitdérios de células T reguladoras na
producdo de citocinas de células T efetoras. Por exemplo, em uma
modalidade, os anticorpos anti-PD-1 aqui fornecidos restauram a
capacidade de produgcdo de IFNy para células T efetoras em

contato com células T reguladoras.
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[0095] Em uma modalidade, os anticorpos e os fragmentos dos
mesmos aqui divulgados podem ser administrados ao individuo por
pelo menos uma via selecionada de parenteral, subcuténea,
intramuscular, intravenosa, intra-articular, intrabronquial,
intra-abdominal, intracapsular, intracartilaginosa,
intracavitéaria, intracelular, intracerebelar,
intracerebroventricular, intracdlica, intracervical,
intragastrica, intra-hepatica, intramiocéardica, intradssea,
intrapélvica, intrapericardica, intraperitoneal, intrapleural,
intra-prostéatica, intrapulmonar, intrarretal, intrarrenal,
intrarretiniana, intraspinal, intrasinovial, intratoréacica,
intratimpénica, intrauterina, intravesical, intravitreo, Dbolus,
subconjuntival, wvaginal, retal, bucal, sublingual, intranasal,
intratumoral e transdérmica.

[0096] Em uma modalidade, os anticorpos e os fragmentos dos
mesmos aqui fornecidos podem ser administrados a um sujeito em
necessidade do mesmo em combinacdo com um ou mais agentes
terapéuticos adicionais. Em uma modalidade, os anticorpos e os
fragmentos dos mesmos podem ser administrados a um sujeito
antes, durante e/ou apds a administracdo ao sujeito do agente
terapéutico adicional. Em uma modalidade, o agente terapéutico
adicional é um agente gquimioterapéutico, um agente
radioterapéutico, citocina, um anticorpo ou um fragmento do
mesmo, ou qualquer outro terapéutico adicional que ¢é indicado
para a doenca a ser tratada. Em uma modalidade, o anticorpo
anti-PD-1 e o agente terapéutico adicional exibem sinergia
terapéutica quando administrados em conjunto, guer concomitante
quer sequencialmente. Em uma modalidade, o anticorpo anti-PD-1 e
o0 agente terapéutico adicional s&do administrados em formulacdes

separadas. Em uma outra modalidade, o anticorpo anti-PD-1 e o
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agente terapéutico adicional sédo administrados na mesma
formulacdo. Em uma modalidade, os anticorpos anti-PD-1 e os
fragmentos aqui fornecidos aumentam o efeito de modulacdo imune
de um ou mais agentes terapéuticos adicionais. Em uma outra
modalidade, o um ou mais agentes terapéuticos adicionais aumenta
o efeito do anticorpo anti-PD-1 ou fragmento do mesmo.

[0097] A presente invencdo fornece anticorpos isolados e
fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos e &cidos nucleicos
que codificam tais anticorpos e fragmentos, bem como composicdes
compreendendo tais anticorpos, fragmentos e 4&cidos nucleicos
isolados. O termo "isolado" refere-se a um composto de interesse
(por exemplo, um anticorpo ou um A&cido nucleico) que foi
separado do seu ambiente natural. A presente invencdo fornece
ainda composicdes farmacéuticas compreendendo os anticorpos ou
fragmentos isolados dos mesmos, ou acidos nucleicos que
codificam tais anticorpos ou fragmentos, e compreendendo ainda
um ou mais carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Os
carreadores farmaceuticamente aceitédveis incluem, por exemplo,
excipientes, diluentes, materiais de encapsulacdo, agentes de
enchimento, tampdes, ou outros agentes.

[0098] O wuso do singular inclui o plural, a menos due
especificamente indicado de outra forma. A palavra "um" ou "uma"
significa "pelo menos um" a menos que especificamente indicado
de outra forma. A utilizacdo de "ou" significa "e / ou" a menos
que 1indicado de outra forma. O significado da expressdo '"pelo
menos um" é equivalente ao significado da frase "um ou mais".
Além disso, a utilizacdo do termo "incluindo" bem como outras
formas, tais como "inclui" e "incluido, "ndo é limitativa. Além
disso, termos tais como "elemento" ou "componente" abrangem

ambos o0s elementos ou componentes compreendendo uma unidade e
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elementos ou componentes que compreendem mais do que uma unidade
a menos que especificamente indicado de outra forma.
[0099] Embora a invencdo anterior tenha sido descrita em
detalhes a titulo de ilustracdo e exemplo para fins de clareza
de compreensdo, estard facilmente evidente aos versados na
técnica, a luz dos ensinamentos desta invencdo, que determinadas
alteracdes e modificagdes podem ser feitas na mesma, sem se
desviar do espirito ou escopo das reivindicacdes anexas. Os
exemplos seguintes sdo fornecidos a titulo de ilustracdo apenas
e ndo como forma de limitacéo. Os versados na técnica
reconhecerdo facilmente uma variedade de pardmetros ndo criticos
que ©poderiam ser alterados ou modificados para produzir
resultados essencialmente semelhantes.

EXEMPLOS
Exemplo 1 Imunizag¢do de camundongos e produgcdo de anticorpos de
camundongos contra PD-1 humana
[00100] Para gerar anticorpos contra a PD-1 humana, cDNAs que
codificam a estrutura de leitura aberta do dominio extracelular
de hPD-1 fundido com um marcador de histidina (hPD-1-HisTag, SEQ
ID NO: 1), Fc de camundongo (hPD-Ll1-mFc, SEQ ID NO: 13), e
marcador de Fc humano (hPD-1-hFc, SEQ ID NO: 5) foram obtidos
por PCR e subclonados no vetor de expressdo pcDNA3. 1
(Invitrogen CAT #: V-790), respectivamente. Apds expressdo
transiente em células 293 de estilo livre, purificou-se hPD-1-
HisTag com coluna NTA (GE Healthcare), hPD-1-mFc e hPD-1-hFc com
coluna de Proteina G (GE Healthcare).
[00101] Para imunizar camundongos necessarios para a producdo
de linhagens de células de hibridoma, misturaram-se 100 ug de
proteina de fusdo Fc de camundongo PD-1 humana e/ou um adjuvante

completo de Freund na mesma gquantidade e administrou-se a
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mistura através de uma injecdo subcuténea a cada cinco
camundongos BALB/c com 7 semanas de idade. Apds duas semanas, O
antigeno (metade da quantidade ©previamente injetada) foi
misturado com um adjuvante de Freund incompleto wutilizando o
mesmo método descrito acima, e a mistura fol administrada a cada
camundongo por 1injecdo subcuténea. Apds uma semana, o reforgo
final foi realizado, e o sangue foi coletado da cauda de cada
camundongo apdés trés dias para obter soro. Em seguida, o soro
foi diluido a 1/1000 com PBS, e foi realizado um ELISA para
analisar se o titulo do anticorpo gque reconhece PD-1-mFc humano
aumentou. Posteriormente, foram selecionados camundongos em gue
foi obtida uma quantidade suficiente do anticorpo e foi
realizado um  pProcesso de fusdo celular nos camundongos
selecionados.

[00102] Trés dias antes de uma experiéncia de fusdo celular,
uma mistura de 50 ug de PBS e proteina de fusdo PD-1-mFc humana
foi administrada através de uma injecdo intraperitoneal para
cada camundongo. Cada camundongo imunizado foi anestesiado e o
seu baco localizado no lado esquerdo do corpo foi entdo extraido
e triturado com uma malha para isolar células que foram
misturadas com um meio de cultura (RPMI1640) para preparar uma
suspensdo de células de baco. A suspensdo foi centrifugada para
coletar uma camada celular. As 1 x 108 obtidas de células do baco
foram misturados com 1,5 x 107 de células de mieloma (Sp2/0), e a
mistura foi centrifugada para ©precipitar as células. 0
precipitado foi disperso lentamente e tratado com PEG Hybri-Max
(Sigma Inc., CAT#: 7181) . As células misturadas foram
distribuidas em placas de 96 pocos a 0,1 ml por poco e incubadas
a 37°C, incubadora com 5% de CO2 . No dia 1, as células foram

alimentadas pela adicdo de mais 0,1 ml de meio contendo soro e
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HAT mais 2 x metotrexato para cada pog¢o. No dia 3 e dia 7, 0,1
ml de meio de cada pog¢o foi substituido por 0,1 ml de meio HT
fresco. O rastreio ocorreu tipicamente entre os dias 9-14.
Exemplo 2 - Selegdo de células de hibridoma que produzem
anticorpos monoclonais contra a proteina PD-1 humana com base em
analise de ELISA e FACS.

[00103] A analise de ligacdo de ELISA foi conduzida com base
na proteina PD-1-hFc humana. Revestiram-se placas de 96 pocgos
(Costar, Cat No.: 9018) com 100 uL de PDl-hFc 2 ug/ml (CrownBio)
em tampdo de revestimento (PBS, Hyclone, Cat N° SH30256. 01B) de
um dia para o outro a 4°C. Os pocos foram aspirados e os sitios
de ligacdo ndo especificos foram bloqueados por adicdo de 200 uL
de tampdo de blogqueio com 1% (p/v) de albumina de soro bovino
(BSA, Roche, Cat No: 738328) e incubacdo durante 1 hora a 37°C.
Depois de as placas serem lavadas trés vezes com tampdo de
lavagem (PBS com 0,05% (v/v) de Tween20 (Sigma, Cat No.: P1379),
adicionou-se 100 uL/poco de diluicgdes adequadas de sobrenadante
de hibridoma em tampdo de blogqueio e incubou-se durante 1 hora.
As placas foram lavadas e incubadas com 100 uL/cavidade de IgG
de cabra anti-Camundongo (H + L) (Thermo, Cat No: 31432) em
tampdo de bloqueio durante 60 minutos. Depois de as placas terem
sido lavadas, foram adicionados 100 uL pogco de solugdo de
substrato (TMB (eBioscience, Cat No: 00-4201-56) e as placas
foram incubadas durante 2 min a temperatura ambiente. Adicionou-
se 100 uL/poco de solucdo de parada (H2S04 2N) para parar a
reacdo. Os sinais colorimétricos foram desenvolvidos e lidos a
450 nm usando um Auto Plate SpectraMax Plus (Fornecedor:
Molecular Devices; Modelo: MNR0643; Programa: SoftMax Pro vb.

4) . Através deste método, as linhagens de células de hibridoma
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que produzem anticorpos altamente especificamente se ligando a
proteina PD-1 humana foram repetidamente selecionadas.

[00104] A anadlise de bloqueio do ligando com base em ELISA foi
conduzida bloqueando a PD-Ll-mFcs humana biotinilada da ligacgéo
a PD-1-hFc humana. O antigeno PD-1-mFc (CrownBio) foi suspenso
em tampdo PBS (Hyclone, Cat No.: SH30256. 01B) (2 ug/ml, 100
ul./poco) e revestido na placa de 96 pocos (costar, Cat No.
9018) 4°C durante a noite. As placas foram lavadas 3 vezes com
tampdo de lavagem: PBS+0,05% de Tween 20 (Sigma, Cat No.
P1379). adicionou-se a cada poco 200 ul de tampdo de bloqueio
(PBS + BSA a 1% (Roche, Cat No.: 738328)), incubou-se a 37°C
durante 1 hora e lavadas 3 vezes. Varias concentracdes
(diluicdes adequadas de sobrenadante de hibridoma em PBS) foram
adicionadas aos pocos (100 uL/poco)do anti-PD-1 Abs e incubadas
a 37°C durante 1 hora. O ligando foi adicionado (0,1 ug/mL de
PDL-1-mFc-biotina, 100 uL/poco), incubado a 37°C durante 2 hs, e
lavados 3 vezes. O anticorpo secundédrio foi adicionado (Avidin
HRP eBioscience Cat No: E07418-1632, 1: 500, 100 wul/pocgo),
incubado a 37 °C durante 0,5 hora e lavado 3 vezes. TMB (Sigma,
Cat No. : T0440, 100 ul/poco) foi adicionado e incubado durante
3 min a TA. Para parar a reacdo, 2N H2S04 (100 wul/pogo), foi
adicionado. Os sinais colorimétricos foram desenvolvidos e lidos
a 450 nm wusando um Auto Plate SpectraMax Plus (Fornecedor:
Molecular Devices; Modelo: MNR0643; Programa: SoftMax Pro vb.
4) .

[00105] A anadlise de ligacd&o celular de anticorpos foi
realizada com base na linhagem de células hPD-1-293T. 2x10°> de
células 293T-PD-1 foram usadas para cada reacdo, colocando-as em
cada poco de placas de cultura de 96 pocos. As células foram

incubadas com o anticorpo indicado (20 ug/ml com a diluicdo de
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1/5), a 4°C durante 1 h. As células foram lavadas trés vezes com
tampéo FACS. Um anticorpo secundario (PE de cabra
anticamundongo: 1: 200; PE de camundongo anti-humano: 1: 10) foi
adicionado as células a 100 ul/poco, e incubado a 4°C durante 40
min. As células foram lavadas trés vezes com tampdo FACS e
analisadas por FACS Array.

[00106] A andlise de bloqueio do ligando com base em FACS foi
conduzida para determinar os anticorpos do hibridoma anti-PD-1
no Dbloqueio da ligacdo PD-L1 e PD-L2 humana biotinilada as
células hPD-1 293T utilizando um ensaio de citometria de fluxo.
As células 293T expressando PD-1 foram suspensas em tampdo FACS
(PBS com soro fetal de vitelo a 3%). Varias concentracdes dos
anticorpos de hibridoma de ensaio foram adicionadas a suspenséo
de células e incubados a 49°C durante 60 minutos em placas de 96
pPOgOos. A proteina PD-L1 marcada com biotina ou proteina PD-L2
marcada com Biotina foi adicionada aos pogos e incubada a 4°C
durante 60 minutos. As placas foram lavadas 3 vezes, e foi
adicionado anticorpo antibiotina PE de camundongo (Biolgend, cat
# 409004). As andlises de citometria de fluxo foram realizadas
utilizando FACS Array. Os resultados do estudo estao
representados na Figura 1A (PD-L1) e na Figura 1B (PD-1L2). Os
anticorpos monoclonais anti-PD-1 Dbloquearam a ligacdo de PD-L1
ou PD-L2 a células 293T transfectadas com PD-1 humana, medida
pela intensidade fluorescente média (MFI) de coloracgdo. Estes
dados demonstram que os anticorpos anti-PD-1 bloqueiam a ligacgdo

do ligando PD-L1 e PD-L2 a superficie da célula PD-1.

Exemplo 3 - Subclonagem para obter clones de Anticorpos

Monoclonais e purificagdo de anticorpos anti-hPD-1
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[00107] A subclonagem baseia-se no procedimento de diluicgéo
limitada e é concebida para obter clones de Thibridoma
individuais que produzem anticorpos monoclonais. Cada um dos
hibridomas foi submetido a véarias rodadas (4 rodadas) de
diluicédo limitante. Para cada ciclo de subclonagem, os clones
foram testados por andlises de bloqueio com bases em ELISA e
FACS.

[00108] A purificacdo de anticorpos foi <conduzida para um
total de vinte e dois anticorpos de hibridoma anti-hPD-1. As

células de  hibridoma foram <cultivadas em meio de Eagle

modificado por Dulbecco (GIBCO; Invitrogen Corporation,
Carlsbad, Calif. ) contendo 10% de soro de vitela fetal, 1% de

penicilina/estreptomicina, 2% de L-glutamina, e 1% de solucéo
ajustada de NaHCO3; . As células de hibridoma selecionadas foram
entdo adaptadas em meio de cultura isenta de soro e o anticorpo
foi purificado a partir do sobrenadante wutilizando a coluna
Protein-G (GE Healthcare). Apds lavagem com PBS, os anticorpos
ligados foram eluidos com glicina 0,1 M pH 3,0, seguido de
neutralizacdo de pH usando 2,0 M de Tris. Foram utilizados
concentradores centrifugos Ultra-15 (Amicon) para troca de

tampdo e concentracdo de anticorpos.

Exemplo 4 - Caracterizagdo dos anticorpos murinos anti-hPD-1
purificados nas atividades de ligagdo e bloqueio do ligando com

base nas analises ELISA e FACS

[001009] Os anticorpos de hibridoma purificados foram ainda
caracterizados com base nas andlises ELISA e FACS. Os métodos
usados foram semelhantes aos descritos acima no Exemplo 2,

exceto que, nestes casos, o0s anticorpos purificados foram
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medidos em quantidade e concentracdo, e o0s resultados

foram
utilizados para calcular os valores de EC50 e IC50.

As tabelas a

seguir, Tabelas 1-5, mostram os resultados de 10 anticorpos.

Tabela 1. EC50 de ligacdo com base em ELISA de 10 anticorpos

anti-PD-1 murinos

ng/ml 15H5 | 22A5 |[14A6 | 6E1 | 7D3 |10D1 [4C10 | 13F1

5A8 7A4
EC50 13,35 | 19,38 | 7,07 |1567 |2436 |17,18 |13,25 |17,33

11,25 9,32

Tabela 2. Bloqueio com base em ELISA IC50 de 10 anticorpos

anti-PD-1 murinos

ng/ml 15H5 | 22A5 14A6 | 6E1 7D3 10D1 | 4C10 13F1 | 5A8 TA4
IC50 873,2 | 1114,8 | 923 961,2 | 982,0 | 1409 | 1464,3 | 701,0 | 1128,7 | 698,8
Tabela 3.

A EC50 de ligagdo com base em FACS de 10 anticorpos
anti-PD-1 murinos

ng/ml 15H5 | 22A5 | 14A6 | 6,00E+01 |7D3 | 10D1 | 4C10

13F1 | 5A8 | 7TA4
EC50 4537 | 7745 | NA 49,09 52,66 | NA

108,9 | 30,79 |NA |3893

Tabela 4. IC50 de Bloqueio de PD-L1 com base em FACS de 10

anticorpos murinos anti-PD-1 selecionados.

ng/ml 15H5 | 22A5 | 14A6 | 6E1 7D3 | 10D1 | 4C10
IC50 3564 |5622 |2113 |2685 |38 36,9

13F1 5A8 7A4
83,32 | 19,86 |2822 |2885

Tabela 5. IC50 de Bloqueio de PD-L2 baseado em FACS de

10
anticorpos murinos anti-PD-1 selecionados.

ng/ml 15H5 | 22A5 | 14A6 | 6E1 7D3 | 10D1 | 4C10

13F1 5A8 TA4
IC50 63,04 |2101 9198 |[113,7 |140,5 | 150 250,7

52,93 | 18,84 | 4,45
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Exemplo 5: A analise de Biacore dos anticorpos anti-PD-1 murinos

[00110] Para caracterizar mais as caracteristicas de 1ligacéo
dos anticorpos, 10 anticorpos de hibridoma foram perfilados
utilizando Biacore (Biacore 3000, GE) para elucidar a cinética
de ligacdo e calcular as constantes de ligacdo de equilibrio.
Este ensaio foi realizado pelo método de captura, utilizando o
kit de captura de anticorpos de camundongos (BR-1008-38, GE).
Apds diluicdo de Fc mab anticamundongo a 25 upg/ml em tampdo de
imobilizacdo de pH 5,0, a imobilizacdo foi conduzida com os
pardmetros mostrados na Tabela 6 a uma taxa de fluxo de 5
ul/min. As execugdes cinéticas foram feitas por 1) injecdo de
ligando durante 0,5-1 min tipico a uma taxa de fluxo de 10
pnl/min;2) injecdo de analitos de escolha durante 3 min tipicos
seqguido de dissociacdo em tampdo de corrida (1X PBS-P20) durante
5-10 minutos tipicos a uma taxa de fluxo de 30 ul/min; e 3)
injecdo de solugcdo de regeneracdo 10 mM de Glicina pH 1, 7

durante 1-2 min tipicos a uma taxa de fluxo de 10 pl/min.

Tabela 6. Pardmetros Biacore.

Evento Injecgédo Condigodes
EDC/NHS
Ativacéao (mistura 1: |7 minutos
1)
4 minutos para

Fc mAb anti-
alcancar nivel de
Imobilizacdo | humano
Imobilizacdo de ~

7000 RU

diluido

Desativacdo |Etanolamina- 7 minutos
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HC1

[00111] Os resultados do estudo sdo mostrados nas Tabela 7.
Cada um dos anticorpos anti-PD1 humanos apresentou uma taxa de
associacdo (ka) no intervalo de 1,11E + 051/Ms a 8,40E + 051/Ms;
uma taxa de dissociacdo (kd) no intervalo de 2,83E-05 1/s a
7,55E-05 1/s; uma constante de associacdo de equilibrio (KA) no
intervalo de 1,60E + 10 1/M a 5,44E + 10 1/M; e uma afinidade
(KD) no intervalo de 1,84E-11 M a 6,23E-11 M (00,0184 nM a 0,0623

nM) .
Tabela 7. Valores de KD de anticorpos anti-PD-1 de hibridoma.
ka (1/Ms) kd (1/s) KA (1/M) KD (M)
10D1 8.40E+05 5.24E-05 1.60E+10 6.23E-11
14A6 1.51E+06 4.52E-05 3.33E+10 3.00E-11
22A5 1.49E+06 2.88E-05 5.17E+10 1.93E-11
4C10 7.91E+05 2.63E-05 3.01E+10 3.32E-11
7A4 1.96E+06 4.82E-05 4.06E+10 2.46E-11
6E1 1.11E+06 2.83E-05 3.92E+10 2.55E-11
13F1 1.41E+06 3.92E-05 3.60E+10 2.78E-11
15H5 2.00E+06 3.67E-05 5.44E+10 1.84E-11
5A8 1.29E+06 7.55E-05 1.70E+10 5.87E-11
7D3 1.14E+06 2.83E-05 4.02E+10 2.49E-11

Exemplo 6: Reatividade cruzada entre espécies e entre moléculas
similares

[00112] Para avaliar a reatividade cruzada das espécies dos
anticorpos, os receptores de PD-1 de macaco cinombélogo e de
camundongo foram clonados por PCR e foram geradas células 293T-
PD-1 transfectadas de forma estavel. Os anticorpos foram
testados quanto a ligacdoc ao receptor de cinombélogo usando
proteinas com base em ELISA. Os resultados do estudo mostraram
que o0s anticorpos se ligam com afinidade igual a PD-1 humana e

cinombéloga e ligacdo em bloco de hPD-L1/Fc e hPD-L2/Fc a PD-1

Peticéo 870230086394, de 02/10/2023, pag. 89/112



79/93

cinoméloga com eficadcia semelhante em comparacdo com PD-1
humana. Nenhum dos anticorpos selecionados 1ligou PD-1 de
camundongo com afinidade detectdvel em qualquer dos ensaios
utilizados. Nenhuma reacdo cruzada com CTLA4, ICOS e CD28 humana

(ver Table 8).

Exemplo 7: Efeito dos anticorpos de hibridoma anti-PD-1 sobre a

produgdo de citocinas em uma reagdo de linfécitos mistos.

[00113] Utilizou-se uma reacdo mista de 1linfécitos para
demonstrar o efeito do bloqueio da via PD-1 em células efetoras
de linfécitos. As células T no ensaio foram testadas quanto a
proliferacdo, secrecdo de IFN-y e secrecdo de IL-2 na presenca
ou auséncia de um anticorpo monoclonal murino anti-PD-1 humana.
No ensaio, as células T CD4 + humanas foram purificadas a partir
de PBMC utilizando uma sele¢do negativa de CD4 + (Miltenyi
Biotech, cat # 130-091-155). As células dendriticas maduras (DC)
foram derivadas de culturas de monécitos purificados (Miltenyi,
Mo-DC Generation Toolbox, cat # 130-093-568) com Meio de
Diferenciacdo de Mo-DC durante 7 dias; em seguida, induziu-se
maturacdo DC com Mo-Dc Maturation durante 2 dias. Cada cultura
continha 10> de células T ©purificadas e 10¢% de células
dendriticas alogeneicas em um volume total de 200 ul. Adicionou-
se anticorpo monoclonal anti-PD-1 4C10, b5A8, 6E1, 7D3, 7TA4,
10D1, 13F1, 14A6, 15H5 ou 22A5 a cada cultura a diferentes
concentracdes de anticorpo. Nenhum anticorpo ou um anticorpo de
controle de isotipo foi wutilizado como controle negativo. As
células foram cultivadas durante 5 dias a 37°C. Ao fim de 5
dias, 50 pl de meio foram coletados para a medicdo de IL-2 e

IFN-y. Os niveis de IFN-y e IL-2 no fluido de cultura foram
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medidos utilizando um kit EIA hIFN-y ELISA (R&D, cat # DY285) e
kit IL-2 ELISA (eBioscience). Os resultados do estudo sao
fornecidos na Figura 2 (secrecdo de IL-2) e Figura 3 (secrecéo
de IFN-y) e mostram que o0s anticorpos monoclonais anti-PD-1
humana promovem a proliferacdo de células T, secrecdo de IFN-y e
secrecdo de IL-2 de uma forma dependente da concentracdo. Em
contraste, as culturas contendo o anticorpo de controle de
isotipo nd&o apresentaram um aumento de proliferacdo das células

T e de serecgdo de IFN-y ou IL-2.

Exemplo 8: Caracteristicas de 10 anticorpos murinos anti-hPD-1

[00114] As caracteristicas de 10 anticorpos monoclonais anti-
PD1 que foram purificados e <caracterizados sdo resumidas na
Tabela 8. Estes anticorpos ligaram-se firmemente a PD-1 (com
constantes de dissociacdo no intervalo de 20 uM a 3 nM) e eram
capazes de blogquear a interacdo com PD-L1 e PD-L2 com valores
variaveis de IC50. Cada um dos anticorpos induziu a producdo de
IL2 e IFNy. Nenhum dos 10 anticorpos teve reagdo cruzada com
CTLA4, ICOS ou C(CD28. Cada um dos anticorpos ligou PD-1
cinombéloga. Cada um dos anticorpos, quando adicionados em
solucdo agiu como antagonistas de receptor, potencializou em

GUltima andlise as respostas de células T (ver Exemplo 5).

Tabela 8. Resumo de caracteristicas caracterizadas de 10

anticorpos murinos anti-hPD-1.

0. |Abs KD ELISA de|FACS alELISA de|FACS de|FACS deflL2 delFN-g  de|interagdo [Interagéo
seleciona |EC50 de[20ug/ml [EC50 de|EC50 de|EC50 dejativagdo dejativagdo  [com com  cyno-
do ligacdo bloqueio |Bloqueio |Bloqueio [células T |de células|CTLA4, PD-1
(Biacore) |(ng/ml) (ug/ml)  |de PD-L1jde PD-L2 T ICOS CD28

(ng/ml)  |(ng/ml)
1 [15H5  [1.84E-11 |13,35 +t 873,2 35,64 63,04 +H++ ++ - +++
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D |22A5  [1,93E-11 [19,38 |+ [11148  [5622  [210,10  |r++ + ) it
3 [14A6  [3,00E-11 [7.07 [+  [923 2113 (9198 |+++ it - e
4 BE1 [255E-11 [1567  [+++  [961,2 (2685  |113,70 [+++ + - .
5 [7D3  [249E-11 [2436  [+++  [982 38 14050  [++ T+t - T
6 [10D1  [6,23E-11 [17,18  [+++  [1409  [369  [150,00 [+++ T+t - vt
7 WAC10  [3,32E-11 [1325  [+++  [14643 [8332  [250,70 [+++ T+t - vt
8 [13F1  [2,78E-11 [17,33 [+  [701 1986 52,93  |+++ | Py
9 [5A8  [5,87E-11 [1125  [+++  [11287 [2822  [1884  [v++ e N e
10 [7A4 |NA 932  [+++  [6988  [2885 [445  [v+++ vrt - it

Exemplo 9: Clonagem e humanizacdo de sequéncias de cDNA de
anticorpo anti-PD-1

[00115] Clonagem de cDNAs de imunoglobulina

[00116] Utilizou-se o RNA total isolado a partir da linhagem
de células de hibridoma produzindo o anticorpo hPD-1 por RNeasy
Mini Kit (Qiagen, CAT #: 74104) como molde para sintetizar o
cDNA de primeira cadeia com a Transcriptase Reversa SuperScript®
IT (Life Technology, CAT #: 18064 -14) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O produto de cDNA foi entdo submetido
a PCR em uma mistura de reacdo de 50 pl de volume utilizando
iniciadores de IgG de camundongos degenerados (Kettleborough CA,
et al, European Journal of Immunology 23: 206-211 (1993), Strebe
N, et al, Antibody Engineering 1: 3-14 (2010)). A reacdo foi
realizada em um S1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, CAT#: 184-2000)
com 30 ciclos de: 94°C, 1,5 minutos para a desnaturacdo; 50°C, 1
minuto de recozimento; e 72°C, 1 minuto para a sintese. No final
do 30° ciclo, a mistura de reacdo foi incubada durante mais 7
minutos a 72°C para extensdo.

[00117] A mistura de PCR foi submetida a eletroforese em um

gel de agarose a 1%/Tris-Borato contendo 0,5 ug/ ml de brometo
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de etidio. Os fragmentos de DNA com os tamanhos esperados
(aproximadamente 400 pb para a cadeia pesada e a cadeia leve)
foram excisados do gel e purificados. 3 pl de produto de PCR
purificado foram clonados no vetor pMD-18T (Takara, CAT #:
D101A) e transformados em One Shot® TOP1l0, E. coli Quimicamente
Competente (Invitrogen, CAT #: C4040-03). Os <clones foram
rastreados por PCR de coldnias wutilizando iniciadores M13
diretos e inversos universais, e 10 clones positivos de cada
reacdo foram escolhidos para a sequenciacdo de DNA em ambas as
direc¢des utilizando iniciadores M13 para frente e M13 reversos.

[00118] As sequéncias da regido variadvel dos anticorpos 4C10
(SEQ ID NOs: 28, 33), 5A8 (SEQ ID NOs: 99, 104), 6El (SEQ 1ID
NOs: 89, 94), 7D3 (SEQ ID NOs: 39, 44), 7A4 (SEQ ID NOs: 109,
114), 10D1 (SEQ ID NOs: 18, 23), 13F1 (SEQ ID NOs: 49, 54), 14A6
(SEQ ID NOs: 69, 74), 15H5 (SEQ ID NOs: 59, 64) e 22A5 (SEQ 1ID
NOs: 79, 84) foram amplificadas a partir dos clones de hibridoma
correspondentes. Estes anticorpos apresentaram funcdes
desejadas, tais como, bloqueio da 1ligacdo de PD-1 a PD-L1 e

ativacdo de células T potencializada e liberacdo de citocinas.

[00119] Construcdo e expressdo de anticorpo de 7A4 e 13F1
quiméricos
[00120] Cadeias leves de 7A4 e 13F1 quiméricos (SEQ ID NOs:

123 e 129, respectivamente) foram construidos ligando os cDNAs
clonados por PCR de regides VL de camundongos a kapa humana e
IgGl, respectivamente. Cadeias pesadas de IgGl de 7A4 e 13F1
quiméricos (SEQ ID NOs: 119 e 125, respectivamente) foram
construidos ligando os cDNAs clonados por PCR de regides de VH
de camundongo a regido constante de IgGl humano. Cadeias pesadas
de IgG4 de 7A4 e 13F1 quiméricos (SEQ ID NOs: 121 e 127,

respectivamente) foram construidos ligando os c¢cDNAs clonados por
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PCR das regides de VH de camundongo a regido constante de IgG4
humano. As extremidades 5' das sequéncias de cDNA de camundongo
foram modificados utilizando iniciadores de PCR concebidos para
adicionar wuma sequéncia lider tanto a cadeia 1leve quanto a
cadeia pesada.

[00121] Células Freestyle 293 (200 mL a 109/mL) foram
transfectadas com 100ug de cada um dos plasmideos de expresséo
de cadeia pesada e leve gquiméricos e cultivadas durante 6 dias.
O anticorpo quimérico no sobrenadante foi entdo purificado com
coluna Protein-G (GE Healthcare). A 1ligacdo dos anticorpos
quiméricos a PD-1 foi medida por ELISA e Biacore como descrito
acima nos Exemplos 2 e 5, e mostrou-se que se liga a PD-1 com
afinidade comparédvel a do anticorpo progenitor murino. A Tabela
9 mostra a EC50 de ligacdo de cada um dos anticorpos anti-PD-1
quiméricos como medido por ELISA. A Tabela 10 mostra a IC50 de
bloqueio de PD-L1 de cada um dos anticorpos anti-PD-1 quiméricos
como medido por ELISA. A Tabela 11 mostra a EC50 de ligacdo de
cada um dos anticorpos anti-PD-1 qguiméricos como medido por
FACS. A Tabela 12 mostra a IC50 de bloqueio de PD-L1 de cada um

dos anticorpos anti-PD-1 quiméricos como medido por FACS.

Tabela 9. A EC50 de ligacdo com base em ELISA de anticorpos anti-PD-1

quiméricos

15H5 | 22A5 | 14A6 | 6E1 | 7D3 10D1 | 4C10 | 13F1 | 7A4
ng/ml higG4 | higG4 | higG4 | higG4 |higG4 | higG4 |higG4 | higG4 | higG4
EC50(ug/ml) | 81,8 | 413 646 | 3254 |517 |588 |9456 |5873 |62

Tabela 10. A IC50 de ligagcdo com base em ELISA de anticorpos anti-

PD-1 quiméricos

ng/ml 15H5 | 22A5 14A6 6E1 7D3 10D1 4C10 13F1 A4
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higG4 | higG4 | higG4 higG4 | higG4 | higG4 | higG4 | higG4 | higG4

IC50 1367,0 | 1010,9 | 8234 868,6 948,1 1034,5 | 977,6 856,2 8711

Tabela 11. A EC50 de ligacdo com base em FACS de anticorpos anti-PD-1

quiméricos

15H5 22A5 14A6 6E1 7D3 10D1 4C10 13F1 TA4
ng/ml hlgG4 higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 hlgG4 hlgG4

EC50 243,6 145,3 103,4 143,1 130,9 2188 220,6 113,1 91,6

Tabela 12. A IC50 de Dbloqueio de PD-L1 com base em FACS de

anticorpos anti-PD-1 gquiméricos
15H5 22A5 14A6 6E1 7D3 10D1 4C10 13F1 TA4
ng/ml higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 higG4 hlgG4

IC50 100,5 84,26 61,37 54,01 NA 40,33 129 52,13 70,55

[00122] Foram utilizadas reacbes de linfdécitos mistos como
descrito acima no Exemplo 7 para determinar o efeito dos
anticorpos anti-PD-1 quiméricos na secrecgdo de IL-2 (Figura 4) e
na secrecdo de IFN-y (Figura 5) de células T. Cada um dos
anticorpos monoclonais anti-PD-1 quiméricos promoveu a secrecdo
de IL-2 e a secrecdo de IFNy de uma forma dependente da
concentracdo no ensaio MLR. Em contraste, o anticorpo de
controle de isotipo (hIgG4) n&o provocou secrecdo de IL-2 ou
secrecdo de IFNy a qualquer concentracdo testada.

[00123] Concepcdo de humanizacdo de anticorpos

[00124] Os anticorpos 7A4 e 13F1 foram humanizados utilizando
uma abordagem de enxerto de CDR (Patente US N°. 5.225.539,
incorporada neste documento em sua totalidade por referéncia).
As sequéncias de cadeias da cadeia variavel de cadeias leves e

de cadeias ©pesadas do anticorpo 7A4 e 13F1 murino foram
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comparadas com as disponiveis no banco de dados de proteinas do
Laboratério de 1Investigacdo para Bioinformdtica Estrutural
(RCSB) pesquisando a base de dados NCBI, http: //www. ncbi. nlm.
nih. gov/igblast/igblast. cgi. O modelo de 7A4 e 13F1 foi gerado
respectivamente com base na estrutura de VH e VL com a homologia
de sequéncias mais elevada.

[00125] Os anticorpos humanos de molde a serem enxertados com
as regides determinantes complementares (CDRs) no VH e VL do
anticorpo 7A4 e 13F1 de camundongo foram selecionados a partir
de linhagens germinativas de anticorpos humanos com uma
sequéncia de aminodcidos com elevada homologia com o anticorpo
7A4 e 13F1 de camundongo, IMGT/Domain Gap Alinhagemr banco de
dados de estrutura 3D, http: //www. imgt. org/3Dstructure-
DB/cgi/DomainGapAlign. cgi. Para 7A4, o modelo de VH humano
selecionado foi uma combinacdo de IGHV2-5*10 e IGHJ4* 01, e o
modelo de VL humano selecionado foi uma combinacdo de IGKV1-
33*01 e IGKJ2*01l. Para 13F1, o modelo de VH humano selecionado
foi uma combinacdo de IGHV3-21*%04 e IGHJ4*01, e o modelo de VL
humano selecionado foi uma combinacdo de IGKV7-3*01 e IGKJ2*01.
[00126] As sequéncias de aminoadcidos CDR dos anticorpos
humanos modelo acima mencionados foram substituidas pela
sequéncia de aminodcidos de CDRs do anticorpo 7A4 e 13F1 de
camundongo. Adicionalmente, as estruturas do anticorpo humano VH
e VL de molde acima mencionado foram enxertados com as
sequéncias de aminocdcidos necessarias de VH e VL de anticorpo
7TA4 e 13F1 de camundongo para fornecer um anticorpo funcional
humanizado. Como para VH e VL de 7A4 e 13F1l, varios sitios de
aminoacidos estruturais do anticorpo humano modelo acima
mencionado foram retromutados as sequéncias de aminoéacidos

correspondentes nos anticorpos 7A4 e 13F1 de camundongo. Para a
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regido variavel da cadeia leve do anticorpo 7A4 humanizado, o
aminoacido na posicdo 40 foi mutado de Tyr (Y) para Phe (F) e o
aminoacido na posicdo 72 foi mutado de Gly (G) para Arg (R); e
para a regido variadvel da cadeia pesada do anticorpo A4
humanizado, o aminodcido na posicdo 2 foi mutado de Val (V) para
Ile (I), o aminoadcido na posicdo 46 foi mutado de Glu (E) para
Lys (K) e o aminoacido na posicdo 70 foi mutado de Phe (F) para
Ile (I). Para a regido variédvel da cadeia leve do anticorpo 13Fl1
humanizado, o aminodcido na posicdo 45 foi mutado de Leu (L)
para Pro (P) e o aminodcido na posicdo 70 foi mutado de Phe (F)
para Tyr (Y); e para a regido varidvel da cadeia pesada do
anticorpo 13F1 humanizado, © aminocdcido na posicdo 26 foi mutado
de Gly (G) para Tyr (Y), o aminocdcido na posicdo 48 foi mutado
de Ile (I) para Met (M), o aminodcido na posicdo 49 foi mutado
de Gly (G) para Ala (A), o aminocdcido na posicdo 67 foi mutado
de Val (V) para Ile (I) e o aminoadcido na posicdo 71 foi mutado
de Val V) para Arg (R).

[00127] As sequéncias de aminoacidos das cadeias leves
varidveis e pesadas varidveis do anticorpo 13F1 humanizado foram
designadas SEQ ID NOs: 143 e 141, respectivamente. As sequéncias
de base dos DNAs que codificam as sequéncias de aminoacidos
foram concebidas (SEQ ID NO: 140 e 142, respectivamente). As
sequéncias de aminoadcidos das cadeias leves variaveis e pesadas
varidveis do anticorpo 7A4 humanizado foram designadas SEQ 1ID
NOs: 133 e 131, respectivamente. As sequéncias de base dos DNAs
que codificam as sequéncias de aminoacidos foram concebidas (SEQ
ID NO: 130 e 132, respectivamente).

[00128] IgGl e 1IgG4 dos anticorpos humanizados 7A4 e 13F1
foram produzidos (hl13F1-IgGl, hl3F1-IgG4, h7A4-IgGl e h7A4-
IgG4). A regido constante IgGl carrega a mutacdo D265A (Clynes
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R, et al., Nature Medicine 6: 443-446 (2000)) enquanto que a
regido constante de IgG4 tem mutacdo dupla F234A e L235A (Xu D,
et al, Cellular Immunology 200: 16-26 (2000)). As sequéncias da
regido constante sdo divulgadas em SEQ ID NOS: 150 e 151. As
sequéncias completas de aminoadcidos da cadeia leve e pesada para
h13F1-TIgGl (SEQ ID NOs: 149 e 145), hl3F1-IgG4 (SEQ ID NOs: 149
e 147), h7A4-IgGl (SEQ ID NOs: 139 e 135), e h7A4-IgG4 (SEQ ID
NOs: 139 e 137) sdo fornecidas na Tabela 3 acima. Para remover o
potencial sitio de desamidacdo na cadeia leve de 7A4, o Asn85 é
mutado para Asp (h7A4D). A regido variadvel da cadeia leve (SEQ
ID NO: 152) e as sequéncias de aminodcidos leves completas (SEQ

ID NO: 153) também sdo fornecidas acima na Tabela 3.

[00129] Construcdo e expressdo dos anticorpos 7A4, 7TA4D e 13F1
humanizados
[00130] O DNA que codifica a cadeia leve e a cadeia pesada dos

anticorpos 7A4, TJA4D e 13F1 humanizados foli sintetizado e
clonado para o vetor de expressdo pcDNA3. 1 (Invitrogen, CAT: #
V-790) . Células Freestyle 293 (2000 mL a 10¢/mL) foram
transfectadas com 100ug de cada um dos plasmideos de expressédo
de cadeia pesada e leve humanizados e cultivadas durante 6 dias.
O anticorpo humanizado no sobrenadante foi entdo purificado com

coluna Protein-G (GE Healthcare).

Exemplo 10: Caracterizagdo de anticorpos humanizados anti-PD-1
em atividade de ligacdo e especificidade e atividade de bloqueio
de ligando (PD-L1)

[00131] Apbs a geracdo e purificacdo de anticorpos 13F1-hIgGl,
13F1-hIgG4, 7TA4-IgGl e 7TA4-hIgG4 humanizados, determinou-se a
ligacdo e a especificidade dos anticorpos com base na ligacéo

com base em ELISA e nas analises de bloqueio de PD-1, bem como
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nas analises debloqueio de PD-L1 e ligagdo com base em FACS. Os
métodos usados foram semelhantes aos descritos acima nos
Exemplos 2 e 4.

[00132] Nos ensaios de ligagcdo <com Dbase em ELISA, os
anticorpos 13F1 humanizados hu-13F1-hIgG1l e hu-13F1-hIgG4
exibiram ligacdo semelhante a PD-1 em comparacdo com O anticorpo
quimérico 13Fl-quimérico (Figura 64, painel superior); e
anticorpos 7A4 humanizados hu-7A4-D265A-hIgGl e 7A4-hulgG4
exibiram ligacdo semelhante a PD-1 em comparacdo com Os
anticorpos 7A4 quiméricos (Figura 6B, painel superior). Em
contraste, o anticorpo de controle de isotipo hIgG4 ndo exibiu
ligacdo de PD-1. Os painéis inferiores da Figura 6A e da Figura
6B mostram a EC50 para cada um dos anticorpos testados,
calculada a partir dos dados de ligacdo de ELISA, e demonstram
que os anticorpos 13F1 e 7A4 humanizados exibiram ligacdo de PD-
1.

[00133] De forma semelhante, nos ensaios de ligacdo com base
em FACS, os anticorpos 13F1 humanizados hu-13F1-hIgGl e hu-13F1-
hIgG4 (Figura 7A, painel superior) e anticorpos 7A4 humanizados
hu-7A4-D265A-hIgGl e 7A4-huIgG4 (Figura 7B, painel superior)
exibiram ligagdo a PD-1. A EC50 calculada a partir dos dados de
ligacdo de FACS para os anticorpos 13F1 e 7A4 humanizados ¢é
mostrada na Figura 7A e na Figura 7B, respectivamente.

[00134] A Figura 8 mostra os resultados dos ensaios de
blogueio de 1ligandos com base em ELISA para anticorpos 13F1
humanizados e 7A4 humanizados. Como mostrado na Figura 8A e na
Figura 8B, o 13Fl1 os anticorpos 13F1 e 7A4 humanizados,
respectivamente, exibiram atividade semelhante de blogqueio do

ligando em relacdo ao anticorpo quimérico correspondente. A
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quantificacdo da IC50 para cada um dos anticorpos humanizados e
quiméricos é mostrada na Figura 8C.

[00135] A Figura 9 mostra que cada um dos anticorpos
humanizados 13F1 e 7A4 humanizado bloqueou a ligagdo de PD-L1
como medido por ensaio de bloqueio de ligando com base em FACS.
O painel inferior da Figura 9 fornece a IC50 para cada um dos

anticorpos humanizados.

Exemplo 11: Andlise cinética Biacore dos anticorpos anti-PD-1

humanizados 13F1, 7A4 e 7A4D

[00136] Para caracterizar as caracteristicas de 1ligacdo dos
anticorpos humanizados, aligacéo cinética entre PD-1 e
anticorpos PD-1 foi medida por Biacore3000 e gravadas com uma
taxa de coleta de dados de 1 Hz. A IgG anti-camundondo de coelho
policlonal (GE, BR-1008-38) foi diluida com 10 mM de acetato de
sédio pH 5,0 e imobilizada em células de referéncia e de fluxo
de experiéncia de um chip biossensor CM5 para cerca de 15000 RU
utilizando um kit de acoplamento de amina (GE, BR10050 ). No
inicio de cada ciclo, o anticorpo de teste diluido (1,5 ug/mL)
foi injetado sobre a célula de fluxo da experiéncia durante 1
minuto para ser capturado. As séries de analitos de PD-1 foram
preparadas diluindo os estoques com tampdo de execugdo até 100
nM seguido por diluicdo em série 2X no mesmo tampdo até 0,78 nM.
Os analitos foram injetados em série ao longo das células de
fluxo de referéncia e experimentais durante 3 minutos a uma taxa
de fluxo de 30 uL/minuto. Em seguida, deixou-se passar o tampdo
de execucdo (PBS com P20 a 0,05%) durante 10 minutos a uma taxa
de fluxo de 30 upL/minuto. No final de cada ciclo, a superficie

do biossensor foi regenerada com 3 minutos de injecdo de tampdo
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Glicina-HCl pH 1,7 10 mM a uma taxa de fluxo de 10 uL/minuto.
Para cada injecdo de amostra de analito (isto é, cada ciclo), as
respostas de ligacdo obtidas a ©partir da superficie do
biossensor experimental foram duplamente referenciadas por
subtracdo de respostas registradas simultaneamente a partir da
superficie de referéncia seguida de subtracdo adicional das
respostas de uma Unica amostra de tampéao de execugao
referenciada. As constantes de associacdo e de velocidade de
dissociacdo (ka e kd) foram determinadas simultaneamente pela
aplicacdo de sensogramas de referéncia dupla de toda a série de
titulacdo ao modelo de Langmuir (1l: 1) wusando o software
Biaevaluation 4.0. A constante de dissociacédo, KD, foi calculada
a partir das constantes de velocidade determinadas pela relacgéo
KD = kd/ka. Como mostrado nas Figuras 10 e 17A, os anticorpos
anti-PD-1 humanizados 13F1, 7A4, e 7A4D ligaram a PD-1 humana
com elevada afinidade. As curvas de ligacdo de Biocore séo
mostradas nas Figuras 10 e 17A, painel superior, e os dados de
ligacdo quantificados s&do resumidos nas Figuras 10 e 17A, painel
inferior. A Figura 17B indica a IC50 de blogqueio da ligacdo de
PD-L1 a células 293T-PD1 por anticorpo 7A4D-hIgG4.

Exemplo 12: Efeito de anticorpos anti-PD-1 humanizados na
produgdo de citocinas em uma reagdo de linfécitos mistos (MLR)

[00137] Foram wutilizadas reacdes de 1linfécitos mistos (MLR)
para demonstrar a capacidade dos anticorpos humanizados para
bloquear a via PD-1 em células efetoras de 1linfdécitos. As
células T no ensaio foram testadas quanto a secrecdo de IFNY e
IL-2 na presenga ou auséncia de anticorpos anti-PD-1. As
células T CD4* humanas foram purificadas a partir de PBMC humano

utilizando um kit de isolamento de selegcdo de CD4 negativo
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(Miltenyi Biotech, cat # 130-091-155). As células dendriticas
imaturas (DC) foram derivadas de mondcitos isolados a partir de
PBMC humanos utilizando o Mo-DC Generation Toolbox (Miltenyi,
cat # 130-093-568). As células foram cultivadas com meio de
diferenciacdo Mo-DC durante 7 dias e foram entdo induzidas a
serem DC maduras com meio de maturacdo Mo-Dc durante 2 dias.
Para configurar o MLR, 10° de células T purificadas e 10% de
células alogénicas maduras DC em um volume total de 200 ul foram
adicionadas a cada pocgo. O anticorpo de teste foi ensaiado em um
intervalo de concentracgdes de 20 pg/ml a 0,002 pg/ml. Nenhum
anticorpo ou um anticorpo de controle de isotipo (hIgG4) foi
utilizado como controle negativo. As células foram cultivadas
durante 5 dias a 37°C. No 6°dia, os niveis de IFN-y e IL-2 no
meio de cultura foram medidos wutilizando o kit IL-2 ELISA
(eBioscience) e hIFN-yELISA kit (R&D, cat#DY285) . Para
anticorpos 13F1 humanizados, os resultados sdo mostrados na
Figura 11 (IL-2) e na Figura 12 (produgdo de IFN-y). Cada um dos
anticorpos 13F1 humanizados promoveu a producdo de IL-2 e IFNy
de uma forma dependente da concentracdo. Da mesma forma, os
anticorpos 7A4 e 7T7A4D humanizados promovem a producdo de IL-
2(Figuras 13 e 18) e IFNy (Figuras 14 e 19) de uma forma
dependente da concentracdo. As culturas contendo o anticorpo de
controle de isotipo ndo mostraram increase na secrecdo de IFN-y
e IL-2. Assim, o0s resultados do estudo mostraram que o0s
anticorpos PD-1 humanizados Dbloqueiam a via PD-1, estimulando

respostas imunes de células T.

Exemplo 13: A resposta humana da retirada de células T ao
desafio do toxoide do tétano é aumentada pelo anticorpo anti-PD-

1 humanizado
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[00138] Para 1investigar se o acionamento do receptor de
células T especifico do antigeno foi modulado blogueando a via
PD-1/PD-L1 com anticorpos anti-PD-1, utilizou-se o ensaio de
retirada de células T humanas utilizando o antigeno teténico
toxoide (TT) para estimular células T de memdria pré-existentes
no sangue de doadores imunizados TT saudaveis. Para este fim, as
PBMC novas recentemente coletadas (amostras coletadas em menos
de 1 ano) de dadores imunizados com TT foram colocadas em placas
de fundo redondo de 96 pogos (costar, cat # 3799) a 4 x 10°
células/pogo utilizando RPMI1640 (Invitrogen, cat # A10491-01)
suplementado com 80 U/ml de penicilina, 80 g/ml de
estreptomicina e 30% de soro autdélogo. Anticorpos 13F1 ou 724
humanizados foram adicionados a varias concentracdes e
estimulados com 0,1 ug/ml de SEB e 1 ug/ml de TT (Astarte
Biologies). Apds cocultura durante 7 dias a 37° C, 5% de COz,0
sobrenadante foi colhido e a concentragdo de IFN-y foi medida.
Os resultados do estudo sdo mostrados na Figura 15, e demonstram
que, em comparacdo com o antigeno TT sozinho, o bloqueio de PD-

L1l com anticorpos anti-PD-1 resultou em uma secrecdo aumentada

de IFN-Y pelas células T de membdria.

Exemplo 14: Efeito do anticorpo anti-PD-1 humanizado sobre a
ativacdo de células T autdbdlogas

[00139] Neste exemplo, examinou-se o efeito de bloquear a via
PD-/PD-L1 pelo anticorpo anti-PD-1 humanizado na ativacdo de
células T. As células T CD4 + humanas purificadas (Mitenyi
Biotech, cat # 130-091-155) foram ativadas com anticorpo soluvel
anti-CD3 (R & D, cat # MAB100) 1 ug/ml na presenca de células

dendriticas derivadas de mondcitos autdlogos (DCs). Apds trés
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dias de ativacdo na presenca ou auséncia de anticorpo anti-PD-1
titulado, o meio de cultura foi colhido e a concentracdo de IFNy
foi medida com ELISA. Os resultados sdo mostrados na Figura 16 e
indicam que o bloqueio de PD-L1 por anticorpos anti-PD-1

potencializou a secrecdo de IFN-y pelas células T.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo que se liga a

PD-1 caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou fragmento do

mesmo compreende:

(i) uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo as SEQ ID NOs: 34, 35 e 36, respectivamente, e uma
sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada compreendendo as
SEQ ID NOs: 29, 30 e 31, respectivamente;

(ii) uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo as SEQ ID NOs: 55, 56 e 57, respectivamente, e uma
sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada compreendendo as
SEQ ID NO: 50, 51 e 52, respectivamente;

(iii) wuma sequéncia de CDR1l, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo as SEQ ID NOs: 65, 66 e 67, respectivamente, e uma
sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada compreendendo as
SEQ ID NOs: 60, 61 e 62, respectivamente;

(iv) uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo as SEQ ID NOs: 105, 106 e 107, respectivamente, e
uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada compreendendo
as SEQ ID NOs: 100, 101 e 102, respectivamente; ou

(v) uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo as SEQ ID NOs: 115, 116 e 117, respectivamente, e
uma sequéncia de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada compreendendo
as SEQ ID NOs: 110, 111 e 112, respectivamente;

em que o fragmento do mesmo é selecionado a partir do grupo
que consiste em um scFv, um fragmento Fab, um fragmento Fab’ e um
fragmento F(ab)’.

2. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
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compreendendo uma sequéncia de aminodcido das SEQ ID NOs: 34, 35
e 36, respectivamente; e uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminodcido das SEQ ID NOs: 29, 30
e 31, respectivamente.

3. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcido das SEQ ID NOs: 55, 56
e 57, respectivamente; e uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminocdcido das SEQ ID NOs: 50, 51
e 52, respectivamente.

4. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminodcido das SEQ ID NOs: 65, 66
e 67, respectivamente; e uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminocdcido das SEQ ID NOs: 60, o6l
e 62, respectivamente.

5. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoacido das SEQ ID NOs: 105, 106
e 107, respectivamente; e uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoadcido das SEQ ID NOs: 100, 101
e 102, respectivamente.

6. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve
compreendendo uma sequéncia de aminoadcido das SEQ ID NOs: 115, 116

e 117, respectivamente; e uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada
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compreendendo uma sequéncia de aminoacido das SEQ ID NOs: 110, 111
e 112, respectivamente.
7. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo é quimérico ou humanizado.
8. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende:

(i) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 33 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 28;

(ii) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 54 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 49;

(iii) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 64 e uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 59;

(iv) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 104 e uma regido variédvel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 99;

(v) uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 114 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 109;

(vi) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 143 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a
SEQ ID NO: 141; ou

(vii) uma regido variéavel de cadeia leve compreendendo a SEQ
ID NO: 152 e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo a

SEQ ID NO: 131.
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9. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma regido variavel de cadeia leve
de acordo com as SEQ ID NOs: 133 ou 152 e uma regido variavel de
cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 131.

10. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo compreende uma regido variadvel de cadeia leve
de acordo com a SEQ ID NO: 143 e uma regido varidvel de cadeia
pesada de acordo com a SEQ ID NO: 141.

11. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é um

anticorpo monoclonal.
12. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo é ligado ou conjugado a um agente terapéutico.
13. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 12, caracterizado pelo fato de que o agente

terapéutico é uma droga citotdxica, um isdétopo radioativo, um
imunomodulador ou um anticorpo.
14. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento do mesmo possui uma afinidade por PD-1 de 1 nM a 0,01
nM.
15. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo possui uma afinidade por PD-1 de 1 nM ou menos.
16. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou
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fragmento do mesmo possui uma afinidade por PD-1 de 0,1 nM ou
menos.
17. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo

possul uma EC50 de ligacdo de 5 ng/mL a 1000 ng/mL.
18. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que o anticorpo

bloqueia a ligacdo de PD-1 a PD-LI1.
19. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo bloqueia a ligagcdo de PD-1 a PD-L1 ou PD-L2 a
uma IC50 de 5 ng/mL a 1000 ng/mL.
20. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de gque o anticorpo ou

fragmento aumenta a ativacdo das células T conforme medido pela
producdo de citocinas inflamatérias.
21. Anticorpo isolado ou fragmento do mesmo, de acordo com

a reivindicacdo 20, caracterizado pelo fato de que o anticorpo ou

fragmento do mesmo aumenta a producdo de IL-2 e IFNy de células T.

22. Composicdo caracterizada pelo fato de gque compreende o

anticorpo ou fragmento do mesmo, conforme definido na
reivindicacdo 1, e um carreador farmaceuticamente aceitavel.

23. Polinucleotideo isolado caracterizado pelo fato de que

codifica o anticorpo ou fragmento do mesmo, conforme definido na
reivindicagcdo 1, em que:

(1) a cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 32 e a cadeia
pesada compreende a SEQ ID NO: 27;

(i1) a cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 53 e a cadeia

pesada compreende a SEQ ID NO: 48;
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(iii) a cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 63 e a cadeia
pesada compreende a SEQ ID NO: 58;

(iv) a cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 103 e a cadeia
pesada compreende a SEQ ID NO: 98; ou

(v) a cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 113 e a cadeia
pesada compreende a SEQ ID NO: 108.

24. Vetor de expressdo caracterizado pelo fato de que

compreende o polinucleotideo isolado, conforme definido na
reivindicacgédo 23.
25. Uso de um anticorpo ou fragmento do mesmo, conforme

definido em qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 21, caracterizado

por ser na fabricacdo de um medicamento ou composicdo farmacéutica
para tratar céncer ou uma doenca infecciosa em um paciente em
necessidade do mesmo, preferencialmente em gque o céncer é
selecionado do grupo que consiste em linfoma, leucemia, melanoma,
glioma, céncer de mama, céncer de pulmido, cancer de cdbdlon, céncer
6sseo, cancer de ovario, céncer de bexiga, cancer de rim, céncer
de figado, céncer de estdmago, cédncer retal, clncer testicular,
cdncer salivar, céncer de tiredide, céncer do timo, céncer
epitelial, céncer de cabeca ou pescoco, cdncer gastrico, céncer
pancreatico ou uma combinacdo dos mesmos; ou em que a doenca
infecciosa é selecionada a partir do grupo gue consiste em
candidiase, candidemia, aspergilose, pneumonia estreptocbdcica,
condicdes de pele e de orofaringe estreptocdcicas, sepse gram
negativa, tuberculose, mononucleose, influenza, doenca
respiratéria causada pelo Virus Sincicial Respiratdédrio, maléaria,

esquistossomose e tripanossomiase.
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