inote

SO
FRIFTNED

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Namero de Publicacéo: PT 1575484 E

(51) Classificacao Internacional:
A61K 6/00(2015.01) CO7K 16/28 (2015.01)

(22) Data de pedido: 2003.05.22

(30) Prioridade(s): 2002.05.23 IL 14982002

(43) Data de publicagéo do pedido: 2005.09.21

(45) Data e BPI da concesséao:

2015.07.08
214/2015

(73) Titular(es):
CURE TECH LTD.

HAYARKON STREET 42 81227 YAVNE IL
(72) Inventor(es):

BRITTA HARDY IL
STEVEN TARRAN JONES GB
LEAH KLAPPER IL

(74) Mandatario: . 3
ANTONIO INFANTE DA CAMARA TRIGUEIROS DE ARAGAO
RUA DO PATROCINIO, N¢ 94 1399-019 LISBOA PT

(54) Epigrafe: ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANIZADOS IMUNOMODULADORES PARA O
TRATAMENTO DE DOENCA NEOPLASICA OU IMUNODEFICIENCIA

(57) Resumo:

A PRESENTE INVENGAO PROPORCIONA UM ANTICORPO MONOCLONAL HUMANIZADO TENDO
EFEITOS IMUNOESTIMULADORES. ESTE ANTICORPO LIGA-SE ESPECIFICAMENTE A CELULAS
LINFOBLASTOIDES B, INDUZ PROLIFERAGAO E ATIVACAO DE LINFOCITOS DE SANGUE
PERIFERICO E E CAPAZ DE INDUZIR UM EFEITO ANTITUMORAL APOS ADMINISTRACAO A

INDIVIDUOS QUE SOFREM DE

CANCRO.



RESUMO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANIZADOS IMUNOMODULADORES PARA O
TRATAMENTO DE DOENCA NEOPLASICA OU IMUNODEFICIENCIA”

A presente invencdo proporciona um anticorpo monoclonal
humanizado tendo efeitos 1imunoestimuladores. Este anticorpo
liga-se especificamente a células linfoblastdides B, induz
proliferacdo e ativacdo de linfécitos de sangue periférico e é
capaz de induzir um efeito antitumoral apds administracdo a

individuos que sofrem de cancro.



DESCRIGAO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANIZADOS IMUNOMODULADORES PARA O
TRATAMENTO DE DOENCA NEOPLASICA OU IMUNODEFICIENCIA”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencado refere-se ao campo da imunoterapia e
mais especificamente refere-se a anticorpos monoclonais
humanizados Uteis para terapia de uma variedade de indicacdes,

particularmente no tratamento do cancro.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O cancro nas suas diferentes formas é uma importante causa
de morte nos humanos. Os tratamentos terapéuticos mais
amplamente utilizados do cancro sao a cirurgia, radiacdo e
quimioterapia. O aumento rédpido do conhecimento nos ultimos anos
acerca das bases moleculares e celulares da regulacdo 1imune,
particularmente ao nivel de respostas de células T, proporciona
um novo arsenal de abordagens imunoterapéuticas, incluindo o
desenvolvimento de vacinas tumorais. Foi demonstrado que
determinados anticorpos monoclonais (mAbs) tém atividade
imunomoduladora, incluindo a capacidade para se ligarem a
determinantes na superficie de células T e para induzirem

proliferacdo, ativacdo ou diferenciacgédo destas células.

Os anticorpos monoclonais derivados de hibridomas de

murganho contém extensdes substanciais da SEQuéncias de



aminocdcidos que sao imunogénicas quando injetadas num doente
humano, eliminando frequentemente a eficdcia terapéutica do
anticorpo apds um tratamento inicial. Embora a produgdo dos
denominados “anticorpos quiméricos” (i. e., regides varidveis de
murganho ligadas a regides constantes humanas) provou ser um
tanto ao quanto bem-sucedida, um impedimento significativo de

imunogenicidade permanece.

A tecnologia de ADN recombinante tem sido utilizada para
produzir imunoglobulinas contendo regides estruturais humanas
(FR) combinadas com regides determinantes de complementaridade
(CDR) a partir de uma imunoglobulina dadora de murganho ou rato.
Estas novas proteinas sédo denominadas imunoglobulinas
“reformuladas” ou “humanizadas” e o processo através do qual a
imunoglobulina dadora € convertida numa imunoglobulina de tipo
humano através da combinacdo das suas CDR com uma estrutura
humana ¢ denominado “humanizac&o”. 0Os anticorpos humanizados séo
importantes porque se ligam ao mesmo antigénio que os anticorpos
originais, mas sdo menos 1munogénicos quando injetados em

humanos.

A Patente U.S. N 6294654 divulga uma molécula de
imunoglobulina modificada ou um seu fragmento ou parte funcional
(Ig), que tem um péptido antigénico estranho a Ig incorporada e
um ou mais ansas nao CDR e em gque 0s principais aspetos gerais
da estrutura do dominio constante sdo mantidos. E ainda
divulgada a utilizacdo do anticorpo modificado para utilizacao

terapéutica ou profiladtica.

A Patente U.S. N¢ 6074635 divulga um método para ativacéao
independente de antigénio de células T in vitro compreendendo a
colocacdo em contato de células T na auséncia de antigénio com

uma combinacdo de, pelo menos, duas citocinas selecionadas do



grupo consistindo de interleucina-2, interleucina-6 e fator alfa
de necrose tumoral ou 0Ss seus fragmentos funcionalmente

equivalentes.

A Patente U.S. N2 5658741 divulga um método para induzir a
ativacdo e proliferacdo de células T, compreendendo o referido
método: (a) conjugar uma pluralidade de anticorpos monoclonais
especificos de células T a uma molécula de aminodextrano tendo
7-20% em peso de Jgrupos amina e um peso molecular de, pelo
menos, 100000 daltons, em que a razdo molar dos referidos
anticorpos para o referido aminodextrano ¢ maior ou igual a
dois; e (b) fazer reagir o referido conjugado com uma amostra
contendo as referidas células T para efetuar a ligacdo dos
referidos anticorpos conjugados as referidas células T para

induzir a ativacédo e proliferacdo das referidas células T.

A Patente U.S. 5585089 de Queen et al. divulga uma
imunoglobulina humanizada tendo regiodes determinantes de
complementaridade (CDR) de uma imunoglobulina dadora e
estruturas de regido varidvel de cadeia pesada e leve das
cadeias pesadas e leves de 1munoglobulina aceitadora humana,
cuja 1imunoglobulina humanizada liga-se especificamente a um
antigénio com uma constante de afinidade de, pelo menos, 10'M'e
ndo maior do que cerca de gquatro vezes a da i1imunoglobulina
dadora, em que a referida imunoglobulina humanizada compreende
aminoacidos da estrutura de imunoglobulina dadora fora das CDR
de Kabat e Chothia, em que os aminodcidos dadores substituem os
aminodcidos correspondentes nas estruturas de cadeia pesada ou
leve de imunoglobulina aceitadora, e cada dos referidos
aminodcidos dadores: (I) estd adjacente a uma CDR na sequéncia
de imunoglobulina dadora, ou (II) contém um Atomo dentro de uma
distdncia de 4 A de uma CDR na referida imunoglobulina

humanizada.



A Patente U.S. 5225539 de Winter, divulga um anticorpo
alterado ou um seu fragmento de ligacdo a antigénio, em que um
dominio wvaridvel do anticorpo ou fragmento de ligacdo a
antigénio tem as regides de estrutura do dominio variavel da
cadeia pesada ou leve de uma primeira 1imunoglobulina e as
regides determinantes de complementaridade do dominio wvariavel
da cadeia pesada ou leve de uma segunda imunoglobulina, em que o
referido dominio wvaridvel da cadeia pesada ou leve da segunda
imunoglobulina ¢é diferente do referido dominio wvaridvel da
cadeia pesada ou leve da primeira imunoglobulina em
especificidade de ligacdo ao antigénio, afinidade de ligacdo ao

antigénio, espécie, classe ou subclasse.

As patentes U.S. 5585089 e U.S. 5225539 néado proporcionam
ferramentas suficientes nem descrigdo detalhada para realizar a
sintese de um anticorpo alterado, particularmente um anticorpo

humanizado, por um especialista na técnica.

A Patente U.S. N2 5897862 de um dos regquerentes da presente
invengdo, a qual é aqui incorporada por referéncia, divulga um
anticorpo monoclonal ou um seu fragmento de ligacdo ao
antigénio, em que o anticorpo monoclonal: (i) é excretado pela
linha celular de hibridoma depositada na Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM), sob o N2 de Acesso I1-1397,
ou (ii) reconhece o mesmo epitopo antigénico que o anticorpo em
(i) . O anticorpo monoclonal divulgado no documento US 5897862 é
dirigido contra células “Daudi”, uma linha celular
linfoblastdéide B humana, e foi mostrado que estimula linfdcitos
de murino e células T de sangue periférico humano (Hardi et al.,
Cell Immunol. 118:22, 1989). Este anticorpo de murino é também
aqui denominado mais a frente mBAT-1. mBAT-1 também apresenta

efeitos antitumorais e imuncestimuladores em varios tipos de
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tumores (Hardi et al., Int. J. Oncol. 19:897, 2001) incluindo
tumores de origem humana (Hardi et al., Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 94:5756, 1997).

O Pedido de Patente Internacional WO 00/58363 de um dos
requerentes da presente invencgao, divulga um anticorpo
monoclonal que tem uma regido variadvel compreendendo a regido
varidvel da cadeia pesada e/ou a regido varidvel da cadeia leve
Kapa de mBAT-1 ou uma regido varidvel da cadeia pesada e/ou uma
regido varidvel da cadeia leve de Kapa tendo, pelo menos, 70% de
identidade com a regido varidvel da cadeia pesada e/ou a regiéo

variavel da cadeia leve Kapa de mBAT-1.

Em parte alguma da técnica anterior é ensinado ou sugerido
gque um anticorpo monoclonal humanizado compreendendo CDR de uma
origem de murino e FR de uma origem humana pode induzir uma
resposta imune e pode, ainda, apresentar atividade
anticancerigena. Além disso, existe uma necessidade nao
satisfeita para métodos de confianca para conceber anticorpos
humanizados funcionais, como € bem conhecido na técnica, gque a
sintese do anticorpo humanizado da presente invencdo ndo pode
ser previsivelmente ou rotineiramente baseada na técnica

anterior.

SUMARIO DA INVENCAO

E um objetivo da presente invencdo proporcionar um anticorpo
imunomodulador monoclonal humanizado, também aqui denominado
adiante hBAT-1, que se liga a células linfoblastdides B e induz
proliferagcdo e ativacdo de linfécitos de sangue periférico. O
referido hBAT-1 é baseado no anticorpo imunomodulador monoclonal

de murino previamente conhecido, também aqui denominado mBAT-1,
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o qual se liga a células linfoblastdéides B e induz proliferacao
e ativacdo de linfdécitos de sangue periférico e induz ainda um

efeito antitumoral quando injetado num individuo que tem tumor.

A presente divulgacgao proporciona uma descricao detalhada do
processo de humanizacéo de mBAT-1 em conjunto com a
fundamentacdo para cada passo de sintese. Assim, a descricdo do
processo de humanizacdo proporcionado na presente invencdo é
adequada para humanizacdo de anticorpos BAT, além de mBAT-1, por

um especialista na técnica.

A administragdo do anticorpo BAT-1 humanizado oferece um
método para prevencao terapéutica, detecdo ou tratamento do
cancro. O tratamento de um individuo com a sua necessidade, com
a forma humanizada do anticorpo BAT-1, como proporcionado pela
presente invencgdo, ¢é consideravelmente mais eficiente do que o
tratamento com um anticorpo BAT-1 qguimérico e evita respostas

imunogénicas adversas.

A presente invencado ¢é baseada, em parte, na inesperada
observacdo de que o anticorpo BAT-1 humanizado parece induzir um
maior efeito antitumoral do que o induzido pelo anticorpo BAT-1

de murino parental.

De acordo com um primeiro aspeto, a presente invencéao
proporciona um anticorpo monoclonal humanizado tendo, pelo
menos, uma regido determinante de complementaridade (CDR) do
anticorpo monoclonal de murino BAT-1 (mBAT-1) e uma regido de
estrutura (FR) derivada de uma imunoglobulina humana aceitadora,
em que o anticorpo humanizado retém a atividade antitumoral do
anticorpo monoclonal mBAT-1 e é menos imunogénico num individuo

humano do que o referido anticorpo de murino.



De acordo <com uma forma de realizacgao, 0 anticorpo
humanizado induz um maior efeito antitumoral do que aqgquele

induzido pelo anticorpo BAT-1 de murino parental

De acordo <com outra forma de realizacao, o anticorpo
humanizado compreende as regides determinantes de
complementaridade (CDR) do anticorpo monoclonal de murino BAT-1
(mMBAT-1), em gque o anticorpo humanizado compreende:

a. regides varidveis da cadeia leve da fdérmula:
FR11—CDR11-FR;2—CDR1;—FR;3—CDR:3—FR14, em que cada FR é
independentemente uma regidao de estrutura de um anticorpo humano
e cada CDR ¢é uma regido determinante de complementaridade,
derivadas de BAT-1;

b. regibdes varidveis da cadeia pesada da fdérmula:
FRy1—CDRy1—-FRyz—CDRyz—FRy3—CDRys—FRys, em que cada FR é separadamente
uma regido de estrutura de um anticorpo humano e cada CDR é uma

regido determinante de complementaridade, de mBAT-1.

De acordo com um segundo aspeto, a presente invencao
proporciona um anticorpo monoclonal humanizado tendo uma regido
Fab geneticamente modificada compreendendo as regides
determinantes de complementaridade (CDR) do anticorpo monoclonal
de murino BAT-1 (mBAT-1), em gue o anticorpo geneticamente
modificado retém a atividade bioldgica do referido mBAT-1 e em
que o referido anticorpo monoclonal geneticamente modificado

compreende uma sequéncia de aminodcidos selecionada de:

(i) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo as
sequéncias de aminoacidos de: CDRmx  (SEQ ID No°: 12); CDRy2
(SEQ ID N2: 13); CDRyz (SEQ ID N2: 14); e uma regido variavel da
cadeia leve compreendendo as sequéncias de aminoacidos de CDRr:

(SEQ ID N°: 9); CDR;, (SEQ ID N°: 10); CDR;s (SEQ ID N¢: 11);



(ii) regides varidveis da cadeia pesada e da cadeia leve
compreendendo as sequéncias de aminodcidos tendo mais do que
cerca de 80 por cento de semelhanca com a totalidade ou parte
das seqguéncias de: CDRy; (SEQ ID N2: 12); CDRyz (SEQ ID N2: 13);
CDRgz (SEQ ID N¢: 14); CDRy; (SEQ ID N¢: 9); CDRp; (SEQ ID N2: 10);
CDR:;3 (SEQ ID N¢: 11);

(iii) um anticorpo de (i) ou (ii) em gque um ou mais residuos
de aminoacidos foi adicionado, suprimido, substituido ou
modificado quimicamente, sem afetar substancialmente a

especificidade bioldégica ou a atividade de ligacdo do anticorpo.

De acordo com uma forma de realizagcdao, as regides de

estrutura (FR) sé&o derivadas de um anticorpo humano.

De acordo <com outra forma de realizacd&o, o anticorpo
monoclonal humanizado compreende regiodes determinantes de
complementaridade (CDR) do anticorpo monoclonal de murino BAT-1
(mBAT-1), em gque o referido anticorpo humanizado compreende:

a. regides varidveis da cadeia leve da férmula:
FR11—CDR11-FRp2—CDR,—FR13—CDR13—-FR14, em que cada FR é
independentemente uma regido de estrutura de um anticorpo humano
e cada CDR é uma regido determinante de complementaridade, em
que a sequéncia de aminoacidos de CDRy1 é SARSSVSYMH
(SEQ ID N2: 9); CDRr; € RTSNLAS (SEQ ID N@2: 10); CDRiys € QQRSSFPLT
(SEQ ID N29: 11);

b. as regides varidveis da cadeia pesada da férmula:
FRy1—CDRy1 —FRyz;—CDRy; —FRyz—CDRyz—FRys, em que cada FR é,
separadamente, uma regiao de estrutura de um anticorpo humano e
cada CDR é uma regido determinante de complementaridade, em que
a sequéncia de aminocadcidos de: CDRy; € NYGMN (SEQ ID N¢: 12);
CDRy; € WINTDSGESTYAEEFKG (SEQ ID N¢: 13); CDRyz; € VGYDALDY
(SEQ ID N¢: 14).



Ainda de acordo com outra forma de realizacdo, o referido
anticorpo humanizado induz um maior efeito antitumor do gque o
anticorpo BAT-1 monoclonal de murino; ou o referido anticorpo
humanizado induz um maior efeito antimetastdtico do que o
anticorpo BAT-1 monoclonal de murino; ou as FR da regiéo
varidvel da cadeia pesada sdo derivadas da FR da regido variavel
da cadeia pesada do anticorpo hsighv1295 humano; ou as FR da
regido varidvel da cadeia da leve kapa s&o baseadas nas FR da
regido varidvel da cadeia leve kapa do anticorpo TEL9 humano; ou
tem uma regido constante kapa humana; ou o anticorpo € ainda
marcado com um marcador de detecao, imobilizado numa fase
sbélida, ou conjugada com um composto heterdlogo; ou as regides
varidveis da cadeia leve do anticorpo monoclonal humanizado séo
selecionadas do grupo consistindo de: BATRxax (SEQ ID N¢: 15),
BATRKg (SEQ ID N¢: 16), BATRK¢ (SEQ ID N2: 17), BATRKp
(SEQ ID N¢: 18), e as regides varidveis da cadeia pesada séo
selecionadas do grupo consistindo de: BATRHR (SEQ ID N¢: 20),
BATRHg (SEQ ID N2: 21), BATRH¢ (SEQ ID N2°: 22), BATRHp
(SEQ ID N2: 23) ou BATRHg (SEQ ID Ne°: 24); ou as regiodes

variadveis do anticorpo monoclonal humanizado sdo selecionadas do

grupo consistindo de: BATRH,/BATRK, (SEQ ID N@2: 20/
SEQ ID N¢2: 15), BATRHg/BATRKa (SEQ ID N¢: 21/SEQ ID N¢: 15),
BATRHy/BATRKg (SEQ ID N@9: 21/SEQ ID N@: 16), BATRH./BATRKg
(SEQ ID N°: 22/SEQ ID N°: 16), BATRHs/BATRKp (SEQ ID N¢: 21/

SEQ ID N¢: 18) ou BATRH./BATRkp (SEQ ID N¢: 22/SEQ ID N¢: 18).

Ainda de acordo com outra forma de realizacdo, o anticorpo é
um anticorpo de tamanho total.
Ainda de acordo com outra forma de realizacdo, o anticorpo é

do isotipo IgG.



Ainda de acordo com outra forma de realizacdo, a referida

subclasse de isotipo € selecionada de IgG; ou IgG.

De acordo com um terceiro aspeto, a presente invencao
proporciona um fragmento de anticorpo derivado do anticorpo
humanizado como acima indicado, em que o fragmento de anticorpo
é selecionado do grupo consistindo de: Fv, F(ab’), F(ab’),, um

anticorpo de cadeia simples.

De acordo <com uma forma de realizacgao, 0 anticorpo
humanizado & gerado por tecnologia de ADN recombinante,

utilizando enxerto de CDR.

De acordo com um quarto aspeto, a presente invencao
proporciona uma construgdo polinucleotidica isolada codificando
qualquer dos anticorpos monoclonais, como mencionados acima ou

0s seus fragmentos.

De acordo com uma forma de realizacao, a construcgéao
polinucleotidica isolada codifica uma regido varidvel da cadeia
da leve kapa selecionada do grupo consistindo de: SEQ ID N¢: 15,

SEQ ID N°: 16, SEQ ID N¢: 17, SEQ ID N¢: 18.

De acordo com outra forma de realizacdo, a construcgao
polinucleotidica isolada é selecionada do grupo consistindo de:

SEQ ID N¢: 87, SEQ ID N¢: 88, SEQ ID N¢: 89.

Ainda de acordo com outra forma de realizacao, a construcgao
polinucleotidica isolada codifica uma regido varidvel da cadeia
pesada selecionada do grupo consistindo de: SEQ ID N2: 20,

SEQ ID N°: 21, SEQ ID N¢: 22, SEQ ID N¢: 23, SEQ ID N°: 24.
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De acordo com ainda outra forma de realizacgcdao, a construcéao
polinucleotidica isolada € selecionada do grupo consistindo de:

SEQ ID N¢: 90, SEQ ID N@2: 91, SEQ ID N¢: 92.

De acordo com um qguinto aspeto, a presente invencgédo
proporciona um vetor compreendendo qualgquer dos polinucledtidos

acima.

De acordo com uma forma de realizacdao, o vetor compreende
ainda, pelo menos, uma sequéncia de polinucledtidos que codifica
um componente selecionado do grupo consistindo de: um promotor
ligado operativamente ao polinucledtido que codifica o)
anticorpo, um ou mais genes de resisténcia, uma sequéncia de
Kozak, uma origem de replicacdo, um ou mais genes marcadores de
selecdo, um elemento intensificador, terminador de transcricgao,
um péptido de sinal, regido constante kapa humana gendmica,

regido constante de IgG humana gendmica.

De acordo com outra forma de realizagdo, o vetor é um
plasmideo ou um virus. De um modo preferido, o vetor &
selecionado do grupo compreendendo: pKN110, pGlD200, pGlKD210,
PpUC ou pBR322.

De acordo com ainda outra forma de realizagdo, o vetor

compreende a sequéncia de polinucledtidos da SEQ ID N¢: 93.

De acordo com um sexto aspeto, a presente invencao

proporciona uma célula hospedeira compreendendo o vetor acima.

De acordo com uma forma de realizacdo, a célula hospedeira é
capaz de expressar um anticorpo ou os seus fragmentos; ou é
selecionada de eucaridtica e procaridética; ou é selecionada do

grupo consistindo de: células CHO, CHOdhfr, NSO, COS ou COS7.
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De acordo <com um gSétimo aspeto, a presente 1invencao
proporciona uma composicao farmacéutica compreendendo como um

ingrediente ativo, o anticorpo acima ou os seus fragmentos de

anticorpo.
De acordo com uma forma de realizacao, a composicao
farmacéutica compreende ainda um veiculo, diluente ou

estabilizador fisiologicamente aceitéavel.

De acordo <com um oitavo aspeto, a presente invencao
proporciona a utilizacdo do anticorpo acima ou dos seus
fragmentos de anticorpo, para a preparacdao de um medicamento

para o tratamento do cancro.

De acordo com uma forma de realizacao, o} cancro &
selecionado de melanoma, tumores pulmonares, cancro colorretal

ou metastases hepaticas.

De acordo com um nono aspeto, a presente invencao
proporciona a utilizacd&o do anticorpo monoclonal humanizado
acima ou fragmentos de anticorpo, para a preparacadao de uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma guantidade eficaz do
referido anticorpo ou fragmentos de anticorpo, para induzir
atividade proliferativa, citolitica ou estimuladora de células T

CD4+.

De acordo <com um décimo aspeto, a presente invencao
proporciona a utilizagcdo do anticorpo monoclonal humanizado
acima ou fragmentos de anticorpo, para a preparacao de uma
composicéo farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz do
referido anticorpo ou fragmentos de anticorpo, para aumentar a

sobrevivéncia de células T CD4+.
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De acordo <com uma forma de realizacéao, a composicéo
farmacéutica ¢é dirigida ao tratamento de uma imunodeficiéncia

genética ou adguirida.

De acordo com outra forma de realizacdao, a composicéao
farmacéutica ¢ dirigida ao tratamento das fases iniciais da

infegdo por HIV.

Ainda de acordo com outra forma de realizacgcdo, a composicéo
farmacéutica € dirigida ao tratamento da SIDA (Sindrome da

Imunodeficiéncia Adgquirida).

De acordo com ainda outra forma de realizacdao, a composicao
farmacéutica ¢é dirigida ao tratamento de doentes que tém um

contagem sanguinea que mostra uma diminuicdo em células T CD4+.

De acordo com um décimo primeiro aspeto, a presente invencéo
proporciona um método para produzir o anticorpo acima. O método
compreende os passos de (i) transfetar de uma célula hospedeira
com um vetor compreendendo uma sequéncia de polinucledétidos que
codifica o referido anticorpo, ou cotransfecdo da célula
hospedeira com 2 vetores, cada compreendendo uma sequéncia de
polinucledtidos que codifica as regides da cadeia pesada ou leve
do referido anticorpo; (ii) cultivar a célula hospedeira de (i)
de modo que o referido anticorpo seja expresso; e (1ii)

recuperar o anticorpo a partir do hospedeiro.
Outros objetivos, caracteristicas e vantagens da presente

invencdo tornar-se-ao evidentes a partir da seguinte descricgéao

detalhada e reivindicac¢des anexas.

13



BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIGURA 1 mostra as sequéncias de ADN e peptidicas da
regido varidvel da cadeia leve kapa (Vy) do anticorpo BAT-1 de

murino.

A FIGURA 2 descreve as classes candnicas de CDR na regido Vi
de BAT-1 de murino. "“Classes candnicas de Chothia” indica onde
foram utilizadas as classes candnicas como definidas por Chothia
e seus colegas (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 ibid;
Tramontano et al., J. Mol. Biol. 215:175, 1990), enquanto
“classes candnicas de Martin” significa onde foram utilizadas as
classes candnicas definidas por Martin e Tornton (Martin et al.,
J. Mol. Biol. 263:800, 1996). Os residuos da FR sdo destacados a

negrito.

A FIGURA 3 apresenta as sequéncias de ADN e peptidicas da
regido varidvel da cadeia pesada (Vyg) do anticorpo BAT-1 de

murino.

A FIGURA 4 descreve as classes candnicas de CDR na regido Vy
de BAT-1 de murino. "“Classes candénicas de Chothia” indica onde
foram utilizadas as classes canédnicas como definidas por Chothia
e seus colegas (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 ibid;
Tramontano et al., 1ibid), enquanto “classes candnicas de Martin”
significa onde foram utilizadas as classes candnicas definidas
por Martin e Tornton (Martin et al., 1ibid). 0Os residuos da FR

sdo destacados a negrito.

A FIGURA 5 mostra as sequéncias de aminodcidos das varias
versdes da regido Vg de BAT-1 humanizado que sao propostas

(SEQ ID N¢ 15-18). Nos casos em que oS8 residuos da regido Vk de
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BAT-1 correspondem a sequéncia da regido Vk de TEL9 é mostrado
um ponto [.]. Nos casos em que nenhum aminodcido estd presente
numa posicdo de residuo especifica é mostrado um traco [-]. Nos
casos em que um aminodcido nas FR de TEL9 é alterado na regiao
Vk de BAT-1 humanizado, ¢é destacado a negrito. As CDR séo
descritas através da wutilizacdo da nomenclatura [==Ll==]. A
numeracdo utilizada ¢é de acordo com Kabat (Kabat et al.,
Sequences of proteins of immunological interest, Quinta Edicgéao,

U.S. Department of Health and Human Services, U.S. Government

Printing Office, 1991).

A FIGURA 6 apresenta as sequéncias de aminodcidos das varias
versdes da regidao Vy de BAT-1 humanizado gque sado propostas
(SEQ ID N¢ 20-24). Nos casos em que o0s residuos da regido Vy de
BAT-1 correspondem as sequéncias da regido Vy hsighv1295 humana é
mostrado um ponto [.]. Nos casos em que nenhum aminodcido esta
presente numa posicdo de residuo especifica € mostrado um trago
[-]. Nos casos em gue um aminodcido nas FR de hsighv1295 &
alterado na regido Vg de BAT-lhumanizado, é destacado a negrito.
As CDR sa&o descritas através da utilizacdo da nomenclatura
[==Hl1==], enquanto [-———- ] denota parte da ansa estrutural de
Hl. A numeragdo utilizada é de acordo com Kabat (Kabat et al.,

ibid) .

A FIGURA 7 mostra as sequéncias de ADN (SEQ ID N¢ 87) e
peptidicas (SEQ ID N¢ 15) da versdo A (BATRkp) da regido variéavel
da cadeia leve kapa humana reformulada do anticorpo BAT-1

humanizado.

A FIGURA 8 mostra as sequéncias de ADN (SEQ ID N¢ 88) e

peptidicas (SEQ ID N¢ 16) da versdo B (BATRky) da regido variavel
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da cadeia 1leve kapa humana reformulada do anticorpo BAT-1

humanizado.

A FIGURA 9 apresenta as sequéncias de ADN (SEQ ID N2 89) e
peptidicas (SEQ ID N¢ 18) da versdo D (BATRKp) da regido variéavel
da cadeia leve kapa humana reformulada do anticorpo BAT-1

humanizado.

A FIGURA 10 é uma representacdo esquematica da construcédo do

vetor pKN110-BATRKjp.

A FIGURA 11 ¢ uma representacdo esquemdtica da cassete da
cadeia leve de BAT-1 introduzida em vetores de expressao da

cadeia leve de BAT-1.

As FIGURAS 12-14 ndo fazem parte da presente invencéao.

A FIGURA 15 é uma representacdo esquemdtica da construgdo do

vetor pGlD110.BAT-1.RH:.

A FIGURA 16 ¢ uma representacdo esquemadtica da cassete
cadeia pesada de BAT-1 introduzida em vetores de expressao da

cadeia pesada de BAT-1.

A FIGURA 17 ¢é uma representacdo esquemdtica do vetor de
expressdo de mamifero da cadeia pesada de imunoglobulina gama-1

pG1D200.

A FIGURA 18 ¢é uma representacdo esquemdtica do vetor de

expressdo simples pGlKD210.BAT-1.RHC/RKD (SEQ ID N¢ 93).
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A FIGURA 19 ¢ uma representacdo esquemdtica da cassete da
cadeia pesada e 1leve BATRkp/BATRH: introduzida no vetor de

expressao simples para a expressao do anticorpo BAT-1 completo.

A FIGURA 20 mostra um ELISA de células Daudi da variante

humanizada BATRHg/BATRKy contra anticorpo quimérico BAT-1.

A FIGURA 21 mostra um ELISA de células Daudi das variantes
humanizadas BATRHg/BATRKx € BATRHA/BATRk, contra o anticorpo

quimérico BAT-1.

A FIGURA 22 mostra um ELISA de células Daudi das variantes
humanizadas BATRH:/BATRkg e BATRH:/BATRKp contra anticorpo

quimérico BAT-1.

A FIGURA 23 mostra um ELISA de células Daudi da variante

humanizada BATRHy/BATRKp contra o anticorpo quimérico BAT-1.

A FIGURA 24 apresenta curvas de ligacdo dependentes da dose
para células Daudi do mAb BAT-1 de murino e do mAb yl humanizado

BATRH:/BATRKp.

A FIGURA 25 ilustra a atividade antimetastdtica dependente
da dose do mAb vyl humanizado BATRH./BATRkp; (hBAT) em tumores
pulmonares B16 de murino, em relacgéao ao controlo (sem
tratamento) e ao tratamento com o mAb BAT-1 de murino original.
Todos 0s tratamentos foram administrados intravenosamente
14 dias apds inoculacdo do tumor e os pulmdes foram examinados

10 dias apdés o tratamento.

A FIGURA 26 representa o efeito inibidor do mAb vl

humanizado BATRH./BATRK; no melanoma humano (SK-28) em murganhos
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SCID enxertados com linfdécitos humanos. O efeito do BAT-1
humanizado no crescimento tumoral € comparado com o controlo
(sem tratamento) ou O tratamento com mAb BAT-1 de murino

(mBAT-1) .

A FIGURA 27 demonstra a atividade antimetastatica do mAb vyl
humanizado BATRH:/BATRxkp num Modelo de Tumor de Murino (HM7)

implantado em murganhos BALB/c nude.

A FIGURA 28 mostra a co-localizacdo do mAb vyl humanizado
BATRH:/BATRkpy (hBAT) com CD4 (A) e CD8 (B) determinada por

citometria de fluxo em linfdécitos circunscritos.

A FIGURA 29 apresenta a ligacdo do mAb vyl humanizado
BATRH:/BATRkp aos marcadores celulares CD19 (A) e CD20 (B) de

linfécitos B isolados a partir de um dador normal.

A FIGURA 30 representa a ligacdo do mAb BAT humanizado a
células T CD4+ nédo ativadas (dia 0, A; dia 5, C) e ativadas

(2 dias, B; 5 dias, D).

A FIGURA 31 mostra a ligac&o do mAb BAT humanizado a células
T CD69" ativadas com esferas conjugadas a anti-CD3 e anti-CD28 de
um modo dependente da dose (sem ativacdo, A; 0,25 pL, B; 0,5 pL,
C).

A FIGURA 32 apresenta a co-localizacdo do mAb vyl humanizado
BATRHq./BATRKXp, com marcador CD25 de células T de um modo
dependente do tempo: dia 0, A; dia 2 e dia 5 da ativacédo, B e D

respetivamente; dia 5 sem ativacao, C.
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A FIGURA 33 mostra a co-localizacdo do mAb vyl humanizado
BATRH./BATRkp; com marcador ligando-de-CD40 de células T de um
modo dependente do tempo: dia 0, A; dia 1, dia 2 e dia 5 da

ativacao, B-C e E, respetivamente; dia 5 sem ativacao, D.
A FIGURA 34 descreve o aumento induzido por hBAT no numero
de células CD4+ vidveis, 1isoladas a partir de dois dadores

separados (A e B).

A FIGURA 35 apresenta a ligagdo de hBAT a linhas celulares
Daudi (A) e Jurkat (B).

A FIGURA 36 demonstra a ligacdo de hBAT a PBL de doentes

cancerigenos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

I. Definigdes

Por conveniéncia, sdo apresentados determinados termos

utilizados na descricdo, exemplos e reivindicacédes.

0O termo “anticorpo” ¢ utilizado no sentido mais amplo e
cobre especificamente anticorpos monoclonais (incluindo
anticorpos monoclonais de tamanho total) e fragmentos de
anticorpo desde que apresentem a atividade bioldgica desejada.
Os “fragmentos de anticorpo” compreendem uma porgao de um
anticorpo de tamanho total, geralmente a sua regido varidvel ou
de ligacdo a antigénio. Os exemplos de fragmentos de anticorpo
incluem Fab, Fab’, F(ab’), e fragmentos Fv; diacorpos;

anticorpos lineares; moléculas de anticorpo de cadeia simples; e
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anticorpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de

anticorpo.

A expressao “anticorpo monoclonal” como aqui utilizada,
refere-se a anticorpos que sdo altamente especificos, sendo
dirigidos <contra um Unico 1local antigénico. Os anticorpos
monoclonais a serem utilizados de acordo com a presente invencao
podem ser feitos por métodos de ADN recombinante (ver, e. g.,

Patente U.S. 4816567 de Cabilly et al.).

A expressdo residuos de “regido de estrutura” ou “FR” séo
aqueles residuos de dominio variavel que ndo aqueles residuos da
regido hipervaridvel como aqui definida. A expressdo “regiao
hipervaridvel” quando aqui utilizada refere-se aos residuos de
aminocdcidos de um anticorpo que sé&o responsaveis por ligacdo ao
antigénio. A  regido  hipervaridvel compreende residuos de
aminodcidos de uma “regido determinante de complementaridade” ou
“CDR”. As CDR sé&o principalmente responsdveis por ligacdo a um
epitopo de um antigénio. A extensdo de FR e CDR foi definida

precisamente (ver, Kabat et al., ibid).

Como aqui wutilizado, a expressao “anticorpo humanizado”
refere-se a um anticorpo compreendendo uma regido de estrutura
de um anticorpo humano e uma ou mais CDR de uma imunoglobulina
ndo humana (geralmente um murganho ou um rato). As partes de uma
imunoglobulina humanizada, a excecdo possivelmente de CDR, séo
substancialmente idénticas as partes correspondentes da
SEQuéncias de imunoglobulina humana natural. Importante, &
esperado que o anticorpo humanizado se ligue ao mesmo antigénio
que o anticorpo dador que proporciona as CDR. Para mais
detalhes, ver, e. g., Pat. U.S. N¢ 5225539 da Medical Research

Council, Reino Unido.
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A expressao “anticorpo humano” pretende designar um
anticorpo codificado por um gene que ocorre de facto num humano,

ou um seu alelo, variante ou mutante.

Como aqgqui utilizado, o termo imunoglobulina “dadora” ou
“parental” refere-se a imunoglobulina n&o humana gque proporciona

as CDR.

Como aqui wutilizado, o termo imunoglobulina “aceitadora”

refere-se a imunoglobulina humana que proporciona a estrutura.

Como agqui wutilizado, a expressdo “wetor de expressao”
refere-se a uma molécula de ADN recombinante contendo uma
sequéncia codificante desejada e sequéncias de 4acidos nucleicos
apropriadas necesséarias para a expressao da sequéncia
codificante operativamente ligada numa célula hospedeira
particular. Estd contemplado gque a presente invencdo abrange
vetores de expressdo que estdo integrados em genomas de células
hospedeiras, assim como vetores que permanecem nado integrados no

genoma do hospedeiro.

A expressdo “células geneticamente modificadas”, como aqui
referida refere-se a células que sdo transfetadas ou infetadas
por um vetor, como exemplificado por um virus que codifica um
polipéptido de interesse, sendo as referidas células capazes de
expressar o referido polipéptido. Particularmente no contexto
desta invencédo, as células geneticamente modificadas sao capazes

de expressar e excretar o anticorpo da invencéao.
0O termo “transfecdo” refere-se a introdugdo de ADN numa

célula hospedeira. E contemplado que as sequéncias codificantes

podem ser expressas em células transfetadas. Sao conhecidos
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numerosos métodos de transfecdo do técnico com conhecimento

geral na matéria, por exemplo, CaPO, e eletroporacio.

Como aqui wutilizado, a expressao “efeito antitumoral”
refere-se a um efeito bioldgico que pode ser manifestado por uma
diminuig¢édo em volume tumoral, uma diminuig¢do no numero de
células tumorais, uma diminuicdo no numero de metdstases, um
aumento na esperanca de vida ou melhoria de véarios sintomas
fisioldgicos associados com o estado cancerigeno. Um “efeito
antitumoral” pode também ser manifestado, em primeiro lugar,
pela capacidade do anticorpo da invencdo na prevencao da
ocorréncia do tumor. Dadas as suas propriedades, o anticorpo da
invencdo pode ser utilizado no tratamento de cancro agudo, assim

como na profilaxia do cancro.

Agqui o termo “excipiente” refere-se a uma substancia inerte
adicionada a uma composicao farmacéutica para facilitar
adicionalmente a administracdo de um composto. Os exemplos, sem
limitagdo, de excipientes incluem carbonato de calcio, fosfato
de célcio, varios acucares e tipos de amido, derivados de
celulose, gelatina, ¢éleos vegetais e polietilenoglicdis. As
composicdes farmacéuticas podem também incluir um ou mais

ingredientes ativos adicionais.
A expressao “Reaccdo em Cadeia da Polimerase” (“PCR")

refere-se aos métodos divulgados nas Pat. U.S. N¢ 4683195;

4683202 e 4965188.
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II. Modos preferidos para realizar a invengéo

a. Preparacdo do anticorpo

De modo a humanizar o anticorpo BAT-1, & preparado o
material inicial de anticorpo nado humano, nomeadamente mBAT-1,
seguindo a concegcdo e preparacdo das variantes humanizadas.
Alguns aspetos desta invencgdo, incluindo a selecdo de um dominio
varidvel de anticorpo nado humano dador, humanizacdo de uma
sequéncia de gene de anticorpo e producdo de um anticorpo

humanizado desejado, sao descritos nas seguintes seccdes.

(1) Preparacgdo do anticorpo nado humanizado

O anticorpo monoclonal BAT-1 de murino foi descrito
previamente na patente U.S. 5897862. Desta forma, uma linha
celular de  hibridoma representativa que produz anticorpos
monoclonais BAT-1 de murino, foi depositada na Colection
Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) , Institute
Pasteur, 25, Rue du Docteur Roux, 75724, Paris, Cedex 15, sob o

N¢ de Acesso de Depdsito I-1397, em 28 de Janeiro de 1994.

Alternativamente, o anticorpo BAT-1 vl1/xk quimérico como
produzido a partir do BAT-1 de murino pode ser utilizado para a
preparacao de um BAT-1 humanizado. O anticorpo BAT-1 gquimérico e

a sua producdo foram descritos no pedido PCT N2 WO 00/58363.
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(ii) Estratégia de concecdo do anticorpo humanizado

A presente invencdo divulga processos para humanizacgao do
anticorpo BAT-1 através de um processo em que o anticorpo dador,
de um modo preferido, anticorpo de murganho, ¢é convertido num
anticorpo de tipo humano, por combinacédo das CDR do anticorpo
dador com uma estrutura humana. Em determinadas formas de
realizacgdo, pode ser desejavel produzir variantes da SEQuéncias
de aminocdcidos do anticorpo humanizado, particularmente nos
casos em que estas melhoram a afinidade de 1ligacé&o ou outras
propriedades do anticorpo humanizado. Os métodos aplicados para
selecionar locails para substituicédo, insercdo ou delecédo, a
partir do anticorpo BAT-1 dador e do anticorpo aceitador humano
selecionado, incluindo a selecéao de anticorpos humanos
aceitadores, sdo descritos em detalhe. As extensas andlises e
diretrizes para humanizagdo de anticorpo, as duails sao aqgqui
proporcionadas abaixo, n&o sdo divulgadas na técnica anterior e

sdo cruciais para a preparacdo de um anticorpo alterado ativo.

A concegdo de um anticorpo humanizado é iniciada, de um modo
preferido, por anadlise da SEQuéncia das cadeias pesadas e leves
da regido varidvel de anticorpo ndo humano, também aqui
denominadas adiante Vy e Vi, respetivamente. Tal andlise inclui
uma comparacgao entre a sequéncia de aminoadcidos de Vi e Vi do
anticorpo né&o humanizado e de outras regides varidveis de
murganho. Numa forma de realizacdo preferida, a comparacgcao pode
ser ainda conduzida com sequéncias de consenso dos subgrupos em
que as regides variadveis foram subdivididas na base de dados de
Kabat (Kabat et al., ibid). A classificacdo dos diferentes
elementos da regido wvaridvel facilita a selecdo de regides
variaveis de imunoglobulina que s&o semelhantes a Vp e Vg do
anticorpo nao humanizado da presente invencao e estéao

estruturalmente resolvidas.
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A selecdo da regido variadvel da cadeia leve humana kapa,
também aqui denominada mais a frente Vk, e de Vi que ird servir
como a base da regido variadvel do anticorpo humanizado, também
denominado um anticorpo aceitador ¢, de um modo preferido,
iniciada através de classificacdo de Vg, e Vy do anticorpo néo
humano de acordo com sequéncias de consenso de imunoglobulinas
humanas. Particularmente, V;, do anticorpo ndo humanizado ¢é
comparada e consequentemente categorizada de acordo com as
sequéncias de consenso dos quatro subgrupos de regido variavel
da cadeia leve humana kapa, como definido por Kabat (Kabat
et al., 1ibid). De modo semelhante, Vg do anticorpo ndo humanizado
é comparada e categorizada de acordo com as sequéncias de
consenso dos trés subgrupos da regido varidvel da cadeia pesada

humana.

A selecdo de Vk e Vg humana aceitadora ¢, de um modo
preferido, prosseguida através de conducdo de uma comparacao
entre Vp e Vg do anticorpo nao humano parental da invencdo e todos
0os exemplos registados da SEQuéncias individuais de regides
varidveis humanas publicamente disponiveis. Vxkx e Vy humanas
apropriadas sdo selecionadas com base no emparelhamento mais

préximo ao anticorpo nédo humano parental.

A andlise das sequéncias dos anticorpos dadores e
humanizados e referéncia a modelos moleculares apropriados, pode
ajudar a discernir gque residuos podem estar envolvidos na
ligagdo a antigénio ou na manutengdo da estrutura de anticorpo
apropriada e que residuos devem ser removidos ou substituidos de

modo a melhorar a estrutura do anticorpo humanizado.

Os modelos moleculares das regibes varidveis de anticorpos

ndao humanos e humanizados sad0 assim preparados para ajudar a
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concecgcao do anticorpo humanizado. A modelacdo destas estruturas
é Dbaseada nas classificac¢des dos elementos da regido varidvel
que foram determinados no processo de andlise e podem ser
obtidos, por exemplo, através da utilizacdo de técnicas
ab initio e de homologia. As correspondentes estruturas
cristalograficas de raio X podem ser obtidas a partir da base de

dados Brookhaven.

Os elementos dentro da regido varidvel do anticorpo néo
humano da invencédo, tais como FR, CDR e estruturas de ansa, séao
modelados em elementos de regides varidveis de imunoglobulina
estruturalmente resolvidas semelhantes. Os impedimentos
estéricos sao identificados nos modelos e consequentemente as
cadeias laterais desemparelhadas sao selecionadas para
substituicao. Uma abordagem ©particularmente preferida para
conformacdo da estrutura inclui a categorizacdo dos elementos
estruturais de acordo com classes candnicas baseadas naqguelas
descritas por Chothia e seus colegas (Chothia et al., 1987,
1989, 1992 ibid; Tramontano et al., ibid) . Uma abordagem
preferida para a previsdo de estrutura inclui uma pesquisa de
base de dados ou pesquiza CONGEN (Bruccoleri, R.E. et al.,
Biopolymers 26:137, 1987). As Vx e Vg humanas selecionadas, as
quais serviriam como base do anticorpo humanizado, sao modeladas
de modo semelhante e as suas sequéncias de aminodcidos séo
estudadas para determinar se alguns dos seus residuos podem,
provavelmente, influenciar adversamente a especificidade de

ligacéo.

A minimizagdo energética é aplicada, de um modo preferido,
apds ter-se ajustado os modelos para impedimentos estéricos
6bvios. A minimizagdo energética € aqui implementada para
aliviar contactos atdmicos desfavordveis e para otimizar a

interacdo de van der Waals e eletrostéatica.
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Como resultado do processo de concecao acima, as variantes
de anticorpo humanizado de BAT-1 podem compreender residuos de
aminodcidos conservadores substituidos ou adicionais que n&o séo
encontrados no anticorpo recipiente ou no anticorpo dador. A
delecdo de residuos de aminoédcidos, incluidos nos anticorpos
originais aceitadores ou dadores, pode também ser aplicada.
Estas modificagcdes sado feitas para refinar o desempenho do
anticorpo e para nao ter substancialmente nenhum efeito na
ligagdo ao antigénio ou noutras funcgdes de imunoglobulina. Os
locais de maior interesse para modificacgdes, incluem as ansas
hipervaridveis, mas alteracdes da FR estdo também contempladas.
Os residuos da regido hipervaridvel ou os residuos da FR
envolvidos na ligagdo ao antigénio sédo geralmente substituidos
de um modo relativamente conservador. As substituicdes
conservadoras que podem ser aplicadas na presente invencéo
compreendem as seguintes opgbes: Val, Ile; Ser, Thr; Lys, Arg;
Phe, Tyr; Trp, Leu; Asp, Ser; Cys, Thr; Gln, Lys; Val, Ala; Asn,

Ser; Thr, Asn.

(1ii) Construcgdo das variantes de anticorpo humanizado

Geralmente, as variantes de anticorpo BAT-1 s&o preparadas
convencionalmente em cultura de células recombinantes, como
descrito em maior detalhe abaixo. Aqui a sintese recombinante é
aqui preferida, mas sabe-se como preparar péptidos através de
sintese quimica ou como purificd-los a partir de fontes

naturais.

As técnicas de biologia molecular e os protocolos de enxerto
de CDR adequados para realizar a invencéo, como aqui descritas,

sdo conhecidas dos especialistas na técnica. Os ensinamentos

27



adequados sao descritos em numerosos manuais e publicacgdes
originais, incluindo inter alia, Sambrook et al., (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1989);
Ausubel et al., (Protocols In Molecular Biology, Green
Publishing Associates and Wiley-Interscience, John Wiley and
Sons, Nova Iorque 1987, 1988, 1989); Patente U.S. N¢ 5225539 e
5585089.

As sequéncias de aminodcidos das CDR da cadeia leve e pesada
de BAT-1 sao aqui identificadas e ilustradas na FIG. 5 e 6: CDRi:
(SEQ ID N¢ 9 e SEQ L1 na FIG. 5): SARSS VSYMH; CDR;; (SEQ ID N2
10 e SEQ L2 na FIG. 5): RTSNL AS; CDRrz (SEQ ID N2 11 e SEQ L3 na
FIG. 5): QORSS FPLT; CDRy; (SEQ ID N¢ 12 e SEQ Hl1 na FIG. 6):
NYGMN; CDRy; (SEQ ID N¢ 13 e SEQ H2 na FIG. 6): WINTD SGEST YAEEF
KG; CDRyz: (SEQ ID N2 14 e SEQ H3 na FIG. 6): VGYDA LDY.

Utilizando estas sequéncias de aminodcidos, 0s
oligonucledétidos que codificam estas CDR podem ser sintetizados
para utilizacao na presente invencgao. Além disso, 0s
oligonucledétidos podem conter nucledétidos para além daqueles de
CDR de BAT-1, por exemplo, para facilitar a clonagem ou para
introduzir locais de restricdo. As técnicas de sintese de
oligonucledtidos adequadas para este aspeto da invencdo sdo bem
conhecidas do especialista na técnica e podem ser realizadas
utilizando gqualquer de varios sintetizadores automatizados
comercialmente disponiveis. Além disso, os ADN que codificam as
CDR aqui apresentadas podem ser obtidos através dos servicos de
sintese de ADN de vendedores comerciais. Ndo é assim necesséario

re-clonar CDR de BAT-1 a partir de uma fonte natural.

As CDR de mBAT-1 sdo enxertadas num anticorpo humano para

produzir as variantes de BAT-1 humanizado. Deverd ser entendido
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que o anticorpo humano neste contexto se refere a qualquer
anticorpo que ocorre num anticorpo humano ou manipulado que foi
concebido, sob alguns aspetos, para ser compativel com o sistema
imune humano. Sao particularmente preferidos para este objetivo
0os anticorpos que, de um modo geral, ndo produzem uma resposta

imune adversa num doente.

Para construir anticorpos BAT-1 humanizados com CDR
enxertadas, os oligonucledétidos que codificam as CDR de BAT-1
podem ser integradas noutros ADN que codifica as cadeias pesadas
e leves de anticorpo e seus fragmentos, utilizando técnicas
recombinantes bem conhecidas, tais como aquelas descritas nas
referéncias acima. Particularmente, as CDR de BAT-1 podem ser
introduzidas em praticamente qualgquer conjunto de FR de acordo
com a presente invencado. Uma variedade de genes de anticorpo
humanos estd disponivel na forma de depdsitos publicamente
acessivels e genes de anticorpo adequados podem ser sintetizados
a partir destas sequéncias, muito como descrito acima. As
técnicas preferidas utilizadas neste contexto, para clonagem e
manipulagdo de polinucledétidos, sdo ilustradas através dos

métodos e exemplos apresentados.

As sequéncias de aminocdcidos de mBAT-1 e de FR reformuladas
da cadeia leve (FIG. 5) e pesada (FIG. 6) de BAT-1 e FR
modificadas sdo aqui identificadas: FRy; (SEQ ID N¢ 1): EIVLT
QSPSS LSASV GDRVT ITC; FRry; (SEQ ID N¢ 2): WXaaQQK PGKAP KLXbbI
Y, em que Xaa = F, Y e Xbb = W, L; FRyz (SEQ ID N2 3): GVPSR
FSGSG SGTXaaXbb XccLTIN SLQPE DFATY YC, em que Xaa = D, S;

Xbb = Y, F e Xcc = C, T; FRps (SEQ ID N2 4): FGGGT KLEIK; FRm
(SEQ ID N¢ 5): QXaaQLV QSGSE LKKPG ASVKI SCKAS GIXbbFXcc, em que
Xaa = I, V; Xbb = T, S; Xcc = T, S; FRyg, (SEQ ID N¢ 6): WVXaaQA
PGQGL XbbWMG, em que Xaa = R, K; Xbb = Q, K; FRy (SEQ ID N2 7):
REFXaaFsS LDTSV XbbTAYL QITSL XccAEDT GMYFC XddXee, em que

29



Xaa =V, A; Xbb = N, S; Xcc =T, N; Xdd =V, A; Xee = R, K; FRu
(SEQ ID N¢ 8): WGQGT LVTVS S.

Os oligonucledétidos que codificam as CDR de BAT-1 e/ou
residuos de FR especificos origindrios de anticorpos humanos
podem ser utilizados para introduzir coddes no ADN que codifica
Vk ou Vy das variantes de BAT-1 humanizado. De acordo com este
aspeto da invencado, os codbes adicionais podem incluir aqueles
ndao derivados de CDR de BAT-1, assim como aqueles que constituem
as CDR. Estas bases adicionais podem ser incluidas para
facilitar a ligacdo de CDR a FR de uma fonte heterdéloga. Podem
compreender locais de restricdo ou regides complementares
sobreponiveis para este objetivo. Os ADN molde sdo tipicamente

vetores de ADN de cadeia simples (ss—ADN).

As CDR das cadeias pesadas e leves de BAT-1 podem também ser
modificadas, particularmente apds a incorporacdo num anticorpo
humanizado utilizando técnicas de ADN recombinante bem
conhecidas para suprimir, introduzir e alterar bases num ADN ou
ARN clonado ou sintético. As técnicas de mutagénese dirigida
adequadas para este fim sdo bem conhecidas dos especialistas na
técnica e sao 1lustradas nas referéncias anteriores relativas a
técnicas de ADN recombinante. Estes métodos podem ser utilizados
para introduzir praticamente qualgquer alteracdo desejada em
polinucledtidos que codificam as CDR de BAT-1 ou noutras regides

de um gene de cadeia pesada ou leve fechado.

A sintese de ADN mais longo, de cadeia dupla, a partir de
ADN mails curto, sobreponiveis, de cadeia simples, € Dbem
conhecida dos especialistas na técnica. Do mesmo modo, € bem
conhecida a ligacao de extremidade a extremidade de ADN,
incluindo ADN de extremidade romba e aqueles com, pelo menos,

parcialmente sobreponiveis terminais complementares. Por
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exemplo, estas técnicas sao ilustradas nas referéncias

anteriores sobre técnicas de ADN recombinante.

A construcdo de todas as versdes da regido varidvel de BAT-1
humano ¢é realizada, de um modo preferido, como descrito por
Stemmer (Stemmer et al., GENE 164:49, 1995). Essencialmente,
este método é favorecido para a sintese de longas sequéncias de
ADN a partir de um grande numero de oligodesoxirribonucledtidos
(oligos). O método baseia-se em ADN polimerase utilizando a
técnica de PCR convencional, para construir fragmentos de ADN
cada vez mais 1longos durante o processo de montagem. Uma vez
sintetizado o novo gene da regido variavel, este ¢é subclonado,
de um modo preferido, num vetor que ¢ transformado em células
competentes, como descrito nas referéncias acima. Os putativos
clones positivos podem ser identificados por rastreio com PCR
utilizando iniciadores apropriados e/ou por digestao de
restricéo. Os clones individuais selecionados dos clones
positivos confirmados podem ser sequenciados como ADN de cadeia
dupla (ds—-ADN). De um modo preferido, os ds—-ADN resultantes
podem ser novamente verificados para erros induzidos por PCR,
através da SEQuenciacéao, e corrigidos por subclonagem de

fragmentos corretos a partir de outros clones.

O ADN de clones selecionados, a partir do clone positivo
confirmado, contendo VK ou Vi humanizado da wvariante de BAT-1
pode ser introduzido diretamente em vetores de expressao gue
compreendem as regides constantes pesadas e leves humanas,
respetivamente. Assim gque o ADN que codifica a wvariante de
anticorpo completo enxertado com CDR de BAT-1 humanizado, ou as
regides da cadeia pesada ou leve do anticorpo enxertado com CDR
de BAT-1 humanizado, foi montado, este pode ser introduzido num

vetor para propagagao e expressao através de técnicas
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convencionais. Deste modo podem ser obtidas quantidades

desejadas do anticorpo.

(iv) Expressao das variantes de anticorpo BAT-1 humanizado

A invencdo também proporciona sequéncias de polinucledtidos
isolados que codificam o anticorpo BAT-1 humanizado completo, a
regido varidvel ou completa da cadeia 1leve, a sequéncia da
regido varidvel ou completa da cadeia pesada, assim como vetores
e células hospedeiras compreendendo o) acido nucleico

codificante.

Para a produgdo recombinante do anticorpo BAT-1, a sequéncia
de polinucledtido que codifica o referido anticorpo ou os seus
fragmentos, ¢é 1isolada e introduzida num vetor replicdvel para
clonagem adicional, amplificacdo ou para expressao. O ADN que
codifica o anticorpo ¢é ©prontamente isolado e sequenciado
utilizando processos convencionais (e. g., utilizando sondas de
oligonucledétidos que sido capazes de se ligarem especificamente a
genes que codificam as cadeias pesadas e leves do anticorpo).
Estdo disponiveis muitos vetores que incluem geralmente, mas néao
estdo limitados a, um ou mais dos seguintes: uma sequéncia de
sinal, uma origem de replicacao, um ou mais genes marcadores, um
elemento intensificador, um promotor e uma sequéncia de

terminacdo de transcricéo.

Para a expressao, o polinucledtido que codifica o anticorpo
BAT-1 humanizado ou os seus fragmentos, pode ser clonado num
vetor de expressao. Tais vetores sao bem conhecidos dos
especialistas na técnica. Uma sequéncia de controlo de
expressdo, tais como uma imunoglobulina ou promotor viral, é

introduzida a montante do polinucledétido. Marcadores de selecéo,
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tais como o gene dhfr ou outros marcadores de selecado adequados
bem conhecidos dos especialistas na técnica, sdo incluidos no
vetor para permitir a selecdo de células hospedeiras que estdo a

expressar o referido polinucleétido incluido no vetor.

A célula hospedeira pode endogenamente produzir anticorpos,
enquanto numa alternativa, a célula é modificada geneticamente
para produzir anticorpos. 0s exemplos de células gque produzem
endogenamente anticorpos incluem, mas nao estdao limitados a,
hibridomas, linfomas, plasmacitomas e células transformadas com
EBV. Uma célula pode ser modificada geneticamente para produzir
anticorpos através de métodos convencionais, tal como por

transfecdo com um vetor que codifica uma molécula de anticorpo.

Em utilizacéo, o vetor de expressdao compreendendo o
polinucledétido que codifica o anticorpo BAT-1 humanizado ou os
seus fragmentos, € transfetado em células. 0s métodos de
transfecgdo sdo bem conhecidos na técnica e tais métodos séo
adequados para emprego na presente invencdo. As células que
expressam O vetor de expressao sao selecionadas utilizando o
marcador de selecdo incorporado o vetor de expressdo ou um vetor
utilizado para co-transfecdo. As células gue expressam O
anticorpo podem ser rastreadas através de imunoensaios de
adsorcao ligado a enzima (ELISA) ou outros métodos adequados bem

conhecidos dos especialistas na técnica.

As variantes de anticorpo BAT-1 humanizado s&o introduzidas
numa célula hospedeira através transfecao de um vetor
compreendendo um polinucledtido codificando o anticorpo completo
ou fragmento Fv do anticorpo. As variantes anticorpo BAT-1
humanizado sd&o também introduzidas em <células hospedeiras
através de co-transfegcdo de: (i) um vetor compreendendo um

polinucledtido que codifica a regido de cadeia leve completa ou
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varidvel do anticorpo e (idi) um vetor compreendendo um
polinucledtido que codifica a regido da cadeia pesada completa

ou varidvel do anticorpo.

O anticorpo da invencdo pode ser produzido através de
transfegcdo de um Unico vetor compreendendo sequéncias de
polinucleétido que codificam as regides variaveils leves e
pesadas do anticorpo. Este vetor pode compreender ainda dois
promotores, cada ligado operativamente a sequéncia de
polinucledétidos que codifica as regides da cadeia leve e cadeia
pesada de BAT-1 reformulado. A expressao resultante do anticorpo
BAT-1 é mais alta do que a sua expressao apds co-transfecdo com
dois wvetores, cada um codificando as regides da cadeia leve ou
cadeia pesada, do anticorpo, sendo a transfecdo e co-transfecéao

conduzidas numa célula hospedeira semelhante.

As variantes de anticorpo BAT-1 humanizado podem ser
expressas em qualgquer tipo de célula adequado, incluindo mas néo
limitado a, células de mamifero, ave, inseto, bacterianas ou de
levedura. Os exemplos de células de mamifero incluem, mas néo
estdo limitadas a, células humanas, de coelho, roedor (e. g.,
murganho, rato) e de bovino. A célula pode ser uma célula de
mieloma, uma célula de ovadrio de hamster Chinés (CHO), célula

C0S, célula COS7 ou fibroblasto.

As linhas de células produtoras de anticorpos podem ser
cultivadas utilizando técnicas bem conhecidas dos especialistas.
Tais técnicas s&o descritas numa variedade de manuais de
laboratdério e publicag¢des originais. Por exemplo, as técnicas
adequadas para utilizacao na invencgao, como descrita abaixo, sao
descritas em Current Protocols in Immunology, Coligan et al.,
(Green Publishing Associates and Wiley-Interscience, John Wiley

& Sons, N.I. 1991).
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Os anticorpos monoclonais humanizados da invencao podem ser
congelados ou liofilizados para armazenamento e reconstituidos
num veiculo adequado antes da utilizacdo. Esta técnica mostrou
ser eficaz com imunoglobulinas convencionais e podem ser
utilizadas técnicas de liofilizacdo e reconstituicdo conhecidas
na técnica. Deve ser entendido pelos especialistas na técnica
que a liofilizacdo e reconstituicdo podem conduzir a varios
graus de perda de atividade de anticorpo e o0s niveis de

utilizacdo podem ter que ser ajustados para compensar.

(v) Purificacdao do anticorpo BAT-1 humanizado

Utilizando técnicas recombinantes, o anticorpo pode ser
produzido intracelularmente, no espago peripldsmico ou excretado
diretamente no meio. Se o) anticorpo for produzido
intracelularmente, como um primeiro passo, 0s detritos
particulados, sejam células hospedeiras ou fragmentos lisados,
sao removidos através, por exemplo, de centrifugacao ou
ultrafiltracdo. Carter et al., (Biotechnology 10:163, 1992)
descrevem um processo para 1isolar anticorpos que sao excretados
para o espaco periplasmico de E. coli. Resumidamente, a pasta
celular é descongelada na presenca de acetato de sdédio (pH 3,5),
EDTA e fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante cerca de
30 minutos. Os detritos celulares podem ser removidos através de

centrifugacéao.

O anticorpo da invengao pode ser excretado no meio, o0s
sobrenadantes de tais sistemas de expressao sao geralmente
primeiro concentrados utilizando um filtro de concentracao de
proteina comercialmente disponivel, por exemplo, uma unidade de

ultrafiltracdo da Amicon ou millipore. Um 1inibidor de protease
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pode ser incluido em gqualquer dos passos anteriores para inibir
a protedlise e podem ser incluidos antibidéticos para prevenir o

crescimento de contaminantes acidentais.

A composicdo de anticorpo preparada a partir das células
pode ser purificada utilizando métodos bem conhecidos na
técnica, por exemplo, cromatografia de hidroxiapatite,
eletroforese em gel, didlise e cromatografia de afinidade, sendo
a cromatografia de afinidade, particularmente com proteina A,
uma técnica de purificacédo preferida. A matriz a qual o ligando
de afinidade estd 1ligado ¢ muito freguentemente agarose, mas
estdo disponiveis outras matrizes. As matrizes mecanicamente
estédveis, tais como vidro de poro controlado ou
poli (estirenodivinil)benzeno, permitem caudais mais rapidos e
tempos de processamento mais curtos dos que podem ser
conseguidos com agarose. Nos casos em que O anticorpo compreende
um dominio Cy3, a resina ABX™ da Bakerbond (J. T. Baker,
Phillipsburg, N.J.) € util para a purificacdo. Outras técnicas
para purificacédo de ©proteina, tais como fracionamento numa
coluna de permuta idnica, precipitacdo com etanol, HPLC da fase
reversa, cromatografia em silica, cromatografia em heparina
SEPHAROSE™, cromatografia numa resina de permuta anidnica ou
catiénica (tal como uma coluna de 4cido ©poliaspéartico),
cromatografia de focagem, SDS-PAGE e precipitacdo com sulfato de
aménio, estdo também disponiveis dependendo do anticorpo a ser

recuperado.

(vi) Depdésito da Linha Celular

Os anticorpos monoclonais BAT humanizados podem  ser
idénticos na sua funcdo ou atividade aqueles produzidos por
células depositadas sob o N¢ ATCC (PTA-5189) em 9 de maio de
2003.
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ITT. Farmacologia

(i) Composig¢des farmacéuticas

A invengdo também proporciona uma composicdo compreendendo ©

anticorpo da invencgao.

De acordo com outra forma de realizacdo, a presente invencao
proporciona uma composicdo farmacéutica compreendendo como um
ingrediente ativo o anticorpo da invencéo. As referidas
composicbes podem ser em qualquer forma farmacéutica adequada
para administracdo a um doente, incluindo, mas nao limitada a,
solucdes, suspensbes, pds liofilizados para reconstituicdo com
um veiculo adequado ou diluicé&o antes de utilizacédo, céapsulas e
comprimidos. As composicdes farmacéuticas divulgadas nesta
invengdo podem compreender ainda qualquer diluente ou veiculo
farmaceuticamente aceitével para proporcionar conjugados
fisiologicamente aceitdveis, compreendendo os anticorpos com
agentes terapéuticos para diagnéstico, progndéstico e terapia,

entre outras.

As composicdes farmacéuticas da presente invencdo podem ser
fabricadas através de processos bem conhecidos na técnica,
e. g., através de pProcessos convencionais de mistura,
dissolucgéao, granulacéao, moagem, pulverizacao, fabricacao de
drageias, levigacédo, emulsionamento, encapsulacdo, captura ou

liofilizacéao.

As composig¢des farmacéuticas para utilizacgdo de acordo com a
presente invencao podem assim ser formuladas de modo
convencional, utilizando um ou mais veiculos fisiologicamente
aceitédveis, compreendendo excipientes e auxiliares, as quais

facilitam o processamento dos compostos ativos em preparacgdes
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que podem ser utilizadas farmaceuticamente. A formulacao

apropriada é dependente da via de administracé&o escolhida.

Para injecao, os compostos da invencao podem ser formulados
em solugdes aquosas, de um  modo preferido, em tampdes
fisiologicamente compativeis, tais como solucdo de Hank, solucédo
de Ringer ou tampdo de soro fisioldgico. Para administracéao
transmucosal, sao utilizados na formulacéao penetrantes
apropriados a barreira a ser permeada. Tais penetrantes, por
exemplo, polietilenoglicol, sao geralmente conhecidos na
técnica. As composicgdes farmacéuticas que podem ser utilizadas

oralmente, inclui capsulas de encaixe rapido.

Para administracao por inalacao, as moléculas para
utilizacéao de acordo com a presente invencéao séo
convenientemente distribuidas na forma de uma apresentacdo de
spray aerossol, tals como uma embalagem pressurizada ou um
nebulizador com a utilizacdo de um propulsor adequado, e. g.,
diclorodifluorometano, triclorofluorometano, dicloro-
tetrafluoroetano ou didéxido de carbono. No caso de um aerossol
pressurizado, a unidade de dosagem pode ser determinada ao
proporcionar  uma valvula para distribuir uma quantidade
calibrada. As céapsulas e cartuchos, e. g., de gelatina, para
utilizagcdo num inalador ou insuflador, podem ser formuladas
contendo uma mistura pulverizada do polipéptido e uma base em pd

adequada, tais como lactose ou amido.

As composicdes farmacéuticas para administracdo parentérica
incluem solucgbes aquosas dos 1ngredientes ativos em forma
hidrossoluvel. Adicionalmente, as suspensoes dos compostos
ativos podem ser preparadas como suspensdes oleosas de injecéo
apropriadas. Veiculos naturais ou sintéticos adequados sé&o bem

conhecidos na técnica. Opcionalmente, a suspensao pode também
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conter estabilizadores ou agentes adequados, o0s gquails aumentam a
solubilidade dos compostos, para permitir a preparacido de
solugdes altamente concentradas. Alternativamente, o ingrediente
ativo pode estar na forma de pd para reconstituicdo com um
veiculo adequado, e. g., agua estéril apirdgena, antes da

utilizacéao.

As composicdes farmacéuticas adequadas para utilizacdo no
contexto da presente invencado incluem composicdes em que que 0S
ingredientes ativos estdo contidos numa quantidade eficaz para
conseguir o) fim pretendido. Todas as formulacdes para
administracdo devem ser em dosagens adequadas para a via de
administracéao escolhida. Mais especificamente, uma “dose
terapeuticamente eficaz” significa uma quantidade de um composto
eficaz para prevenir, aliviar ou melhorar os sintomas de uma
doengca do individuo a ser tratado. A determinacdo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz estd dentro da capacidade dos
especialistas na técnica, especialmente a luz da divulgacéo

detalhada aqui proporcionada.

A toxicidade e a eficacia terapéutica das composicdes aqui
descritas podem ser determinadas por processos farmacéuticos
convencionais em culturas de células ou animais experimentais,
e. g., através da determinacdo da ICsy (a concentracdo gue
proporciona 50% de inibicdo) e da dose méxima tolerada para um
composto em causa. Os dados obtidos a partir destes ensaios de
cultura de células e estudos em animais podem ser utilizados na
formulacdo de uma gama de dosagem para utilizacdo humana. A
dosagem pode variar dependendo da forma de dosagem utilizada e
da via de administracdo utilizada. A formulacao exata, a via de
administracdo e a dosagem podem ser escolhidos pelo médico
individual face ao estado do doente. Dependendo da gravidade e

da responsividade do estado a ser tratado, a dosagem pode também
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ser uma administracdo uUnica de uma composicdo de libertacéo
lenta, com curso do tratamento a durar desde diversos dias a
diversas semanas ou até a cura ser efetuada ou ser conseguida
diminuig¢do do estado de doenca. A guantidade de uma composigao a
ser administrada serd, naturalmente, dependente do individuo a
ser tratado, da gravidade da afecdo, do modo de administracao,
da avaliacdo do médico que prescreve e todos os outros fatores

relevantes.

(ii) Aspetos terapéuticos

Foi verificado que um anticorpo monoclonal de acordo com a
invencdo 1induz uma variedade de efeitos antitumorais numa
variedade de tumores. Dentro do ambito da presente invencgdo, o
novo hBAT-1 pode ser wutilizado no tratamento tumoral. A
expressao “quantidade eficaz” deve ser entendida como
significando uma quantidade de um anticorpo requerida para
consegulir um efeito terapéutico. A quantidade eficaz requerida
para conseguir o resultado final terapéutico pode depender de um
numero de fatores, incluindo, por exemplo, o tipo de tumor e a
gravidade do estado do doente (i. e., o estado cancerigeno), e
se o anticorpo é coadministrado em conjunto com outro agente qgue
atua em conjunto com o anticorpo de um modo aditivo ou
sinérgico. O anticorpo pode ser administrado apds detecdo de
tumores primarios ou secunddrios no individuo ou, como terapia
preventiva de um individuo que tem um risco elevado de
desenvolver cancros, tal como um individuo exposto a radiacdo ou

que tem uma predisposicdo genética.

A administracdo das referidas composicdes pode ser realizada
tipicamente por administracéao parentérica, e. g.,
intravenosamente (i.v.) intraperitonealmente (i.p.) ou
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intramuscularlmente (i.m.). Os métodos de tratamento podem
compreender composicdes farmacéuticas dos anticorpos de acordo
com a 1nvencdo. Alternativamente ou adicionalmente, os métodos
de tratamento podem incluir terapia celular, ex vivo ou in vivo,

em que as células sédo autdélogas ou alogeneicas.

De modo a impulsionar a atividade antitumoral do anticorpo,
é por vezes vantajoso administrar o anticorpo da invencéo
conjuntamente, antes ou depois da administracdo de outros
agentes, o0s qualis podem atuar de modo aditivo ou sinérgico com
estes. 0Os exemplos compreendem varias citocinas, incluindo mas
nao limitadas a IL-1 (Interleucina-1), IL-2, IL-6 e IFN-o
(interferdo- o), assim como vacinas celulares ou anticorpos
adicionais, incluindo mas nao limitados a, anticorpos
estimuladores de células T ou anticorpos terapéuticos

antitumorais.

O anticorpo da invencdo pode ser Util na terapia de uma
variedade de doencas, a excecdo do cancro onde a ativacdo ou
outros efeitos do anticorpo na atividade proliferativa,
citolitica ou estimuladora do sistema imune pode ter um efeito
terapéutico, tal como, por exemplo, em fases precoces da infecéo
por HIV ou em doentes cuja contagem sanguinea mostra uma
diminuicdo em células T CD4+ (o virus causador de SIDA, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida), em varios disturbios autoimunes,
ou em alguns casos de imunodeficiéncias genéticas ou adquiridas.
Em doentes de SIDA, o anticorpo pode ser administrado aos
individuos infetados que ndo desenvolveram ainda quaisquer
sintomas da doenca ou em individuos em fases ©precoces do

processo de infecao por HIV.

A dose do anticorpo ou composigdo a ser administrada a um

individuo deve ser suficiente para efetuar uma resposta

41



terapéutica benéfica no individuo ao longo do tempo ou para
inibir o crescimento tumoral. Assim, o anticorpo ou a composicgao
podem ser administrados a um individuo numa quantidade
suficiente para aliviar, reduzir, curar ou, pelo menos, parar

parcialmente a doencga.

A dose serd determinada pela atividade da composicéo
terapéutica produzida e do estado do individuo, assim como do
peso corporal ou da area superficial do individuo a ser tratado.
O tamanho da dose e o regime de dosagem também sera determinado
pela existéncia, natureza e extensao de alguns efeitos
secundarios adversos que acompanham a administracdo de uma
composicdo terapéutica particular num individuo particular. Ao
determinar a quantidade eficaz da composicdo terapéutica a ser
administrada, o médico necessita avaliar os niveis plasméaticos

circulantes, toxicidade e progressao da doencga.

Tendo-se agora descrito genericamente a invencdo, a mesma
serd mals prontamente entendida com referéncia aos seguintes
exemplos, 0s quals s&o proporcionados a titulo ilustrativo e néo

pretendem ser limitativos da presente invencéao.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Andlise da SEQuéncia da regido variavel da cadeia leve kapa

(Vk) de BAT-1 de murganho

As sequéncias de ADN e de aminocdcidos da regido Vk de BAT-1

sdo mostradas na FIG. 1. As sequéncias de aminoadcidos foram
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comparadas com outras regides varidveis de murganho e também com
as sequéncias de consenso dos subgrupos em gue as regides
varidveis foram subdivididas na base de dados de Kabat (Kabat
et al., ibid). A partir desta andlise, verificou-se que a regido

Vk de BAT-1 emparelha mais intimamente com as sequéncias

de consenso do subgrupo Iv de kapa de murganho
(Identidade = 88,38%; Semelhanca = 92,45) e do subgrupo VI de
kapa de murganho (Identidade = 87,74%; Semelhanca = 89,62).

Quando apenas as FR da regido varidvel da cadeia leve kapa de
BAT-1 (i. e., sem os aminodcidos nas CDR) foram comparadas com
0os subgrupos IV e VI de murganho, a percentagem de identidade
aumentou até exatamente 90,00% para ambos, enquanto a
percentagem de semelhanca aumentou para 92,50%, novamente para
ambas as sequéncias de consenso. Contudo, apesar das estreitas
semelhancas com ambos o0s subgrupos de Kabat, foi decidido que a
regido Vx de BAT-1 de murino deve ser classificada como

subgrupo VI de murganho.

A razdo para a selecdo do subgrupo VI de murganho foi
relacionada com as classes candnicas das ansas hipervaridveis da
regido Vx de BAT-1, como definidas por Chothia e seus
colaboradores (Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901, 1987;
Nature 34:877, 1989; J. Mol. Biol. 227:799, 1992; Tramontano et
al., 1ibid). De acordo com Chothia, cada uma das CDR: CDR1 (L1),
CDR2 (L2) e CDR3 (L3) eram da classe candnica 1 (FIG. 2).
Crucialmente, a ansa hipervaridvel L1 da classe candnica 1 de 10
aminocdcidos foi apenas observada nas regides Vk de murganho o

que se ajustou ao subgrupo VI de Kabat.

As classes candnicas mais restritivas para as estruturas de
ansa relacionadas com CDR foram mais recentemente definidas por
Martin e Thornton (Martin et al., 1ibid) e também estas sédo

descritas na FIG. 2. A utilidade das novas definigdes de classes
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canénicas deve-se a sua restringéncia, a qual por sua vez, esté
relacionada com a presencga de um maior numero dos denominados
residuos candnicos de estrutura em cada classe. A importancia
destes residuos “Yextra”, potencialmente chave, foi
posteriormente considerada ao conceber o anticorpo BAT-1
humanizado. As ansas L1 e L2 foram facilmente atribuidas as
classes candnicas de Martins 1/10A e 1/7A, respetivamente,
contudo, a ansa L3 né&o emparelhou perfeitamente nenhuma das
classes disponiveis. A classe gque emparelhou mais estreitamente
foi a classe 1/9A, contudo, para ajustar a esta classe teria que
existir residuo na posicdo 28 na regido Vk de BAT-1, gue néo
estava atualmente presente. O gene da linha germinal da regiéo
varidvel da cadeia leve kapa de murganho mais prdéxima de Vk de
BAT-1 foi H4, qgque também continha uma ansa L1 de 10 aminoacidos
(Tabela 1). Apenas 12 desemparelhamentos foram encontrados entre
a sequéncia da 1linha germinal H4 e a regido Vk de BAT-1. A
maioria destes desemparelhamentos estava posicionada nas CDR com
apenas quatro diferencas localizadas nas FR. A maioria destes
desemparelhamentos foram alteracdes muito conservadoras, a
excecdo da cisteina na posicdo 72 (numeracdo de Kabat) em FR3. A
sua posicdo imediatamente adjacente a um residuo candnico
importante (posicdo 71) sugeriu que a cisteina poderia ter um
papel chave na ligacdo ao antigénio. N&o obstante, tomados em
conjunto, o exemplo acima sugeriu claramente gque a sequéncia de

BAT-1 era tipica de uma regido varidvel Vk de murganho.
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Tabela 1

Nome -Id. ‘Residuos 1-50 de Vk de BAT de murino Vs.

Seq. Res. Vk da linha germinal de murganho

BAT 106 QIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSARS-~~--- SVSYMHWQOKPGTSPKIL

H4 B3 o8B TY. ... S...
HYOx 83 ... ... ... .......... .. Mo Y8
1

R9 83 .. M B T Y
M3 o8& ... W e YVY RS ..
HS 8t il Lic ccw oo BUGE B e e S K vvnwis S
Hil 81 e Veeane s e s Mo i i Sie e V.S..LY.¥Y.....5...
HO9 81 SR e e s My S8
R2 76 E.L....... TA . e v iiienaenen S e s N.Y.....8...
T3B pAT e S e e e oS PR R O

R11 74 EN....... veBi e M. . ..5.8.....V.S.NL..Y...5...T.
H6/X2 74 E......... PR ST e s e B e Y...S.....
4

L8 M oB.... AL .m.88. . 9BLL L B
R1/s1 72 EN......... A..L.Q...M....8.8..... VS LY .8 .80
07b

R13 72 EN......coeoobii ... MS.R.5. . e, N..Y.Y...BDA...
H2 67 G....... PT. T Fe N iSiinivwsae NI Y. c8B:NT.. .

BAT 106 WIYRTSNLASGVPARFSGSGSGTSYCLTISRMEAEDAATYYCQQRSSFP
H4 83 P..iiiiiiiieiriiereaaeneesSeeeeSiieiianJYH Y.
H3/0x 83 R...D..K........ et L S - U W..N.
1

R9 83 R...D..K..i''ivieweninnennn [ - H....Y.
H13 81 P...

HS8 3 [ 5 S....SVK..iveeeennn W..S.
H1 81 .
H9 81 P

R2 76 I..

T3B TS P iGivirenre Vi iiiieeeeeSieeeSeiiineaenes W, Y,
R11 74 F .. .

H6/X2 74 P...EL.K.v.i'vuieeennno S = I..... WNYPL
4 ,

L8 2 S ¢ A.I..S....S....ND.......W.GY.
Ri/s1 72 PL.H.. ...ttt iiieinneinennnns S....8V....D....... W.GY.
07b

R13 72 .. ..Y.. ... = N..S....8..G..vvvennnn FT.S.
H2 67 OX..K..D.P....TL..ivereenaSeeeSViiiieeannnnn W.GY.

N2 de residuos idénticos a sequéncia de BAT.

1

2 Um ponto [.] refere-se a um emparelhamento entre Vk de BAT e VK

da linha germinal de murganho e uma linha [-] refere-se a

auséncia de aminoacido.
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Exemplo 2

Andlise da SEQuéncia da regido varidvel da cadeia pesada de

BAT-1 de murganho

As sequéncias de ADN e de aminoacidos da regido Vy de BAT-1
sdo mostradas na FIG. 3. Uma andlise semelhante aquela dada no
Exemplo 1 foi conduzida para a regido Vy de BAT-1 que determinou
que esta apresentou o emparelhamento mais prdéximo as sequéncias
de consenso do subgrupo variado da cadeia pesada de murganho na
base de dados de Kabat (Kabat et al., ibid). A identidade entre
a sequéncia de aminodcidos da regido varidvel da cadeia pesada
de mBAT-1 de murganho e as sequéncias de consenso do subgrupo
variado foi medida como 60,64%, enquanto a semelhanca foi
calculada como sendo 69,23%, sendo as sequéncias de consenso do
subgrupo de Kabat seguintes mais prdéximas o subgrupo Ila
(Identidade = 59,83%; Semelhanca = 66,67%). Contudo, quando
apenas as FR da regido Vg de BAT-1 foram comparadas ao subgrupo
ITa de murganho, a percentagem de identidade diminuiu para
54,02% enquanto a semelhanca caiu para 62,06%. Inversamente, as
mesmas comparacdes realizadas contra o subgrupo variado de
murganho verificaram que as FR da regido Vy de BAT-1 apresentaram

uma identidade de 65,52% e uma semelhanca de 74,71%.

Quando as classes candnicas das ansas hipervaridveis da
regido Vg de BAT-1, como definidas por Chothia e seus
colaboradores, foram analisadas (FIG. 4), as ansas de CDR1 e
CDR2 (H1) emparelharam com as ansas de classe 1 candnica de
Chothia. Contudo, nenhuma classe foi atribuida a estrutura de
ansa de CDR3 (H3) devido a vasta gama de tamanho e composicao de
aminodcidos que as ansas H3 podem apresentar.
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Utilizando as classes candnicas mais restringentes para as
estruturas de ansa de CDR definidas por Martin e Thornton
(Martin et al., 1ibid) foli uma questdo simples para determinar
que a ansa H1l emparelhou com a classe candnica de Martin 1/10A.
Contudo, para a ansa H2 foi mais dificil de atribuir classe,
embora a classe candnica de Martin mais préxima fosse a Classe
2/10A. Infelizmente, uma vez que o aminodcido Asp53 na ansa H2
ndo emparelhou com os residuos previstos para esta posicéo
(i. e., Ala, Gly, Tyr, Ser, Lys, Thr ou Asn), o emparelhamento
também ndo era perfeito. O gene de 1linha germinal da regiédo
variavel da cadeia pesada de murganho a mais préxima de Vy de
mBAT-1 identificada foi VMS2/VGK4 (Tabela 2). Assim, o exemplo
acima sugeriu claramente que a sequéncia de mBAT-1 era tipica de

uma regido varidvel Vy de murganho.

Tabela 2
Nome Seq./ “Residuos 1-50 de Vy de BAT de murino Vs.
'1d. Res. Vy da linha germinal de murganho
BAT /117 QIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMN-WVKQAPGKGLKWMG
VMS2/VGK4/ . ittt ittt iiiieistnnenanen ettt e et ae e .

92
251790

VGK6/ 89 e et et e et s e a et
VFM11/VGK1 ......... ettt e et e ettt
B/89
264/8  ...... ettt <
VEMI/281/VG . .. ittt iieiiiinencnneneesss DS Hiviieiinve oo
K71/87

VMSI/141/VG . .. ittt it iiiiiiisenanceenesssAHociiooiiinnnns
K3/84
161/84 ...
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(continuacéo)

Nome Seq./ ‘Residuos 1-50 de Vy de BAT de murino Vs.
11d. Res. Vy da linha germinal de murganho
VGKS5/79 e T OO TA..Q....QKM....... I.
VGK2/77 et t et Ruveveueninann TA..Q....QKM....... I.
V104A/VARIO .V..Q...... VR..TS. . et eeeecees LT.W....... XM..Q..E.I.
4A /57

VH105 /57 V.o.Q...... V.. . AS. i ittt teenaan S.YIH...... R..Q..E.I.
VARI104 /56 V..Q...... VR..TS. . eeeeeenan LT.W....... XR.AQ..E.I.
J558-43y/56 .V..Q...... V...AS.R...vvvunnn. S.NIH...... R..Q..E.I.
J558-122B /55 .vV..Q...... VR. . TS eiinuenenn IT.W....... XR..Q.XE.I.
37A11/58 V..L A..M...AS. .. ... T .SS.WIE...... R..H..E.I.
VH104A /55 V..Q...... VR..TS............ LT.W....... XM..Q..E.I.
VAR100/ 54 V..Q..ot 0 VR..LS..L....... I.IT.W. .o even R..Q..E.I.
VMS9/VGKIA/ ... . ¥YT....P...DD.vecirveneenn < J N ) QP A.
251790

VGK6/89 vee.BT. ... .P...DD. .t ieiiiaaan St Kiooonooo.. --
VEM11/VGK1 ... . ¥YT....P...DD.....cueveennn St K...M..... A.
B/89

264/ 88 ceee Y. .o . VP, ..DD. ..ttt erenan 1S N K.eeeeeann A.
VFM1/281/VG ... .ET....P...DD.....cccceenn St Kevoeeennn A.
K7/87

VMS1/141/VG .KY.NT....P..GDD......cc.ve.n Seeeie s K...M..... A.
K3 /84

161 /84 PP "4 R ~ R 5 ) 5 J C.S......... K.Q....-———-
VGK5/79 eee.Heo o VPK. ..D. ...t ittt tenn S et K...M..... --
VGK2/77 ceeeHe oo . VPK. ..D. . s et eeneanan S.e..... S..Keveeeeenn -—
V104A/VARI10 Q.FPA....STN.N.M KATLTVD. .SS M.LSS.TS..S AL

4A /57
VHI105 /57 Y.YPRD...STN.N.K...KATLTAD..SS...M.LSS.TS..
VAR104/56 Q.FPA....STN.N.M...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..
J558-43y/56 ..YPGD...NTK.N.K...KTTLTADK.SS...M.LSS.TS..
N.M
N.K

.
.

2233341

.

J558-122B /8§ Q.FPA....STN. ...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..
37A11/58 K.LPG....STN.N.K...KAK.TADI.S....M.LSS.TS..
VH104A /55 A.FPAG...STN.NQM...KATLTVD..SS...M.LSS.TS..
VARI100/ 54 Q.FPA....STN.N.M.E.KATLTVD. .SS...M.LSS.TS..

Ko

(OROROROGEGEONG]
S8sgsss s

b< .

T ) . ~ . < ~ f
N¢ de residuos idénticos a sequéncia de BAT.

2 Um ponto [.] refere-se a um emparelhamento entre Vy de BAT e Vg
da linha germinal de murganho e uma 1linha [-] refere-se a

auséncia de aminoécido.
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Exemplo 3

Concegdo das variantes de anticorpo Vk de BAT-1 humanizado

O primeiro passo na concecdo das regibdes variédveis
humanizadas do anticorpo BAT-1 foi a selecgdo da regido variavel
da cadeia leve kapa humana que serviria como a base da regido Vg
de BAT-1 humanizado. Como uma ajuda para este processo, a regiao
Vg de BAT-1 foi inicialmente comparada as sequéncias de consenso
dos quatro subgrupos de regido varidvel da cadeia leve kapa
humana como definidos por Kabat e seus colaboradores (Kabat

et al., ibid).

A regido varidvel da cadeia leve de BAT-1 de murganho foi
muito semelhante as sequéncias de consenso do subgrupo I da
cadeia 1leve kapa humana e do subgrupo III da cadeia leve kapa
humana. No caso do subgrupo I da cadeia leve kapa humana, a
regido Vi de BAT-1 de murganho apresentou uma identidade de 63,21%
ao longo de toda a regido varidvel e uma identidade de 70,00%
dentro apenas das FR. Quando medidos com respeito a semelhanca,
estes valores aumentaram para 71,70% globalmente e 80,00% dentro
apenas das FR. No caso do subgrupo III da cadeia leve kapa
humana, a regido Vg de BAT-1 de murganho apresentou uma identidade
de 65,09% ao longo de toda a regido variavel e uma identidade de
68,75% dentro apenas das FR. Quando medidos com respeito a
semelhanca, estes valores aumentaram para 74,53% globalmente e
80,00% dentro apenas das FR. Consequentemente, em termos gerais,
pareceu emparelhar bem numa vasta gama da SEQuéncias da regiéo
varidvel da cadeia leve kapa humana, contudo, com respeito as FR
em particular, foi marginalmente mais idéntico aquelas

encontradas dentro do subgrupo I da cadeia leve kapa humana.
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A regido VK de BAT-1 de murganho foi depois comparada com
todos o0s exemplos registados da SEQuéncias individuais de
regides varidveis humanas publicamente disponiveis. A Tabela 3
mostra os quinze melhores emparelhamentos a regido Vk de BAT-1
de murganho que foram identificados com esta analise.
Globalmente, o algoritmo de pesquiza selecionou a regidao de Vk
humana do anticorpo TEL9 (Marks et al., J. Mol. Biol. 222:581,
1991) como o emparelhamento mais préximo a regido Vk de BAT-1 de
murganho (Tabela 4). Esta sequéncia humana teve uma Identidade
global com a regidao Vk de BAT-1 de 67,93% globalmente e 72,50%
dentro apenas das FR. Quando medidos com respeito a semelhanca,
estes valores aumentaram para 77,36% globalmente e 82,50% dentro
apenas das FR. Consequentemente, a regid&o FR varidvel da cadeia
leve kapa TEL9 foi selecionada como a sequéncia aceitadora
humana para a humanizacdo da regido varidvel da cadeia leve kapa
do anticorpo BAT-1. Esta tornou-se depois a base da primeira
versdo humanizada da cadeia leve kapa de BAT-1 (BATRKa), gue
compreendeu essencialmente as CDR da regido Vk de BAT-1 e as FR

da regiao Vk de TEL9.

0O passo seguinte no processo de concecdo foi estudar as
sequéncias de aminodcidos da regido FR de Vg TEL9 aceitadora
humana para determinar se alguns destes residuos de aminodcidos
tinham probabilidade de influenciar adversamente a ligagdo ao
antigénio, diretamente através de interacdes com o antigénio ou
indiretamente através de alteracdo da conformacdo ou orientacéo
das ansas de CDR. Isto foi um processo dificil que foi apenas
tornado possivel com a disponibilidade de um modelo das regides
varidveis de BAT-1, 1. e., das regibdes Vk e Vy. O processo de
modelagdo serd dado em detalhe no Exemplo 5. Nao obstante,
qualgquer aminodcido nas FR de BAT-1 de murganho gque pareceu
afetar a 1ligacdo ao antigénio, foi depois considerado para

conservacdo no anticorpo BAT-1 humanizado. Na decisdo de que
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residuos de murino conservar, 0s seguintes pontos foram

considerados:
Tabela 3
Nome 'ID “Vx de BAT de murino vs.
15 Vk humanas mais homdélogas
35csCCececsCeccescescecClsessscscsssscecceCe
Residuos 1 2 3
1-36 0123456789012345678901234567ABCDEF890123456
4V v ======c=ll===z=====vVV
BAT 100 -QIVLTQSPAIMSASPGEKVITITCSARS---—-—---~ SVSYMHWE
TEL9 648 E.......SSL...V.DR.... .R.SQ _SISN.LN.XY
Viclone47 63.3 D..M....SSL...V.DR.....R.SQ SIs..LN.Y
SiP055 633 E........ TL.L... .RA LS.R.SQ _SVSs..LA.Y
039741639 E........TL.L....RA.LS.R.S5Q _SVS..LA.Y
AC32639 E........TL.L....RA.LS.R.SQ SVS .LA.Y
AC21B 645 E..... ...TL.L....RA.LS. R. SQ SVS .LA.Y
B9601(Vveg-Jk2) 62.7 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS__ LA.Y
IS1624 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ _SVS..LA.Y
TR1.21 630 EL.M....SSL...V.DR..... R.SQ SIS..LN.Y
AC18630 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ _SVSG.LA.Y
19E7636 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ SVS..LA Y
STRAbSA-1A 63.0 D.QM....SSL...V.DR..... R.SQ TSIS..LN.Y
Viclone49 624 D..M....SSL...V.DR..... R.SQ SIS..LN.Y
MP6 624 D.QM....SSL...V.DR..... R.SQ SIS..LN.Y
AC33636 E........ TL.L....RA.LS.R.SQ SVG.SLA.Y
ccessceCsCCCCeeescesSCCScleeescesCececcecceeces
Residuos 4 5 6 7 8
37-80 78901234567890123456789012345678901234567890
vvvv==L2=== vV VVvVvvYyVy

BAT 100QQKPGTSPKLWIYRTSNLASGVPARFSGSGSGTSYCLTISRMEA
TEL9648 .....KA... L. . AA.T.Q....S.cier e __._DF‘I‘..;NSLQP
Vicloned47 633 . ... . KA.. . L..AA.S.Q....S .c.:cva .DFT....SLOQP
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(continuacéo)

Nome 1D Yk de BAT de murino vs.

15 Vx humanas mais homélogas

SiP055 633 ..... QA.R.L..DA..R.T.I....... ....DFT....SL.P
039741639 ..... QA.R.L..DA. .K.T.e.eev.. «....DFT. SL.P
AC32639 ..... QA.R.L. .DA..R.T.I....... ... .DFT. .SL.P
AC21B 645 ..... QA.R.L..DA. .R.T.T....... ....DFT. SL..P
B9601(Vg-Jk2) 62.7 ... .. QA.R.L..DA. .R.T.I....... «...DFT. SL.P
151624 ..R..QA.R.L..DA. .R.T.X.......o.0. DFT....SL.P
TR1.21630 .....KA...L..AA...Q....S. .o DFT....SLQP
AC18 630 ..... QA.R.L..D.F.R.T.IT....... ....DFT....SL.P
1967636 ..... QA.R.L..DA. .R.T.T..... .00 DFT....SL.P
STRAbSA-1A 630 ..... KA...L..AA.S.Q....S.. e+ .DFT....SLQP
Viclone49 62.4 ..... KA...L..AA.S.Q....S...cesenn DFT....SLQP
MP6 624 ..... KA...L..AA.S.Q....S..ccivnen DFT....SLQP
AC33 636 ..... OA.R.LV.D...R.T.T......00c.. DFT....SL.P
sccececCCecececec cccelescceccec
Residuos 9 i0
81-107 123456789012345ABCDEF67890123456A7
S S A PRE L g
BAT 100 EDAATYYCQ ORSSFP—~--—~-- LTFGSGTKLEI-K
TEl9 648 ..F.......TN... e B -
Viclone47 633 ..F.......SY.T. vassGeasV oo o
SiP05563.3 . . F.V....... NW. R...O...... i
039741639 . . F.V..... S.KW. ....G. .. V.. .
AC32639 ..F.V....... NW.P . G...V.. .
AC21B 64.5 . .F.V...... .NW. cers@ic o Vau o
B9601(Vg-Jk2) 62.7 . .E.V....... NW.P ¥...0...... .
Ls1624 ..F.V.......NW. ce:.G.. V.. .
TR1.21 630 . .F. . ... -.-SY.T. F...G...V.. .
AC18630 ..F.V......Y.W.P ceaG.. VL,
197636 .. F.V....... NW. ..P...VD. .
STRAb SA-1A 630 . .F.......SY.T. L...G..LVL.
Vicloned49 624 . .F..... +.SY.T. R...0...V.. .
MP6 624 . .F..... . .SY.P.PV Y...0...... .
AC33636 ..F.D...... -EW. .-G, V.. .

" ID - percentagem de identidade das sequéncias de Vk humana face

a regido Vxk de BAT de murino.
2 Um ponto [.] refere-se a um emparelhamento entre Vk de BAT e a
Vk da linha germinal de murganho, uma linha [-] refere-se a
auséncia de aminodcido, residuos sublinhados nas sequéncias de

Vk humana diferem do seu gene de Vxk humana mais prdéximo.
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° 3/C refere-se a aminodcidos posicionados dentro de 5 A de uma

CDR na Superficie ou Nucleo de Fv e s/c refere-se a aminoacidos
posicionados a maior distadncia que 5 A de uma CDR na superficie
ou nucleo de Fv.

3

v refere-se a residuos de Vernier (Footer et al., J. Mol. Biol.

224:487, 1992) localizados nas FR.

TABELA 4
NOME “ID Todos Super— Nacleo "CDR °FR FR de "FR de °FR
ficie de Super-— Nucleo perto
Kabat ficie de CDR

BATVK 100,0 106 23 81 26 80 17 63 32
TELY 64,8 70 11 59 13 58 10 50 26

v1i 63,3 69 11 59 13 57 10 50 26
cloned4?7

SiP055 63,3 69 11 59 13 57 10 50 26
039741 63,9 69 11 59 13 57 10 50 26
AC32 63,9 69 11 59 13 57 10 50 26
AC21B 64,5 69 11 59 13 57 10 50 26
B9601 62,7 69 11 59 13 57 10 50 26
(Vg-Jk2)

Lsl 62,4 68 11 59 13 57 10 50 26
TR1.21 63,0 68 11 58 13 57 10 50 26
AC18 63,0 68 11 58 13 57 10 50 26
19.E7 63,6 68 11 58 12 57 10 50 26
STRAb 63,0 68 11 58 12 57 10 49 26
SA-1A

VLcloned49 62,4 68 11 58 12 57 10 49 26
MP6 62,4 68 11 58 12 57 10 49 25
AC33 63,6 68 11 58 12 57 10 49 25
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(continuacéo)

NOME Vernier VK J Linha “Tamanho Tamanho Tamanho Classe Classe Classe
Germinal Ll L2 L3 11 L2 L3
Humana
Préxima
BATVK 14 94 12 10 7 9 ? 1/7A ?
TEL9 12 60 10 DPK8-vd+ 11 Igual Igual 2/11A Igual ?
V1 12 60 10 V3b+ 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
cloned?7
SiP055 12 60 10 A7 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
039741 12 59 10 A7
AC32 12 59 10 A7 11 Igual 10 2/11A Igual ?
AC21B 12 59 10 A7 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9a
B9601 12 59 10 A7 11 Igual 10 2/11A Igual ?
(Vg-Jk2)
LSl 12 59 10 A7 11 Igual Igual 2/11A  Igual 1/9A
TR1.21 12 59 10 V3b+t 11 Igual Igual ? Igual 1/9A
AC18 12 59 10 A7 11 Igual 10 2/11A Igual ?
19.E7 12 59 10 A7 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
STRADb 12 59 10 V3b+ 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
SA-1A
Vlcloned9 12 59 10 V3b+ 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
MP 6 12 59 10 V3b+ 11 Igual 2/11A Igual ?
AC33 12 59 10 A7 11 Igual Igual 2/11A Igual 1/9A
" ID - Percentagem de identidade das sequéncias Vx humana face & regido Vk de

BAT de murino

2 Todos - ntmero de residuos idénticos em toda a regido Vk humana quando

comparado com toda a regido de Vk de BAT de murino
3

Superficie (superficie de FR) - numero de residuos (FR) idénticos na
superficie
* Nacleo (ntcleo de FR) - numero de residuos idénticos dentro do ntcleo (FR)

do dominio Fv

5 CDR/FR - ntmero de residuos idénticos dentro das CDR ou das FR;

® FR perto de CDR - representa o numero de residuos idé&nticos entre os

aminodcidos de FR dentro de 5A& de uma CDR;

7 Vernier - numero de residuos idénticos entre os 14 aminodcidos de vernier

(Foote et al., ibid);

8V, (Cadeia J) - ntumero de residuos idénticos dentro do gene Vk (Cadeia J)
° Tamanho Ll a L3 - numero de residuos em cada CDR
9 classe L1l a L3 - classe candénica das CDR de acordo com Martin & Thornton

(Martin et al., 1ibid)
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Foi muito importante que as estruturas candnicas para as
ansas hipervaridveis (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 ibid;
Tramontano et al., ibid) fossem conservadas.
Consequentemente, foi crucial conservar nas regiodes
varidveis de BAT-1 humanizado todos os residuos da FR de
murganho que eram parte destas estruturas candnicas.

As sequéncias das regibes varidveis do anticorpo mBAT-1
foram comparadas com sequéncias semelhantes de outros
anticorpos de murganho para identificar residuos invulgares
ou raros - que podem ter indicado um importante papel na
ligacdo ao antigénio. Isto foi depois investigado utilizando
0 modelo dos genes da regido varidvel de BAT-1.

Uma anadlise direta do modelo foi também feita para tentar e
prever se algum dos outros residuos de FR de murganho nao
presentes nas FR humanizadas podia influenciar, de algum
modo, a ligacdo ao antigénio.

Foram também feitas comparacdes das sequéncias aceitadoras
humanas individuais para as regides varidveis da cadeia leve
kapa e pesada com as sequéncias de consenso de subgrupos de
regides variaveis humanas aos quais as sequéncias
aceitadoras pertenciam. A identificacéo de quaisquer
aminodcidos idiossincrdticos nas sequéncias dadoras humanas
foi importante uma vez que estas poderiam afetar
adversamente a ligacdo ao antigénio.

Uma vez que as regides varidveis da cadeia leve e pesada
humanas selecionadas seriam derivadas de dois anticorpos
humanos diferentes (ver Exemplo 4 para a selecao da
sequéncia aceitadora Vg humana), uma andlise cuidadosa dos
residuos de empacotamento interdominio de ambas as regides
varidveis da cadeia leve kapa dadoras e aceitadoras deve ser
realizada. Isto foi porque qualgquer falha de empacotamento

nesta regido poderia ter tido um efeito dramdtico sobre a
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ligacdo ao antigénio, independentemente da conformacdo das
estruturas de ansa de CDR do anticorpo BAT-1 humanizado.

f. Por seguimento deste processo de concecgdo, um numero de
aminodcidos nas FR de Vk de BAT-1 de murino foi identificado
para conservacgcao na segunda versdo (BATRkg) do anticorpo
BAT-1 humanizado (Tabela 5). A Tabela 5 proporciona o
alinhamento das sequéncias de aminocdcidos que conduzem a
concecao da primeira (BATRka) e segunda (BATRkg) versodes
humanas reformuladas da regido varidvel da cadeia leve kapa
do anticorpo BAT-1. Existiam 21 diferencas de aminoacidos
entre as FR da regido Vk de BAT-1 de murganho dadoras e a
regido Vk TELY9 humana aceitadora. Contudo, existiam apenas
cinco residuos nas FR humanizadas onde foi considerado
necessario mudar o aminodcido presente nas FR humanas para o

aminodcido presente nas FR de murganho originais.

Os aminocdcidos da regido Vx, localizados na interface Vk/Vgy
como definida por Chothia e colegas (Chothia et al., J. Mol.
Biol. 186:651, 1985), foram verificados em termos de residuos
invulgares ou raros. A partir desta andlise, a Unica posicao de
residuo que levantou algum nivel de interesse foi a Phe na
posicao 36 (Phe36) em FR2. A Tyr (como encontrada em TEL9) foi
normalmente vista nesta posicdo, contudo, em mBAT-1 a Phe estava
presente. Além disso, a posicdo 36 foil uma posicdo reconhecida
para um aminodcido de Vernier (Foote et al., ibid). Pensava-se
que os residuos de Vernier eram importantes para a manutencdo da
conformacdo da ansa de CDR. Além disso, a Phe n&o era geralmente
vista no subgrupo VI de murganho de Kabat (1 /155), enquanto a Tyr
era muito habitualmente vista no subgrupo VI de murganho (*'/is3)
e no subgrupo I humano (°°/24) (Kabat et al., ibid) .
Consequentemente, pensou-se gue uma alteracdo de Tyr36Phe era
apropriada, ©para mimetizar o empacotamento de interdominio

encontrado em BAT-1, entre as duas regides variaveis aceitadoras
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humanas heterdélogas,

e também para manter a conformacdo da ansa

de CDR.
TABELA 5
Kabat| N¢ FR Vk de K-VI de k-I TELS Super—- | RKA | RkB | Comentéario
ou BAT de murganho humano | aceitador| ficie de de
CDR | murga— humano ou BAT | BAT
nho nucleo
1 1 FR1 Q Q D E S E E
2 2 I I* C I I Chothia Candénico
(L1); Martin
Candénico (L1/L3);
Vernier
3 3 v v* Q S v v Martin Candénico
(L3) 7
4 4 L L* M C L L Chothia Candnico
(L1/L3); Martin
Canénico (L1/L3);
Vernier
5 5 T T T* C T T
6 6 Q o* Q c Q Q
7 7 S S* S* c S S
8 8 P p* p* (¢} P P
9 9 A A% s* S s S S
10 10 I I* S C S S
11 11 M M L L c L L
12 12 S S S* c S S
13 13 A A* A c A A
14 14 S S* S c S S
15 15 P P e v s v v
16 16 G G* G* c G G
17 17 E E D c D D
18 18 K K* R R s R R
19 19 Y V* v c Vv Y
20 20 T T* T* c T T
21 21 I M I* c I I
22 22 T T* C T T
23 23 FR1 C C* Cc* C C C Martin Candénico
(L1/L2)
24 24 CDh S s R R s S S
R1
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25 25 A A* A A A Chothia Candénico
(L1); Martin
Candénico (L1)

26 26 | R S* S R R

27 27 | S* Q

27A | - - S — —

27B | - - L — —

27¢C | - - \Y% - -

27D | - - X — —

27E | - - b4 - -

27F | - - — —

28 | = - s - - Martin Candénico
(L3) ;Nao existe
aminoacido agqui
Em Vi de BAT

29 28 | s S* I S s Martin Canénico
(L3)

30 29 | v v S v v Chothia Candénico
(L1); Martin
Candénico (L1)

31 30 | S IS N S ] Martin Candénico
(L3)

32 31 | Y Y* Y Y Y Martin Candénico
(L3)

33 32 | M M L* M M Chothia Canénico
(L1); Martin
Candénico (L1/L3)

34 33 CD H H A H H Empacotamento AA

R1

35 34 FR2 W W* W* W W Martin Canénico
(L1); Vernier

36 35 F Y Y Y F Empacotamento AA;

- Linha Germinal de
murganho = Tyr;
(A1)

37 36 Q oF 0 Q Q

38 37 Q Q* Q Q Q Empacotamento AA

39 38 K K* K K K

40 39 P S pP* P P

41 40 G G G G

42 41 T T K K Linha Germinal de

- - murganho = Ser

43 42 S* A A A

44 43 P* P* P P Empacotamento de
ntcleo AA

45 44 K K* K K K
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46 45 L R L C L L Vernier;
Empacotamento AA;
Linha Germinal de
murganho = Pro

47 46 74 74 L* C L W Vernier; (A2)

48 47 I I* I+ c I I Chothia Candénico
(L2); Vernier

49 48 FR2 Y Y* Y C Vernier

50 49 CD c R R

R2

51 50 | T T A c T T Chothia Candénico
(L2)

52 51 | S S* S c s s Chothia Canénico
(L2)

53 52 | N K S s N N

54 53 | L L* L* c L L

55 54 | A A E c A A

56 55 CD S S* S s S S

R2

57 56 FR3 G G* G* S G G

58 57 \Y% v* \Y% C \Y% \Y%

59 58 P p* p* C P P

60 59 A A S* S S S

61 60 R R* R* c R R

62 61 F E* E* C F F

63 62 S S* S C S S

64 63 G G* G* C G G Chothia Candénico
(L2); Vernier

65 64 S S* S C S S

66 65 G G* G* ¢ G G Vernier

67 66 S S* S S S S

68 67 G G* G* C G G Vernier

69 68 T T C T T Vernier

70 69 S S* S D D

71 70 Y Y C F Y Chothia Candnico

a (L1); Martin

Candnico (L2);
Vernier; (A3)

72 71 (o] S* T C T Linha Germinal de

B B murganho = Ser

73 72 L L* L c L L

74 73 T T* T c T T

75 74 I I* I c I I

76 75 S S S c N N
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77 76 R S S [ [ Linha Germinal de
- - murganho = Ser
78 77 M M L* L L
79 78 E E* Q Q Q
80 79 A A* P P P
81 80 E E* E E E
82 81 D D* D D D
83 82 A A F F F
84 83 A A* A* A A
85 84 T T T T T
86 85 Y Y* Y* Y Y
87 86 Y Y* Y* Y Y Empacotamento AA
88 87 FR3 C C* Cc* C C Martin Canénico
(L3)
89 88 CD Q Q o] o) o) Martin Canénico
R3 (L3);
Empacotamento AA
90 89 | Q Q* Q Q Q Chothia Candénico
(L3); Martin
Candénico (L3)
91 90 R W I R R Martin Canénico
(L3);
Empacotamento AA
92 91 | S S N S S Martin Candnico
(L3)
93 92 | ] S S ] S Martin Candénico
(L3)
94 93 | F N L F F Martin Candénico
(L3)
95 94 | P P P P P Chothia Candénico
(L3); Martin
Candénico (L3)
95A | - E _ —
95B | - M - - -
95C | - - — —
95D | - - - - -
95E | - - - - -
95F | - - _ —
96 95 | L L W L L Martin Candnico
(L3);
Empacotamento de
nicleo AA
97 96 CD T T* T T T Martin Candénico
R3 (L3)
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98 97 FR4 F E* E* . C F F Martin Canénico
(L3); Vernier;
Empacotamento de
nicleo AA.

99 98 G G* G* . c

100 99 S A Q G s G

101 100 G G* G* . c

102 101 T T* T* c

103 102 K K* K c K K

104 103 L L* v c L L

105 104 E E* E c E E

106 105 I L I c I I

106A - - - - - - -

107 106 | FR4 K K* K . s K K

Uma segunda alteracdo foil também decidida na posicéo 47 em
FR2. A Leu muito conservada encontrada na regido varidvel da
cadeia leve kapa humana TEL9 foi alterada para uma Trp, como
encontrado na regido variavel da cadeia leve kapa de BAT-1 de
murganho. A posicdo 47 foi outra posicdo de residuo de Vernier
reconhecida e foi também localizada perto da interface de Vy de
acordo com o modelo molecular. Em particular, foi perto de Alabb
em H2 e pode ter estado a interagir com esta. Deste modo, embora
a Trp nunca tenha sido vista nesta posigdo de residuo de nucleo
em sequéncias de Vy humanas, sentiu-se ser prudente conserva-1lo

em BATRky ao fazer a modificacdo de Leud7Trp.

A terceira alteracdo de FR introduzida em BATRky foi
localizada na posicéo 71, a qual também foi identificada como
uma posicdo de residuo de Vernier (Foote et al., o 1ibid), foi
também reconhecida como sendo uma das importantes posicdes de
residuo candnico para a estrutura de ansa Ll. Estes residuos
canénicos foram definidos por Chothia e seus colaboradores
(Chothia et al., 1987, 1989, 1992 ibid; Tramontano et al., ibid)

como sendo vitals para a conservagao da estrutura de ansa de
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CDR. Muitos dos aminocdcidos candénicos foram localizados dentro
das CDR, contudo, um numero (tal como 71Tyr) foi também
posicionado dentro das FR. Embora a alteracdo de aminoéacido
fosse conservadora, a alteracdo de Phe7lTyr foi considerada
critica para a humanizacdo bem-sucedida da cadeia leve kapa de

BAT-1.

Outras versdes da regidao Vi humanizada séo:

BATRk:: Cys e Ser sdo semelhantes em tamanho e cardter, e a
partir do modelo ambos os aminodcidos na posicédo 72 em FR3
parecem estar razoavelmente enterrados e apontando para fora a
partir da ansa L1l. Contudo, no caso do aminodcido Cys, a cadeia
lateral de enxofre estd exposta, de acordo com o modelo,
enquanto de acordo com a base de dados de Kabat (Kabat et al.,
ibid) a presenca de Cys nesta posicdo € um evento Unico e a Ser
é geralmente vista nesta posicdo (**'/1,3:). Consequentemente,
BATRkc: continha as alteragcdes em Tyr36Phe, Leud7Trp e Phe7lTyr
(como em BATRxp) mais a modificacdo Ser72Cys aos residuos das FR

de Vy do anticorpo TEL9 aceitador.

BATRkp: Evidéncia a partir do modelo de Fv de BAT-1 de murino
sugere que a 70Ser exposta a superficie é um residuo qgque pode
interagir com a ansa Ll. Na cadeia leve kapa TEL9 humana, o
aminodcido nesta posicdo € Asp, que ¢é maior do que Ser e
carregado positivamente. A Ser nunca foil vista nesta posigdo em
regides Vi humanas (sendo o Asp, de 1longe, o aminocdcido mais
comum). A proximidade a ansa L1 e a natureza de exposicdo a
superficie de 70Ser sugeriram tentativamente gue este possa
estar a interagir com L1 ou mesmo com o antigénio diretamente.
Consequentemente, foi decidido fazer a alteracdo de Asp70Ser em

BATRKp, a qual foi, caso contrario, idéntica a BATRKc .
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Uma descricdo das sequéncias de aminodcidos de todas as
variantes da regido Vk do anticorpo BAT-1 humanizado proposta

acima é dada na FIG. 5.

Embora  tenham sido pesquizados potenciais locais de
glicosilacdo ligados por N, 1i. e., Asn—-Xaa- (Ser/Thr)-Xaa (Gavel
et al., Protein Eng. 3:43, 1990) em ambas as regides VK humanas
aceitadoras e dadoras de murganho, assim como as proéoprias

construcgcdes humanizadas, nenhum foi identificado.

Exemplo 4

Concegdo das variantes de anticorpo Vy de BAT-1 humanizado

Uma vez mais, © primeiro passo na concecado da regido Vg
humanizada do anticorpo BAT-1 de murganho foi a selecao da
regido varidvel da cadeia pesada humana aceitadora que serviria
como a base da regido Vy de BAT-1 humanizado. Quando a regidao Vy
de mBAT-1 foi comparada inicialmente com as sequéncias de
consenso dos trés subgrupos da regido varidvel da cadeia pesada
humana, foi verificado ser a mais semelhante as sequéncias de
consenso para o subgrupo I da cadeia pesada humana, com uma
identidade de 61,54% globalmente e uma identidade de 67,82%
entre apenas as FR. Quando medidos com respeito a semelhanca,
estes valores aumentaram também para 70,09% globalmente e 77,01%

dentro apenas das FR.
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Tabela 6

Nome ID Vy de BAT de murino vs.

15 Vy humanas mais homélogas

sesCececeescSesseccescelececlSCls  ceceCllersss

Residuas 1 2 3 4
1-43 1‘2~3456789012¢345678-901234567890‘1234’5ABG7890123
v ~vvvv===Hl==
BAT 100 OIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMN--WVKQAPG
hsighvi29s 65.0 v, .. ... S...... BAS. ... .S.88HAI. ..R....
R2c5H 60.3 v......S...... AS.........N..ST.AL. _.MRR..
030805 56.8 .v...... BV, RS oty S.DI. ..R..T
wuwz 57.7 v......A.V....AS..V..E...V...GHY.H ..R....
2128 59.7 v......AV....A8..V..........S.AH ..R...
uc 37.7 v....,.A.V....A5,.V..E....... GHY.H ..R....
030802 8.2 v......A.V....AS..V..........5.A.H ..R....
039734 57.7 .v...... A.V....AS,.V..E.......GHY.H ..G....
030812 56.3 v......A.V....AS..V..........S.Y.H ..R....
030810 57.9 v......AV....AS..V..........8.Y.H ..R....
4d275a /1.4 v......8......A8..V..... o 8 AL LGl
030811 56.0 v,, ....A.V....AS..V..........S.Y.H ..R....
0893 v RV RSN s R
GD9 71.4 . v...... S..... CAS Vi S A.. R
039232 59.3 _VH..... S.P.. AS.. V... ...... .SSVI. . R....
cCCCCCcccccsc cscocesscessCCCCCCeSscoececeeese
Residuos 5 6 7 8
44-82 456789012ARBC345678901234567890123456789012ABC
vwyz====H2=====-Kabat- v v v Vv Vg
BAT 100 XGLKWMGWINT-
DSGESTYAEEFKGRFAFSLETSANTAYLQINNL
hsighvi295 65.0 0. .0.......
NT.SP...QG.T...V...D..VS.... ~.k.-‘T‘s.
R2csH 60.3 o....... ..L NT. NP ..QD.T.. .D..V...F...58.

030805 56.8 Q. E....M.P N..NTG..QK.Q. VTMTRN IS, .MELSS.
wi2 57.7 9. .E......P N..GIN...K.Q..VPITRD..I....MELSR.
21/28 59.7 OR.E......A GN.NTK.SQK.Q..VTITRD...S...MELSS.

uc 57.7 9. .E......P N..GTN..QK.Q..VTITRD..I....MELSR.

030802 58.2 QR.E......A GN.NTK.SQK.Q..VTITRD...S...MELSS.

039734 57.7 Q..E......P N..GTN..QK.Q..VTITRD..I....MELSR.
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(continuacéo)

Nome ID Vy de BAT de murino vs.

15 Vy humanas mais homélogas

030812 56.3 Q0. .E...I..P SG.STS..QK.Q..VTMTRD..TS.V.MELSS.
030810 57.9 9. E...I..P SG. STS..QK.Q..VIMTRD. .TS.V.MELSS.
4d275a 71.4 9. .E....... NT.NP...QG.T...V...D..VS...... CS.
030811 56.0 0. .E...I..P SG.STS..QK.Q..VTMTRD. .TS.V.MELSS.
IF10 59.3 o..E. ...M.P N..NTG..QK.Q..VTMTRN..IS...MELSS.
6p9 /1.4 0. . E....... NT.DP...Q0G.T...V...D..VS...... Ss.
039232 59.3 Q. .E....... NT.NP...QG.T...V...D..VI.T..... S.
csscccccCCCCccsscccccc cecee ccCcsccccc
Residuos 9 10 11
83-113 345678901234567890ABCDEFGHIJK1234567890123
BAT 100 NNEDTATYFCVRVGYDA--———====== LDYWGQGTSVTVSS
hsighvi295 65.0 TA...GM...AKESHSSALDL — e L.....
R2CSH 60.3 QaA....V.Y.AKPKRGTYRRGYYYYP M.V..... T.....
030805 56.8 RS....V.Y.A.G..VWGSYRYTA AF.I..... M.....
witz 57.7 RSD...V.Y.A.AS.CGYDCYY FF....... |
21/28 59.7 Rs... .v Y.A.G..YGSGS -N...... L.....
uc 57.7 RSD...V.Y.A.AS.CGYDCYY FF....... L.....
030802 58.2 RS....V.Y.A..KWEQPIDAP Fovuuun. L.....
039734 57.7 RSD. . .v Y.A.AS.CGYDCYYF Foveueuo Leo...
030812 56.3 RS....V.Y.A.D..YYDSNGYYSG YF....... L.....
030810 57.9 RS....V.Y.A..QWLGLTGPN e aees L.....
4d275a 71.4 KA....V Y.A.-————  mmmmmmmmem o
030811 56.0 RS....V.Y.A.D.IVVVPAAIPH YF....... L.....
IF10 59.3 RS....V.Y.A_NNGSY YF....... Liwu...
GD9 71.4 KA....V.Y.A.———==  —mmmmmmme—— e
039232 59.3 KA....V.Y.A.ELRNDHYVWXNYRPPLS-....=======—

A regidao Vg de BAT-1 de murganho foi depois comparada a
todos o0s exemplos registados da SEQuéncias individuais de
regides varidveis humanas publicamente disponiveis. As Tabelas 6
e 7 mostram gue o0s quinze melhores emparelhamentos com a regido
Vg de BAT-1 de murganho que foram identificados através desta
andlise. Globalmente, o algoritmo de pesquiza selecionou a
regido de Vg humana do anticorpo hsighv1295 (Fang et al., J. Exp.
Med. 179:1445, 1994) como o emparelhamento mais prdéximo com a

regido Vy de BAT-1 de murganho. Esta regido Vy humana teve uma
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identidade global com regido Vi de BAT-1 de 69,23% (Tabela 7), um
valor que aumentou para 74,71% quando foram comparadas as FR
sozinhas. Quando medidos com respeito a semelhanca, estes
valores aumentaram 75,21% globalmente e 79,31% dentro apenas das
FR. Esta FR humana tornou-se assim a base da versdo humanizada

da cadeia pesada de BAT-1.

TABELA 7
NOME ID Todos Super- Nuacleo CDR de FR FR de FR de FR
ficie Kabat Super-— Nucleo perto
ficie de CDR
BAT Vg 100 117 26 86 30 87 18 68 27
Hsighvl2 65,0 78 17 63 17 65 14 51 22
95
R2C5H 60,3 76 16 59 17 64 14 49 20
030805 56,8 71 16 56 14 59 13 47 19
WIL2 57,7 71 15 56 13 59 13 46 19
21/28 59,7 71 15 55 13 59 13 46 19
uc 57,7 71 15 55 13 59 13 46 19
030802 58,2 71 15 55 13 59 13 46 19
039734 57,7 71 15 55 13 57 13 46 19
030812 56,3 71 15 55 13 58 13 46 18
030810 57,9 70 15 55 13 58 13 46 17
4d275a 71,4 70 15 54 13 58 13 46 18
030811 56,0 70 15 54 13 58 13 46 18
IF10 59,3 70 15 54 13 58 13 46 18
GD9 71,4 70 15 54 11 58 13 46 18
039232 59,3 70 15 54 13 58 13 46 18
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(continuacéo)

NOME Vernier Vi J Linha Germinal Tamanho Tamanho  Tamanho Classe Classe
Humana Préxima H1 H2 H3 H1 H2
BAT Vg 16 98 19 5 17 8 ? ?
Hsighvl2 13 70 14 VI-4, lb+ Igual Igual 11 1/10Aa 2/10A
95
R2C5H 13 70 14 VI-4.1lb+ Igual Igual 17 Igual Igual
030805 11 66 14 DP-15-V18+
WIL2 11 65 14 DP-8+ Igual Igual 14 1/10A Igual
21/28 11 64 14 DP-25-VI3b+ Igual Igual 10 1/10A Igual
ucC 11 62 14 DP-8+ Igual Igual 14 1/10A Igual
030802 11 62 14 DP-25-VI3b+t
039734 11 62 14 Dp-8+
030812 11 60 14 hvlf1l0t
030810 11 59 14 hvlfl0t
4d275a 11 59 14 DP-21-4d275a+ Igual Igual 0 Igual Igual
030811 11 59 14 hvlfl0t
IF10 11 59 14 DP-15-V18+ Igual Igual 9 Igual Igual
GD9 11 58 14 VI-4.1lb+ Igual Igual 0 Igual 2/10A
039232 11 58 14 VI-4.1lb+
' ID - Percentagem de identidade das sequéncias Vy humana face a regido Vy de
BAT de murino
2 Todos - numero de residuos idénticos em toda a regido Vy humana quando

comparado com toda a regido de Vy de BAT de murino

3

Superficie (superficie de FR) - numero de residuos (FR) idénticos na
superficie
! Nacleo (ntcleo de FR) numero de residuos idénticos dentro do ntucleo (FR)
do dominio Fv
® CDR/FR - ntmero de residuos idénticos dentro das CDR ou das FR;
® FR perto de CDR - representa o ntumero de residuos idénticos entre os
aminodcidos de FR dentro de 5A de uma CDR;
" Vernier - ntmero de residuos idénticos entre os 14 aminodcidos de vernier
(Foote et al., 1ibid);
8 vy (Cadeia J) — numero de residuos idénticos dentro do gene Vy (Cadeia J)
® Tamanho L1 a L3 - ntmero de residuos em cada CDR
19 classe Ll a L3 - classe candnica das CDR de acordo com Martin & Thornton

(Martin et al., 1bid)
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O passo seguinte no processo de concegcao foi estudar as
sequéncias de aminodcidos das FR da regido Vy de hsighv1295
aceitadora humana para determinar se alguns destes residuos de
aminodcidos tinham probabilidade de influenciar adversamente a
ligagdo ao antigénio. Uma vez mails, os modelos moleculares
construidos por OML (ver Exemplo 5) foram cruciais para este
processo de concecdo, a partir do gqual um numero de aminodcidos
nas FR da regido Vy de BAT-1 de murino foil identificado para
conservagao na primeira (BATRHp) e subsequentes versdes do
anticorpo BAT-1 humanizado (Tabela 8). Existiam 22 diferencas de
aminodcidos entre as FR do BAT-1 de murganho dadoras e as
regides Vy hsighv1295 humana aceitadoras e até nove residuos de

murino foram considerados para conservacgido nas FR humanizadas.

BATRHp) consistiu, assim, das CDR da regido Vy do anticorpo
BAT-1 de murganho introduzidas geneticamente nas FR da regido Vg
do anticorpo hsighv1295 humano. Isto foi a versédo enxertada com
CDR da regido Vg do anticorpo BAT-1 humanizado e ndo continha, de

modo algum, alteragdes de aminodcidos de FR.

Em BATRHg, o0s aminocdcidos nas posicdes 28 e 30 em FR1 da
sequéncia BAT-1 de murganho (i. e., Thr e Thr, respetivamente)
substituiram os correspondentes aminodcidos de hsighv1295 humano
(i. e., Ser e Ser, respetivamente) na regido variadvel da cadeia
pesada do BAT-1 humanizado. Isto foi feito porgque representavam
alguns dos residuos candnicos importantes para a conformacdo da
ansa H1 hipervaridvel (Chothia et al., ibid 1992). 0Os residuos
candénicos foram considerados criticos para a correta orientacéo
e estrutura de ansas hipervaridveis e foram em termos genéricos
sempre conservados numa regido varidvel humanizada. Além disso,
as posicgdes de residuo 27-30 foram consideradas parte da prdépria
ansa Hl e foram assim ainda mais <criticas para a correta

conformacdo e orientacdo desta ansa - Justificando a sua
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conservagcdo ainda mais fortemente. Assim, estas duas posicdes de
residuo representaram a soma das alteracdes feitas as FR da

sequéncia de hsighv1295 humana em BATRHs.

0O passo seguinte no processo de concecdo foi estudar as
sequéncias de aminodcidos das FR da regido Vy de hsighv1295
aceitadora humana para determinar se alguns destes residuos de
aminodcidos tinham probabilidade de influenciar adversamente a
ligacdo ao antigénio. Uma vez mais, os modelos moleculares
construidos por OML (ver Exemplo 5) foram cruciais para este
processo de concecdo, a partir do qual um numero de aminodcidos
nas FR da regido Vy de BAT-1 de murino foil identificado para
conservagado na primeira (BATRHa) e subsequentes versdes do
anticorpo BAT-1 humanizado (Tabela 8). Existiam 22 diferencas de
aminocdcidos entre as FR do BAT-1 de murganho dadoras e as
regides Vy hsighv1295 humana aceitadoras e até nove residuos de

murino foram considerados para conservagido nas FR humanizadas.

BATRH, consistiu, assim, das CDR da regido Vg do anticorpo
BAT-1 de murganho introduzidas geneticamente nas FR da regido Vy
do anticorpo hsighv1295 humano. Isto foi a versdo enxertada com
CDR da regido Vg do anticorpo BAT-1 humanizado e ndo continha, de

modo algum, alteragdes de aminodcidos de FR.

Em BATRHz, os aminocdcidos nas posicgdes 28 e 30 em FR1 da
sequéncia BAT-1 de murganho (i. e., Thr e Thr, respetivamente)
substituiram os correspondentes aminodcidos de hsighv1295 humano
(i. e., Ser e Ser, respetivamente) na regido varidvel da cadeia
pesada do BAT-1 humanizado. Isto foi feito porque representavam
alguns dos residuos candnicos importantes para a conformacdo da
ansa H1 hipervariadvel (Chothia et al., 1ibid 1992). 0Os residuos
candénicos foram considerados criticos para a correta orientacéo

e estrutura de ansas hipervaridveis e foram em termos genéricos

69



sempre conservados numa regido varidvel humanizada. Além disso,
as posicgdes de residuo 27-30 foram consideradas parte da prodpria
ansa Hl1 e foram assim ainda mais <criticas para a correta
conformagcdo e orientacdo desta ansa - Jjustificando a sua
conservacao ainda mais fortemente. Assim, estas duas posicdes de
residuo representaram a soma das alteracgdes feitas as FR da

sequéncia de hsighv1295 humana em BATRHs.

TABELA 8
Kabat| N¢ FR Vy de Misc. de I del hsighv| Super—- | RHa | RHp RHc Comentario
ou BAT de murganho humanol 1295 ficie de de de
CDR | murga- Humano| ou BAT | BAT | BAT
nho Acei. nicleo
1 1 FR1 Q E Q . s Q Q Q
2 2 | I v v v c v Martin Canénico
h a h (H1); Vernier
3 3 | Q Q s Q Q Q
4 4 | L L L* . ¢ L L L Martin Candnico
(H1)
5 5 | v Q* \Y% c \Y% \Y% \Y%
6 6 | Q o* Q : c Q Q Q
7 7 | S S* . c S S S
8 8 | G G G* c G G G
9 9 | P A* A S S S S S
10 10 | E E E c E E E
11 11 | L L* \Y% . S L L L
12 12 | K V¥ K . c K K K
13 13 | K K K* s K K K
14 14 | P p* p* . s P P P
15 15 | G G G* c G G G
16 16 | E A A A c A A A
17 17 | T S* S* S c S S S
18 18 | Y% v* \Y% . c \Y% \Y% \Y%
19 19 | K K* K . s K K K
20 20 | I L c I I I Martin Candénico
(HD)
21 21 | S s . c S
22 22 | C C Cc* . C C C C Martin Candénico
(HD)
23 23 | K T K . c K K K
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24 24 A A* A A A A Chothia Candnico
(H1); Martin
Candénico (H1)
25 25 | S*
26 26 | G G G* G G G Chothia Canénico
(H1); Martin
Candénico (H1)
27 27 | Y pP* Y Y Y Y Chothia Canénico
(H1); Vernier
28 28 | N T S S Vernier; (Al)
29 29 | I* F* F Chothia Candénico
(H1); Martin
Candénico (H1);
Vernier
30 30 FR T K T S S T T Vernier; (A2)
1
31 31 CDR N D S S N N N
1
32 32 | Y T Y H Y Y Y Martin Candénico
(HD)
33 33 | G I* A A G G G Martin Candénico
(H1/H2)
34 34 | M M I I M M M Chothia Candnico
(H1) Martin
Candénico (H1)
35 35 N H S - N N N Martin Canénico
(H1);
Empacotamento AA.
35a | - - - - - -
35b CDR - - - - - -
1
36 36 FR W W W* W W W Martin Candnico
2 (H1)
37 37 | v v* v Y Y Y Empacotamento AA.
38 | 38 | K R¥ R R R R
39 39 | Q Q* Q Q Q Empacotamento AA.
40 40 | A R A A A A
41 41 | P P P P P
42 42 | G E* G* G G G
43 43 | K Q* Q Q Q Q Q
44 14 | G G* G G G G
45 45 | L L L* L L L Empacotamento do
nicleo AA.
46 46 | K E E* Q Q Q Q
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47 47 W W W* C W W W Martin Candénico
(HZ) ;
Empacotamento AA.

48 48 | M I* M C M M M Martin Canénico
(H1)

49 49 FR2 G G* G* C G G G

50 50 CDR W R W c W Martin Canénico

2 (H2)

51 51 | I I I c I I I Martin Candénico
(H1/H2)

52 52 | N D* N c N N N Martin Candnico
(H2)

52a 53 | T p* P c T T T Chothia Candénico
(H2) Martin
Candénico (H2)

52b | - - I - - - - Martin Candnico
(HZ)

52c | - - - - - - Martin Candnico
(HZ)

53 54 | D A G N s D D D Martin Candnico
(HZ)

54 55 | S N N T c S S s Martin Candénico
(H2)

55 56 | G G G c G G G Chothia Candnico
(H2); Martin
Candénico (H2)

56 57 | E N D S s E E E Martin Candénico
(H2)

57 58 | T T P c

58 59 | T K N c Martin Candnico
(H2)

59 60 | Y Y Y c Y Y Y Martin Candénico
(HZ2)

60 61 | A D A c A A A

61 62 | E p* Q s E E E

62 63 | E K* K s E E E

63 64 | F E* F c F F F

64 65 | K Q* Q T s K K K

65 66 CDR G G G s G G G

2

66 67 FR3 R R C R R R

67 68 | F \ C E F E

68 69 [ A T* T v C v v v

69 70 | F I I C F F F Martin Candnico
(H1/H2)

70 71 | S T* T C S S S
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71 72 L A% A L L L Chothia Candnico
(H2); Martin
Candénico (H2)

72 73 | E D D D D D

73 74 | T T* T T T

74 75 | S S* S* S S S

75 76 | A S* T v v v v

76 77 | N N* S S S S N (A3)

77 78 | T T* T T T T

78 79 | A Ax A A A A Martin Canénico
(H1/H2)

79 80 | Y* Y Y Y

80 81 | L L M L L L Martin Canénico
(H1)

81 82 I Q Q* E Q Q Q

82 83 | I L* L I I I

82a | 84 | N S* S T T T T

82b 85 | N S* S S S S s

82c 86 | L L L* L L L

83 87 | N T* R T T T T

84 88 | N S* S A A A

85 89 | E E* E E E E

86 90 | D D* D* D D D

87 91 | T T* T T T T

88 92 | A A A G G G G

89 93 | T Y M M M

90 94 | Y Y Y* Y Y Y | Martin Canénico
(H1)

91 95 | F Y* Cc* F F F Empacotamento AA.

92 96 | C Martin Canénico
(H1)

93 97 | v A A* A v v A Empacotamento

- - AA; (04)
94 98 FR R R R K R R K Chothia Candnico
3 (H1); Martin

Candnico (H1);
(A5)

95 99 CDR v G A v v v Empacotamento AA.

3

96 100 | G I P G G G

97 101 | Y L G H Y Y Y

98 102 | D R I S D D D

99 103 | A R G S A A A

100 | - D S A - - -

100a | - - G L - - -
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100b | - - G D - - -

100c | - - G - - - -

100d | - - C - - - -

100e | - - I - - - -

100£ | - - R - - - -

100g | . - G -

100h | . - D -

1001 | . - I -

1007 | - X -

100k | 104 | L - F . c L L L Empacotamento de

nicleo AA.

101 105 | D D D . c D D D

102 106 | CDR Y Y Y . c Y Y Y Martin Canénico

3 (H1)
103 107 | FR4 W W W* . C W W W Empacotamento de
nicleo AA.

104 108 | G G c G G G

105 109 | 0 s 0 o] 0

106 110 | G G G* c G G G

107 111 | T T* c T T T

108 112 | S S L L c L L L

109 113 | v VA . c v v v

110 114 | T T T c T T T

111 115 | v v A Y Y v

112 116 | S S S* S S S

113 117 | FR4 S S S* S S S

A terceira versdo da regido Vg de BAT-1 humanizado (BATRH¢)
incorporou todas as substituicbdes feitas em BATRHy e, além disso,
continha trés aminodcidos adicionais de murino, que foram
introduzidos nas FR humanas em lugar dos residuos humanos
correspondentes. O primeiro destes foi o) aminoacido Asn
localizado na posigdo 76 em FR3. De acordo com o modelo
molecular da regid&o Fv de BAT-1, o residuo de Asn estava perto
de Hl1 de CDR e pode ter vindo a suportar a estrutura de ansa.
Além disso, na regido Vy de BAT-1 de murganho, a Asn estava

exposta a superficie e é maior do gue a Ser nas FR do hsighv1295
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humano. Consequentemente, uma substituicdo de Ser76Asn foi feita

na FR.

Uma alteracdo adicional foi feita ao aminodcido na posicéo
94 em FR3 da regido Vy, uma posicdo de residuo que tinha sido
previamente identificada por Chothia et al. (Chothia et al.,
ibid 1992), assim como por Martin e Thornton (Martin et al.,
ibid), como 1importante para a conformacdo da ansa H3. Além
disso, o modelo molecular indicou gque a Arg94 poderia formar uma
ponte salina com Aspl0l em H3 de CDR, estabilizando a estrutura
da ansa. Consequentemente, a Arg no murganho substituiu a Lys no
humano nesta posicdo de residuo. Uma modificacdo final foi
também feita na posigdo 93 em FR3 onde a Ala humana foi
substituida pelo aminocdcido Val de murino. Este residuo foi
considerado um residuo de empacotamento, como definido por
Chothia (Chothia et al., 1985 ibid), importante para o correto
empacotamento das regides Vy e Vy. Além disso, esta foi
identificado como uma posicdo de residuo de Vernier e, deste
modo, importante para manter a conformacédo de ansa de CDR, uma
classificacdo confirmada por uma andlise do modelo molecular.
Tomados em conjunto, todos os dados e a analise molecular
sugeriram que era apropriado conservar estes trés residuos de
murino na regidao Vi humanizada de BATRHc, i. e., Ser76Asn,

Ala93Val e Lis94Arg.

A construcdo das seguintes duas variantes humanizadas da
regido Vg de BAT-1 dependeu da afinidade de 1ligagdo destas trés
primeiras versdes humanizadas, 1. e., BATRHp, BATRHp € BATRH:. Se
todas as trés falhassem em apresentar um nivel adequado de
ligacao, entédo as versdes BATRHp, e BATRHg seriam sintetizadas e

testadas.
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A versdao D da regido Vg de BAT-1 humanizado (BATRHp)
incorporou todas as substituicdes feitas em BATRH: e, além disso,
continha um aminocdcido de murganho adicional 1localizado na
posicado 2 em FR1. Esta posicao foi definida como uma posicdo de
residuo candénico (Martin et al., 1ibid) e de Vernier (Foote
et al., 1ibid). Além disso, a partir do modelo da regido variavel
de BAT-1, o aminocdcido TIle de murino estava perto de Tyr27 em
FR1, o que ¢é ela proépria parte da estrutura da ansa HIL.
Inversamente, a Ile de murino e o0s aminoacidos Val de humano,
nesta posicdo nas FR de murganho e humanas, foram semelhantes em
cardter e apenas ligeiramente diferentes em tamanho, i. e., a
Ile tem um grupo metilo extra. Deste modo, foi decidido fazer a
alteracdo Val2Ile apenas nesta fase do processo de humanizacédo e

incorporar a mutagdo na versdo BATRHp.

A versdo final da regido varidvel da cadeia pesada de BAT-1
humanizado (BATRHg) incorporou todas as substituicbdes de FR de
murganho feitas em BATRHp Jjuntamente com trés alteracgdes de
aminoacidos adicionais nas posicdes 38 (FR2), 46 (FR2) e 68

(FR3) .

A modificacdo Arg38Lys foi feita porque o modelo sugeriu que
a Arg, enterrada profundamente no nucleo da regido Vg, estava
perto de Phe63 na H2 de CDR. Contudo, esta nao era uma posicéo
de residuo candnico ou de Vernier previamente identificada. Além
disso, a Arg e a Lys sdo relativamente semelhantes em estrutura,
embora a Arg seja mais volumosa, e assim o significado de
qualquer alteracdo de aminodcido foi dificil de julgar.
Consequentemente, isto foi considerado como apenas uma
possibilidade experimental e a substituicdo foi apenas feita se
fosse encontrado que a afinidade de ligacgcdo do anticorpo BAT-1
humanizado era fraca. A mesma fundamentacdo estava também atrés

da selecdo da modificacdo Gln4d6Lys. O aminoacido Lys estava
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metade enterrado, de acordo com o modelo molecular, mas perto de
Glu62 e de Phe63 na H2 de CDR. Existia uma fraca possibilidade
que o residuo maior, carregado, Lys46 poderia interagir com o
antigénio diretamente, deste modo foi conservado em BATRHz. O
caso para preservar o aminoacido 68Ala de murino foi relacionado
com a sua proximidade a H2 de CDR, particularmente ao residuo
Tyr59 na ansa H2 e a possibilidade dela influenciar assim a
estrutura da ansa. A Ala era improvéavel de ser importante devido
ao seu pequeno tamanho, contudo a Val maior, encontrada nas FR
de hsighv1295 humano, poderia afetar adversamente a estrutura da

ansa H2 e, assim, foi substituida com o residuo Ala de murino.

Uma descricdo das sequéncias de aminodcidos de todas as
variantes da regido Vy humanizada propostas acima ¢é dada na

FIG. 6.

Embora  tenham sido pesquizados potenciais locais de
glicosilacdo ligados a N, 1i. e., Asn—-Xaa—-(Ser/Tr)-Xaa (Gavel
et al., 1ibid) em ambas as regides Vy humana aceitadora e dadora
de murganho, assim como as proéprias construgdes humanizadas,

nenhuma foi identificada.

Exemplo 5

Modelagdo molecular do dominio Fv de BAT-1 de murino e

humanizado

Para ajudar a concecdo das regides varidveis humanizadas do
anticorpo BAT-1, foi construido um modelo molecular das regides
varidveis dos anticorpos de murino e humanizados. A modelacéo
destas estruturas foi conseguida utilizando 0s métodos

estabelecidos para modelacdo por homologia e técnicas ab initio.
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Isto foi feito utilizando o pacote de modelacdo molecular da
AbM, <que foi fornecido e utilizado pela Oxfored Molecular
Limited (OML). As estruturas cristalogrdficas de raio X de
anticorpo da base de dados Brookhaven disponiveis foram
formatadas para permitir que sejam utilizadas para modelar com

AbM.

As FR das regides varidveis de BAT-1 foram modeladas em FR
de regiodes variaveis de imunoglobulina semelhantes,
estruturalmente resolvidas. Enquanto as cadeias laterais de
aminocdcidos idénticos foram mantidas na sua orientacd&o original,
as cadeias laterais desemparelhadas foram substituidas como na
regido Fv de BAT-1 original. Os &tomos estruturais da regido VK
de FAB17-IA foram utilizados para o modelo da regido Vk de
BAT-1, enquanto as FR da regiao Vy de 409,5,3 forasm utilizadas
para modelar a regido Vy de BAT-1 (cbdédigos PDB Brookhaven 1lfor e
liai, respetivamente). Estas sequéncias representaram ambas bons
emparelhamentos para as sequéncias da regido varidvel do
anticorpo BAT-1 de murino e as suas variantes humanizadas. As
identidades para as sequéncias de mBAT-1 e humanizadas variaram
desde 73% a 92% para as sequéncias da regido Vk e entre 65% e
79% para sequéncias da regido Vyg. O teste de AbM com estruturas
conhecidas mostrou que a homologia da estrutura da FR & um fator
importante na qualidade de qualquer modelo, uma vez que a
utilizacdo de estruturas FR gque emparelham mal com uma sequéncia
a ser modelada pode afetar significativamente e adversamente a

posicao e orientacdo da estrutura de ansa de CDR.

Para a estrutura central da ansa L1, as conformacdes de ansa
da regido Vx de BAT-1 de murino e da sequéncia de BATRKg
humanizado (FIG. 5) foram tomadas a partir de classes candnicas
utilizadas por AbM. Estas classes candnicas sao Dbaseadas

naquelas descritas por Chothia e seus colegas, mas foram
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modificadas para tomar em consideracdo estruturas que se
tornaram disponiveis desde que os artigos originais foram
publicados (Chothia et al., 1987, 1989, 1992 ibid; Tramontano
et al., 1ibid). O teste do desempenho de previsdes de AbM para
estruturas de ansa conhecidas mostrou que as ansas de CDR que
sdo criadas deste modo sdo geralmente modeladas com muito rigor,
i. e., dentro do desvio de 1—1,5%. RMS. Para a sequéncia de
regiao Vy de BATRK,, a substituicdo da Phe para Tyr na posicao 71
(em FR3) significou que ndo se ajustava mais a classe candnica
(classe 1) observada na regido Vk de murino e na regido Vk de
BATRKg humanizado. A Tyr7l teve um papel importante na
conformacéao da ansa L1, contudo, andlise das estruturas
modeladas sugeriu que foli o empacotamento da ansa L1 contra o
anel aromatico de Tyr que era a caracteristica chave do residuo.
Assim, havia razdo para acreditar que a Phe poderia também
desempenhar esta funcdo. Além disso, a partir dos modelos
parecia nao existir fortes interacgdes com o grupo hidroxilo de
Tyr71. Consequentemente, existia uma possibilidade de que a
substituicdo de Tyr com Phe poderia muito bem ndo afetar a

conformacdo real da ansa L1.

Para as estruturas centrais das CDR L2, L3, Hl1 e H2, as
conformagdes para todos os modelos foram tomados a partir de

classes candnicas definidas por AbM sem modificacéo.

A ansa H3 na regido Vg de BAT-1 tinha oito residuos de
comprimento, desta forma foram utilizados dois métodos para
prever a estrutura da ansa H3. Foi utilizada uma pesguisa a base
de dados para as conformacgcdes de estrutura para ambos 0s
métodos, mas além disso, a conformacdo dos cinco residuos
centrais no modelo foram pesquisados mails exaustivamente
utilizando uma pesquiza CONGEN (Bruccoleri, 1ibid). Embora isto

tenha demorado mais tempo a ser computado, produziu
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tranquilizadoramente uma conformacdao que foi muito semelhante

aquelas identificadas a partir da pesquiza de bases de dados.

Apds ajustar a totalidade do modelo para impedimentos
estéricos 6bvios, foi finalmente sujeito a minimizacéao
energética, como implementada em MACROMODEL, para aliviar
contatos atdmicos desfavordveis e para otimizar interacdes de

van der Waals e eletrostéticas.

Exemplo 6

Construgdo de variantes da cadeia leve de BAT-1 humanizado

Como com todos os exemplos, foi seguido um protocolo estrito
de clonagem por PCR e sequenciacao. Isto foi feito para
minimizar a possibilidade de introduzir erros nas versdes
humanizadas. A construcdo dos genes da regido varidvel da cadeia
leve kapa de BAT-1 humanizado (i. e., BATRKa, BATRkz e BATRKp)
produziu um produto de aproximadamente 425 pb que foi depois
subclonado em pCR2.1™, As reacgoes de PCR foram estabelecidas

utilizando os iniciadores descritos nas Tabelas 9 e 10.

TABELA 9

Nome do SEQ Oligonucleétido utilizado na construgdo das
Iniciador 1ID varias versdes humanizadas do gene da regido
Ne wvaridvel da cadeia leve kapa do anticorpo BAT-1
(5'-3")

BATRk. 30 CCCAAGCTTGCCGCCACCATG GACATGAGGGTCCCCGCTCAG C
BATR«.2 31 TCCTGGGGCTCCTGCTGCTCT GGCTCCCAGGTGCCAAATG
BATRx.3 32 TGAAATTGTGTTGACGCAGTC TCCATCCTCCCTGTCTGCA
BATR«.4 33 TCTGTAGGAGACAGAGTCACC ATCACTTGCAGTGCCAGGT
BATRk.5 34 CAAGTGTAAGTTACATGCACT GGTATCAGCAGAAACCAGG
BATRx.6 35 GAAAGCCCCTAAGCTCCTGAT CTATAGGACATCCAACCTG
BATRk. 7 36 GCTTCTGGGGTCCCATCTAGA TTCAGCGGCAGTGGATCTG
BATRk.8 37 GGACAGATTTCACTCTCACCA TCAACAGCCTGCAGCCTGA
BATRx.9 38 AGATTTTGCAACTTACTATTG CCAGCAAAGGAGTAGTTTC
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(continuacgao)

BATRx.10

BATRk.11
BATRk.12
BATR«k.13
BATRk.14
BATRk.15
BATRx.16
BATRx.17
BATR«k.18
BATRk.19
BATRx.20
BATR«k.5B
BATRk.6B
BATRk.8B

39

40
41
42
43
4
45
46
47
48
49
S0
51
52

BATRx.15B 353
BATRx.17B 54
BATRx.17D 55

CCACTCACGTTCGGCGGAGGG ACCAAGCTGGAGATCAAACGT

GAGTGGATCCGCG

GAGCAGCAGGAGCCCCAGGAG CTGAGCGGGGACCCTCATG
ACTGCGTCAACACAATTTCAC ATTTGGCACCTGGGAGCCA
GTGACTCTGTCTCCTACAGAT GCAGACAGGGAGGATGGAG
GTGCATGTAACTTACACTTGACCTGGCACTGCAAGTGATG
TCAGGAGCTTAGGGGCTTTCCCTGGTTTCTGCTGATACCA
CTAGATGGGACCCCAGAAGCCAGGTTGGATGTCCTATAGA
GGTGAGAGTGAAATCTGTCCCAGATCCACTGCCGCTGAAT
AATAGTAAGTTGCAAAATCTTCAGGCTGCAGGCTGTTGAT
CCTCCGCCGAACGTGAGTGGGAAACTACTCCTTTGCTGGC
CGCGGATCCACTCACGTTTGATCTCCAGCTTGGTC
CAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTTCCAGCAGAAACCAGG
GAAAGCCCCTAAGCTCTGGATCTATAGGACATCCAACCTG
GGACAGATTACACTCTCACCATCAACAGCCTGCAGCCTGA
TCCAGAGCTTAGGGGCTTTCCCTGGTTTCTGCTGGAACCA
GGTGAGAGTGTAATCTGTCCCAGATCCACTGCCGCTGAAC
GGTGAGACAGTAAGATGTCCCAGATCCACTGCCGCTGAAC

BATRk8D 56 GGACATCTTACTGTCTCACCATCAACAGCCTGCAGCCTGA
TABELA 10
Variante Combina¢des de iniciador oligonucleotidico” utilizadas
de BAT-1 para a construgdo da cadeia leve kapa de cada
humanizado variante?
BATRk, BATR«k.1 BATRk.2 BATR«k.3 BATRk.4 BATR«k.5
BATR«k.6 BATRk.7 BATRx.8 BATRk9 BATRk.10
BATRk.11 BATRx.12 BATRk.13 BATRk.14 BATR«x.15
BATRk.16 BATRk.17 BATRk.18 BATRk.19 BATRk.20
BATRxg BATRx.1 BATRx.2 BATRk.3 BATRx.4 BATR«k.5B
BATRx.6B BATRx.7 BATRx.8B BATRk.9 BATRk.10
BATRx.11 BATR«k.12 BATRx.13 BATRk.14 BATRk.15B
BATRk.16 BATRk.17B BATRk.18 BATRk.19 BATR«k.20
BATRxp BATRk.1 BATR«k.2 BATR«k.3 BATRx4 BATRx.5B
BATRx.6B BATRx.7 BATRx.8D BATRk.9 BATR«x.10
BATRk.11 BATRk.12 BATRk.13 BATRx.14 BATRk.15B
BATRx.16 BATRk.17D BATRk.18 BATRk.19 BATRx.20
" As sequéncias de oligonucledétido sdo dadas na Tabela 9.
? 0s 1iniciadores oligonucleotidicos BATRx.1l e BATRk.20 foram

também utilizados como os iniciadores de amplificagdo externa.
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Os putativos transformantes positivos foram identificados
utilizando o ensaio de rastreio por PCR, digestdo de restricao e
depois sequenciacgdao de ds—-ADN. 0Os genes VK humanizados (FIGS.
7-9; SEQ ID N¢ 15, 16 e 18) foram depois subclonados em

plasmideos de expressao.

A construcdo de cadeia leve pKN110 incluiu genes de
resisténcia a Ampicilina e Neomicina. As variantes do gene VK
humanizado de BAT-1 (1. e., BATRxa, BATRxg e BATRKp) foram
introduzidas entre o Promotor Imediatamente Precoce de HCMV e a
regido constante kapa humana gendémica, resultando nos seguintes
vetores de expressao: PKN110-BATRKa, PKN110-BATRKg e
PKN110-BATRKp, respetivamente (ver FIG. 10 para um vetor
PKN110-BATRKp representativo).

A cassete de expressdo da cadeia leve de BAT-1 introduzida
num vetor de expressao incluiu um fragmento de ADN que codifica
uma sequéncia de péptido de sinal de imunoglobulina de murganho,
uma sequéncia de Kozak e um intrdo da SEQuéncia de sinal que foi
adicionado a ambos os lados das variantes do gene Vk humanizado
de BAT-1 (FIG. 11). Esta cassete foil introduzida entre o
Promotor Imediatamente Precoce de HCMV e a regido constante kapa
humana gendémica. O vetor de expressdo completo da cadeia leve
incluiu também um terminador de transcricdo poliA de BGH e um
marcador de selecdo Neo/G418. Todas as construg¢des foram
digeridas com enzimas de restricdo e sequenciados os ds—ADN para

confirmar a presenca da insercgdo correta.
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Exemplo 7

Construgdo de variantes da cadeia pesada de BAT-1 humanizado

A construcdo das varias versdes dos genes da regido variavel
da cadeia pesada de BAT-1 humano reformulados (i. e., BATRH,,
BATRH5, BATRH:) produziu um produto de aproximadamente 450 pb que
foi depois subclonado em pCR2.1™M, As reacgdes de PCR foram
estabelecidas utilizando os 1iniciadores descritos nas Tabelas 11
e 12.

Os putativos transformantes positivos foram novamente
identificados num rastreio de PCR e depois sequenciados o0s
ds—-ADN. Os genes Vg humanizados (SEQ ID N2 20-22) foram depois

subclonados em vetores de expressiao.

A construcdo da cadeia pesada pGlD110 incluiu genes de
resisténcia a Ampicilina e o dhfr de hamster como o marcador de
selecdao. As variantes do gene Vy humanizado de BAT-1 foram
introduzidas entre o Promotor Imediatamente Precoce de HCMV e a
regido constante de IgGl humana gendmica, resultando nos
seguintes vetores de expressao: pGlD110-BATRH,, pGlD110-BATRHg,
pPG1lD110-BATRH: (ver FIG. 15 para um vetor pGlD110.BAT-1.RHc

representativo) .

A cassete de expressao da cadeia pesada de BAT-1 foi
introduzida num vetor de expressao que incluiu um fragmento de
ADN qgue <codifica uma sequéncia de péptido de sinal de
imunoglobulina de murganho, uma sequéncia de Kozak e um intréo
da SEQuéncia de sinal que foi adicionado a ambos os lados das
variantes do gene de Vk humanizado de BAT-1 (FIG. 16). Esta
cassete foi introduzida entre o Promotor Imediatamente Precoce
de HCMV e a regido constante de IgGl humana gendémica. O vetor de
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expressdo da cadeia leve completo também incluiu um terminador

de transcricao poliZA de BGH e um marcador de selecdo dhfr.

Os vetores de expressao resultantes foram digeridos com

enzimas de restricdo para confirmar a presenca da insercao

correta.
TABELA 11
Nome do SEQ Oligonucledétido utilizado na construgdo das

Iniciador ID vArias versdes humanizadas do gene da regido

N2 varidvel da cadeia pesada do anticorpo BAT-1
(5'-3")

BATRH.1 57 CCCAAGCTTGCCGCCACCATG GACTGGACCTGGAGGATCC

BATRH2 58 TCTTCTTGGTGGCAGCAGCAA CAGGTGCCCACT
BATRH3 59 CCCAGGTGCAGCTGGTGCAAT CTGGGTCTGAGCTTAAGAA

BATRH4 60 GCCTGGGGCCTCAGTGAAGAT CTCCTGCAAGGCTTCTGGA
BATRB.S 61 TATAGCTTCAGTAACTATGGA ATGAACTGGGTGCGACAGG
BATRH6 62 CCCCTGGACAAGGGCTTCAGT GGATGGGATGGATAAACAC
BATRH.7 63 CGACAGTGGAGAGTCAACATA TGCTGAAGAGTTCAAGGGA
BATRHS8 64 CGGTTTGTCTTCTCCTTGGAC ACCTCTGTCAGCACGGCAT
BATRHO9 65 ATCTGCAGATCACCAGCCTCA CGGCTGAGGACACTGGCAT
BATRH.I0 66 GTATTTCTGTGCGAAAGTCGG CTACGATGCTTTGG
BATRHII 67 ACTACTGGGGCCAGGGAACCC TGGTCACCGTCTCCTCAGGTG
AGTGGATCCGCG
BATRH.12 68 TGCTGCCACCAAGAAGAGGAT CCTTCCAGGTGGAGTCCATGG
TGG
BATRH.13 69 TTGCACCAGCTGCACCTGGGA GTGGGCACCTGTTGC
BATRH.14 70 T CTTCACTGAGGCCCCAGGCT TCTTAAGCTCAGACCCAGA
"BATRH.15 71  CCATAGTTACTGAAGCTATAT CCAGAAGCTIGCAGGAGA
BATRH.16 72 CTGAAGCCCTTGTCCAGGGGC CTGTCGCACCCAGTTCATT
BATRH.17 73 ATGTTGACTCTCCACTGTCGG TGTTTATCCATCCCATCCA
BATRH.18 74 TCCAAGGAGAAGACAAACCGT CCCTTGAACTCTTCAGCAT
BATRH.19 75 GAGGCTGGTGATCTGCAGATA TGCCGTGCTGACAGAGGTG
BATRH20 76 CGACTTTCGCACAGAAATACA TGCCAGTGTCCTCAGCCGT
BATRH21 77 TTCCCTGGCCCCAGTAGTCCA AAGCATCGTAGC
BATRH22 78 CGCGGATCCACTCACCTGAGG AGACGGTGACCAGGG
BATRH.SB 79 TATACTTTCACAAACTATGGA ATGAACTGGGTGCGACAGG
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(continuacéo)

BATRH.15B
BATRH.8C
BATRH.10C
BATRH.20C
BATRH.9C
BATRH.19C
BATRH.5C

80

CCATAGTTTGTGAAAGTATAT CCAGAAGCCTTGCAGGAGA

81 CGGTTTGTCTTCTCCTTGGAC ACCTCTGTCAACACGGCAT
82 GTATTTCTGTGTGAGAGTCGG CTACGATGCTTTGG

83 CGACTCTCACACAGAAATACATG CCAGTGTCCTCAGCCGT
84 ATCTGCAGATCACCAGCC TC AACGCTGAGGACACTGGCAT
85 GAGGCTGGTGATCTGCAGAT ATGCCGTGTTGACAGAGGTG
86 TATACTTTCACAAACTATGG AATGAACTGGGTGAAGCAGG

TABELA 12
Variante Combinagdes de iniciador oligonucleotidico® utilizadas
de BAT-1 para a construgdo da cadeia pesada de cada variante?
humanizado
BATRH, BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH 4 BATRH.S
BATRH.6  BATRH.7 BATRH.8 BATRH9 BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRH.21 BATRH.22
BATRHp BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH 4 BATRH.5B
BATRH.6 BATRH.7 BATRH.8 BATRH.9 BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15B
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRHc BATRH.1 BATRH.2 BATRH.3 BATRH4 BATRH.5C
BATRH.6 BATRH.7 BATRH.8C BATRHY BATRH.10
BATRH.11 BATRH.12 BATRH.13 BATRH.14 BATRH.15C
BATRH.16 BATRH.17 BATRH.18 BATRH.19 BATRH.20
BATRH.21 BATRH.22

" As sequéncias de oligonucleétido sdo dadas na Tabela 11.

2 0s

iniciadores

oligonucleotidicos

BATRH.1 e

BATRH.22 foram

também utilizados como os iniciadores de amplificacdo externa.

85



Exemplo 8

A construgdo do anticorpo completo yl RHc/Rxp BAT-1 num Unico

vetor de expressao

De modo a maximizar os niveis de expressdo atingiveis para o
anticorpo vyl BAT-1, foi decidido remover o intrdo da construcgéo
PpG1D110.BAT-1.RH, (descrita no Exemplo 7, ver FIG. 15) antes de
fazer a construcdo de vetor unico vyl BAT-1. Este processo foi

realizado como se segue.

pGlD200 ¢é outro vetor de expressiao de mamifero de cadeia
pesada de 1imunoglobulina vyl (AERES Biomedical; FIG. 17). Este
vetor é uma versdo sem o intrdo yl Vg:Cy do vetor pGlD110 (i. e.,

ndao tem o intrdo de 71 pb na juncao Vy:Cgy).

De modo a converter a construcdo pGlD110.BAT-1.RH: numa
construcdo, um fragmento Bst EII (219 pb) foi excisado do vetor
pG1lD200 e purificado do gel utilizando um kit de
extracdo/purificacdo de gel da Qiagen. Este fragmento continha a

juncdo Vg:Cy sem intréao.

A construcdo pGlDl110.BAT-1.RH¢ (FIG. 15) foi também digerida
por restricdo com BstEII, libertando um fragmento de 290 pb que
continha o 1intrdo mais a Jjuncdo Vg:Cyg. O fragmento de vetor
restante (~7207 pb) foi purificado do gel utilizando um kit de

extracdo/purificacdo de gel da Qiagen.

O fragmento BstEII sem intrdo (219 pb) da digestdo do vetor
pGlD200 foi depois ligado no vetor pGlD110.BAT-1.RH: digerido com
BstEII de ~7207 pb. 2 pL de ADN ligado foram transformados em

células DHba (Stratagene) de acordo com as instrugdes dos
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fabricantes. O ADN plasmidico foi preparado a partir de 10
coldénias e cada ADN plasmidico foi analisado para a presenca do

correto fragmento BsStEII por andlise da SEQuéncia de ADN.

Apds identificacdo de um clone perfeito, a nova construcéo
sem 1intrdo (pGlD210.BAT-1.RH:) e a construcao da cadeia leve
PKN110.BAT.Rxp (ver FIG. 10) foram utilizadas para construir o
vetor de expressdo Unico pGlKD210.BAT-1.RH:/Rkp (SEQ ID N¢ 93).

Os componentes deste vetor de expressao unico
PG1lKD210.BAT-1.RHc/Rky dentro da SEQ ID N¢ 93 estdo localizados

como se segue:

1. Gama de nucledtidos: 1 a 2502 - pBR322 (sequéncia
baseada em pBR322 incluindo o gene de resisténcia a Amp
e a origem ColEI mais a origem de SV40 e o promotor
precoce de SV40 alterado)

2. Gama de nucledétidos: 206 a 1067 - BAmp (gene de
resisténcia a Ampicilina)

3. Posicao: 1824 - ColEl

4, Gama de nucledétidos: 2502 a 3227 - DHFR (gene de Di-
hidrofolato redutase)

5. Gama de nucledtidos: 3233 a 4074 - poliA de SVvV40
(sequéncia poli A de SV40, etc.)

6. Gama de nucledétidos: 4109 a 5649 - HCMVi (promotor
HCMV1i)
7. Gama de nucledtidos: 5662 a 6067 — rKd de BAT

Regido variavel da cadeia leve kapa de BAT reformulada.

8. Gama de nucledtidos: 6073 a 6720 - gene HuK (cdpia de

ADNc do gene da regiao constante kapa humana (Km(3)))
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9. Gama de nucledtidos: 6726 a 6943 - sequéncias spaC?2
artificial e spaC2 de terminacéao

10. Gama de nucledtidos: 6949 a 8489- HCMVi (promotor

HCMVi)

11. 12. Gama de nucledtidos: 8502 a 8923 - rHc de BAT

Regido varidvel da cadeia pesada de BAT reformulada

13. Gama de nucledtidos: 8924 a 10297 - HGl (regides
constantes gama-1 humanas precedidas por um intrdo de

60 pb e segquidas pela sequéncia de terminacdo 'Arnie')

A cassete de expressao da cadeia leve kapa de BAT-1 que
continha o promotor HCMVi, o gene da regido varidvel da cadeia
leve kapa de BAT-1 e o gene da regidao constante da cadeia leve
kapa, foi digerida com enzimas de restricdo (EcoRI/Spel) para
fora da construcdo pKN11l0.BAT-1.Rxp e, subsequentemente, ligada
na construcdo pGlD210.BAT-1.RHq, através dos locais de restricéo
inicos EcoRI e Spel. Esta 1ligacdo resultou na construcdo de
vetor de expressdo uUnico pGlKD210.BAT-1.RH-./RKp, contendo as
cadeias pesadas e 1leves kapa do anticorpo BAT-1 humanizado
RHc/Rxp, (FIG. 18). 2 uL do ADN ligado foram transformados em
células DHba (Stratagene) de acordo com as instrucdes dos
fabricantes. O ADN de miniprep foi preparado a partir de dez
coldénias e cada ADN plasmidico foi analisado para a presenca da
correta construcdo de expressao uUnico por analise de digestéo
por restrigdo. Um clone de uma construgdo de expressdo unico
correta foi escolhido para a expressao transiente do anticorpo

gama-1 BAT-1 em células COS como serd ilustrado no Exemplo 11.
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Exemplo 9

Construgdo da variante de anticorpo completo BAT-1.RH¢/RKp

gama-1 (yl) num vetor de expressdo unico

A regido varidvel da cadeia pesada BATRH:. foi transferida
para o vetor de expressdo combinado (Gnico) como um fragmento
Xhol a Hindlll. A regido varidvel da cadeia leve BATRxp foi
transferida para o vetor de expressdao combinado (Unico) como um
fragmento Xbal a BamHl1l. O local Xbal interno no gene da cadeia
leve foi removido sem mudar a sequéncia de aminoacidos. As
sequéncias das regides varidveis da cadeia pesada e leve
BAT-1.Rkp/BAT-1.RHc neste vetor foram confirmadas. O vetor inclui
as regides constantes Kapa e IgGl humana gendmicas. Ambos o0s
genes da cadela pesada e leve foram colocados sob controlo do
promotor Imediatamente Precoce de HCMV. O vetor inclui um gene
dhfr de murganho como o marcador de selecdao (ver FIG. 19). A
mesma sequéncia de Kozak, sequéncia de péptido de sinal e intréo
foram adicionadas como para o sSistema de expressdo de dois

vetores (ver Exemplos 6 e 7).

Exemplo 10

Construgdo de PG4KD110.BAT-1.RH:/RKp de BAT-1 gama-4 (y4)

num vetor unico

O primeiro passo na construcdo da construcédo de vetor de
expressao Unico de BAT-1 vy4 foi a clonagem do gene BAT-1.RH;
modificado para fora da construcdo pGlD110.BAT-1.RH: (FIG. 14)
por digestdo de restrigdo com BamHI e HindIII, e ligacdo deste

fragmento de 430 pb no vetor de expressao de cadeia pesada de
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imunoglobulina gama-4 pG4D110, novamente através locais de

restricdo BamHI e HindIII.

2 pL de ADN ligado foram transformados em células DHb5a
(Stratagene) de acordo com as instrucdes dos fabricantes. O ADN
plasmidico foi preparado a partir de 10 coldnias e cada ADN
plasmidico foi analisado para a presenca do fragmento
BamHI/HindIII de BAT-1.RH: correto por andlise da SEQuéncia de
ADN.

Apds identificacdo de um clone perfeito, a nova construcéo
gama-4 (pG4D110.BAT-1.RH¢) e a construgcdo de cadeia leve
PKN110.BAT-1.RKp (FIG. 10) foram wutilizadas para construir o

vetor de expressdo uUnico pG4KD110.BAT-1.HR:/Rxp do seguinte modo.

A cassete de expressadao da cadeia leve kapa de BAT-1 qgue
continha o promotor HCMVi, o gene da regido varidvel da cadeia
leve kapa de BAT-1 e o gene da regiao constante da cadeia leve
kapa, foi digerida com enzimas de restricdo (EcoRI/Spel) para
fora da construcédao pKN110.BAT-1.Rxp € subsequentemente ligada na
construgédo pG4D110.BAT-1.RH: através dos locais de restricgao
inicos EcoRI e Spel. Esta ligacdo resultou na construcdo de uma
construcdo de vetor de expressdo Unico pG4KD110.BAT-1.RH¢/Rkp,
contendo ambas as cadelas pesadas e leves kapa da variante
RHc/Rxp do anticorpo humanizado BAT-1. 2 pL de ADN ligado foram
transformados em células DHba (Stratagene) de acordo com as
instrugdes dos fabricantes. O ADN de miniprep foi preparado a
partir de dez coldnias e cada ADN plasmidico foi analisado para
a presenca da construcgdo do vetor de expressdo Unico correto por
andlise de digestdo de restricdo. A construcdo do vetor de
expressdo Unico correta digerida com BamHI e HindIII libertou um

fragmento de 2864 pb e a digestdo com HindIII libertou um
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fragmento de 2840 pb. Um clone foi escolhido para a expressao

transiente do anticorpo gama-4 BAT-1 em células COS.

Exemplo 11

Co-transfegcdo de vetores da cadeia leve e pesada de BAT-1
humanizado e expressdo transiente das variantes de BAT-1

humanizado em células COS7

Os vetores de expressdo da cadeia pesada (pGlD110) e leve
(PKN110; Exemplo 7) de BAT-1 humanizado foram co-transfetados,
em varias combinacbes, em células COS7 e apds uma incubacdo de
72 horas, o meio foil recolhido, centrifugado para remover restos
celulares, filtrado e analisado por ELISA para a producao de
anticorpo humanizado. A concentracado do anticorpo humanizado nos
sobrenadantes de células COS7 wvariou com cada combinacdo de
construcdes de anticorpo BAT-1 humano reformulado que foi
testada (Tabela 13). Por exemplo, a versdo BATRHR/BATRKj
expressou o0s niveis mais elevados de anticorpo (4800 ng/mL),
enquanto a versdao BATRHgy BATRxp foli aquela com mais baixa

expressdo (357 ng/mL) .

Exemplo 12

Purificagdo das variantes de BAT-1 humanizado a partir de

células COS7

Recolhendo aproximadamente 8 mL por co-transfecéao (ver
Exemplo 11), uma série de transfecgdos fol realizada até ser

recolhido um excesso de 200 mL de sobrenadante de C0OS7. 0O volume
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deste sobrenadante foi reduzido até 10 mL por passagem do
sobrenadante através de uma célula agitada de ultra-filtracéo
com uma membrana de filtro PM30 - que tinha um limite de corte

de peso molecular de 30 kDa.

O kit de purificacdo de IgG Imunopure®(A) é essencialmente
compreendido de uma coluna de 2 mL contendo Sepharose de
proteina A imobilizada. O anticorpo foi eluido da coluna com
5 mL de tampdo de eluicdo, cujo eluato foi recolhido em fracdes
de 1 mL. A concentracdo do anticorpo BAT-1 humanizado em cada
fracdo foi depois ensaiada utilizando métodos de ELISA. A
Tabela 13 descreve as concentracdes finais das construgdes de
anticorpo purificadas com Proteina A recolhidas. Em média o
passo de purificacdo aumentou a concentracao de anticorpo em

aproximadamente 150 vezes.

TABELA 13
Cadeia de anticorpo Concentragdes de anticorpo quimérico e
hBAT-1 em sobrenadantes de células COS7
(experiéncias de expressdo transiente)
Pesada Leve Sobrenadantes em Apds Purificagédo por
Kapa bruto (pg/mL) Proteina A (pg/mL)
BATCH BATRK 0,358 50
BATRHp BATRKka 2,350 110
BATRHg BATRKp 4,800 211
BATRHg BATRKkg 0,757 149
BATRHq BATRKg 1,250 137
BATRHg BATRKp 0,357 112
BATRHc BATRXp 0,718 122
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Exemplo 13

A andlise da ligagdo de célula Daudi as variantes de BAT-1

humanizado produzidas em células COS7

Utilizando ELISA de célula Daudi foi claro que as diferentes
versdes do anticorpo BAT-1 humanizado purificado com proteina A
se ligaram a células Daudi em varios graus. As Figs. 20-23
mostram exemplos tipicos destas experiéncias de ligacdo. Curvas
sigmoidais de resposta a dose de ligacdo das células Daudi pelos
anticorpos recombinantes foram também representadas graficamente
e o0s declives destas curvas de 1ligacdo foram calculados. A
combinacdo dos dados de declive e das posicgdes de resposta a
dose, relativas as curvas de resposta a dose do anticorpo
quimérico, sugeriu uma hierarquia qualitativa com respeito a
ligagédo de células Daudi entre as varias construcgdes testadas de
anticorpo BAT-1 humanizado (Tabela 14). No topo desta hierarquia
estava claramente a construcdo BATRH:./BATRXp, que apresentou um
declive (1. e., 0,8818 + 0,1107) muito semelhante ao seu
anticorpo BAT-1 gquimérico de controlo (i. e., 0,8248 + 0,1210) e
apesentou uma curva de resposta a dose muito parecida com a do
controlo quimérico. Embora a construcéo BATRH./BATRKgz
apresentasse um declive mais ingreme (i. e., 0,6408 + 0,1622)
que o mesmo anticorpo BAT-1 quimérico de controlo (i. e., 00,8248
+ 0,1210), como <calculado a partir dos dados de 1ligacéao
disponiveis, a diferenca nao foi estatisticamente significativa.
Além disso, é claro a partir da FIG. 22 que a curva de resposta
a dose para esta construc¢do ndo & tdo boa como para a construcgao
BATRH:/BATRkp € foi assim classificada em segundo na hierarquia

de ligacao.

93



Inversamente, a construgdo BATRHa/BATRxp tem claramente as
caracteristicas mais fracas de ligacdo de todas as construcgdes
testadas de anticorpo BAT-1 humanizado (Tabela 14) e foi assim
classificada em sexto na hierarquia de ligacdo. Embora o declive
calculado para esta versao (i. e., 1,2730 =+ 0,2688) seja
aparentemente melhor do que a construgdo humanizada muito
semelhante BATRHR/BATRx, (i. e., 1,7710 += 0,6461), esta diferenca
¢ novamente ndo estatisticamente significativa. Além disso, é
claro a partir da FIG. 21 gue o anticorpo BAT-1 BATRHa/BATRkx com
CDR enxertadas estd a alcancar a sua resposta de ligacdo maxima
a um nivel muito mais baixo do que a construcdo BATRHg/BATRKj
humanizada - que foi classificada em quinto na hierarquia de

ligacgéo.

As construcgdes BATRHR/BATRks (Fig. 20; classificada em
quarto) e BATRHR/BATRkp, (FIG. 23; classificada em terceiro)
apresentam niveis intermedidrios de ligacdo entre estes dois
conjuntos de extremos. Uma vez mais estas classificagcdes foram
principalmente baseadas numa interpretacdo subjetiva dos dados

de ligacédo disponiveis e de experiéncia anterior.

94



TABELA 14

Afinidades de ligagdo relativas de construgdes de anticorpos
BAT-1 quimérico versus humanizado, purificados com proteina A,
recolhidos apds expressdo transiente em células COS

Nimero de Cadeia Cadeia Declive #*SEM® Hierarquia de
Experiéncia pesada Leve Kapa ligagdo da
analise de
declive

1 BATRH BATRk 0,5422 + 00,2911 -
BATRHA BATRKa 1,273 + 0,2688 6
BATRHg BATRK, 1,771 + 0,6461 5
2 BATRH BATRk 0,8057 + 0,0849 -
BATRHg BATRKp 00,6555 + 00,1252 3
3 BATRH BATRk 0,8248 =+ 0,1210 -
BATRHq BATRKg 0,6408 + 00,1622 2
BATRHc BATRKp 0,8818 =+ 0,1107 1
4 BATRH BATRK 0,7090 + 00,2768 -
BATRHg BATRKg 0,7796 = 0,3420 4

a

Erro padrdo da média de 3 duplicados de ELISA de células Daudi
calculado apds se ter ajustado os dados de ELISA numa curva de

resposta a dose sigmdbide.

Exemplo 14

Expressdo transiente da variante Rxkp/RHc de BAT-1 por

co-transfegcdo ou por transfegdo simples de células COS

0O método de Kettleborough (Kettleborough et al., Eur. J.
Immunol. 23:206, 1993) foi seguido para transfetar as
construcdes de expressao de mamifero em células COs.
Resumidamente, o ADN (10 png cada da construcdo de expressao da

cadeia leve kapa pKN110.BAT-1.Rxp e construcdo de expressdo da
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cadeia pesada pGlD210.BAT-1.RHq, ou 13 pg da construcdo de vetor
unico pGlKD210.BAT-1.RH:/RxD) foi adicionado a uma fracdo de
0,7 mL de 10’ células/mL em PBS e pulsadas a 1900 V, com
capacitédncia de 25 pF utilizando um dispositivo Bio—-Rad Gene
Pulser. Apds uma recuperacado de 10 minutos a temperatura
ambiente, as células eletroporadas foram transferidas para
placas de Petri contendo 8 mL de DMEM contendo 10% FCS e
incubadas durante 72 horas em 5% de CO, a 37 °C. Apds 72 horas de
incubacdo, o meio foi recolhido, centrifugado para remover
restos celulares e analisado por ELISA de captura para a
producao de anticorpos. As co-transfecgdes, com vetor de
expressdo da cadeia leve e vetor de expressao de cadeia pesada,
e as transfecdes com vector uUnico expressando ambas as cadeias
leves e pesadas, foram realizadoas em triplicado. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 15. 0Os resultados 1indicam qgue o0s
niveis de expressdo a partir do vetor Unico sdo 6 vezes

superiores gque os niveis de expressdo observados para as co-—

transfecdes.
TABELA 15
Transfegédo Construgéao Niveis de expressdo transiente
Ne transfetada de células COS para o
anticorpo yl BAT-1 (pg/mL)*
1 Vetor unico 55,451
2 " 49,009
3 " 66,018
1 Vectores de cadeia 9,06
leve e pesada
2 W 10,232
3 " 9,536

* 0s niveis de transfecdo de variante de BAT-1 humanizado
RH:./Rkp, a partir de co-transfecdo utilizando os vetores pGlD110

e pKN110, foram 0,718 pg/mL
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Exemplo 15

Transfecgdo estdvel de células de mamifero CHOdhfr- com o
vetor tuUnico pGlKD210.BAT-1.RH:/Rxp e produgdo de linhas celulares

estaveis

As células CHOdhfr- foram propagadas num meio ndo seletivo
consistindo de o—MEM com ribonucledsidos e
desoxirribonucledsidos, suplementado com 10% de Fetal Clone II e
50 ng/mL de gentamicina. Uma fracgdo, 0,7 mL, de 107 células/mL em
PRS foi transfetada com 13 ug de pGl.KD210.BAT-1.RHc/Rkp a
1900 VvV, capacitancia de 25 pF, wutilizando um Bio-Rad Gene
Pulser. As células foram deixadas a recuperar durante 10 minutos
a t.a., antes de serem transferidas para placas de Petri de 10
cm em 8 mL de meio ndo seletivo e depois incubadas em 5% de CO; a

37 °C durante 48 horas.

Dois dias apds a transfecdo, as células foram tripsinizadas,
centrifugadas e ressuspensas em 150 mL de meio seletivo pré-
aquecido (a-MEM sem ribonucledsidos e desoxirribonucledsidos,
suplementado com 10% de FBS dializado e 50 pg/mL de gentamicina,
e contendo 10 nM, 50 nM, 100 nM ou 500 nM de Metotrexato), antes
de ser igualmente dividido entre quinze placas de Petri de
10 cm. Estas foram depois incubadas em 5% de CO; a 37 °C durante
20-30 dias, sendo o meio seletivo mudado cada 3-4 dias até serem
claramente vistos clones. Apds 2 semanas da transfec¢do inicial,
comecaram-se a desenvolver clones em placas de 10 nM. Oito dias
mais tarde, desenvolveu-se um clone nas placas de 50 nM. Nenhum
outro clone se desenvolveu apds 35 dias nas placas de 50 nM e
ndo se desenvolveu qualquer clone nas placas de 100 nM ou
500 nM.
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Para “apanhar” os clones, quadrados de 1 mm de papel de
filtro Whatman 1MM foram primeiro imersos em 0,05% de tripsina,
0,02% de solucédo de EDTA. O meio seletivo foi cuidadosamente
removido a partir das placas de cultura, que foram depois
cuidadosamente lavadas com 5 mL de PBS. O PBS foi depois
removido e, utilizando pingas estéreis, os gquadrados de papel de
filtro pré-embebidos foram colocados com cuidado sobre clones de
células individuais. Os quadrados foram deixados sobre os clones
durante 15 segundos antes de serem transferidos para pogos
individuais de uma placa de cultura de tecidos de 24 pocos

contendo 1 mL do meio seletivo apropriado.

Um total de 31 clones gama-1 foram escolhidos, 30 foram das
placas com 10 nM de MTIX e uma foi das placas de 50 nM. Estas
células foram deixadas a crescer em meio seletivo até guase a
confluéncia e o meio de pocgos individuais foram testados para a
producado de anticorpo. Aqueles clones que produzem anticorpo
humano foram depois selecionados para expansdo e analise de
producado especifica. 0Os resultados dos ensaios de producgéo

especifica sdo apresentados na Tabela 16.

TABELA 16

Clone Niveis de produgdo de células CHO especificas para a
variante de anticorpo completo yl BAT-1 RH:/RKjp
(ng/10°® células/dia)

Ensaio N2 1 Ensaio N2 2 Ensaio N2 3

vl B9 3284,7 2921,5 1227,1
vl B10O 297 1288 268,3
vl B13 12443 5425,2 7731,53
vl B18 6,5 10,4 4,9

vl B19 199,7 26,9 43

vl B15 5978, 6 1657,1 3015,43
vl D6 2539, 2 1605, 5 2072,40
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As trés linhas celulares (B9, B13 e B15) que mostraram os
melhores niveis de produtividade especifica foram adicionalmente
analisados e monitorizados por tempos de duplicacdo rigorosos.

(ver Tabela 17).

TABELA 17
Linha Niveis de produgdo das Tempos de duplicagdo das
celular melhores linhas celulares melhores linhas celulares
CHO yl (ng/10° células/dia) CHO yl (horas)
B9 3,5 22,5
B13 7,7 31,5
B15 3 21

Com base em niveis de produtividade especifica e tempos de
duplicacado, foi decidido comecar a producgcao da quantidade de

500 ng do anticorpo yl BAT-1 utilizando a linha celular B15.

Exemplo 16

A expressdo transiente da variante RH:/Rk;, de BAT-1 y4 em

células COS por transfegdes simples e co-transfegdes

O método de Kettleborough et al. foi seguido para transfetar
as construgbes de expressdao de mamifero em células COS.
Resumidamente, o ADN (10 ng cada da construcdo de expressao da
cadeia leve kapa pKN110.BAT-1.Rxp e da construcdo de expressao da
cadeia pesada pG4D110.BAT-1.RH: ou 13 pg da construcao de
supervector pG4D110.BAT-1.RH-/RxD) foi adicionado a uma fracido de
0,7 mL em 10’ células/mL em PBS e pulsadas a 1900 V, capaciténcia

de 25 pF, utilizando um dispositivo Bio—-Rad Gene Pulser. Depois
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de uma recuperacao de 10 minutos a t.a., as células
eletroporadas foram transferidas para placas de Petri contendo
8 mL de DMEM contendo 10% de FCS e incubadas durante 72 horas em
5% de CO; a 37 eC. Apdés 72 horas de incubacdo, o meio foi
recolhido, centrifugado para remover restos celulares e

analisado por ELISA de captura para producao de anticorpos.

Ambas as co-transfecdes e transfecgdes simples foram
realizadas em triplicado. Os resultados sao apresentados na
Tabela 18. Os resultados indicam que os niveis de expressao
deste vetor de expressdo Unico sdo ~4 vezes superiores aos

niveis de expressdo observados para as co-transfecdes.

TABELA 18
Transfegdo Construgéo Niveis de expressdo transiente
Ne transfetada de células COS para o
anticorpo y4 BAT-1 (ng/mL)
1 Vetor unico 519, 3
2 W 522
3 A 567,2
1 Vectores de cadeia 65,6
leve e pesada
2 W 152,3
3 W 129, 9
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Exemplo 17

Transfecgdo estdvel de células de mamifero CHOdhfr- com o
vetor tunico pG4KD210.BAT-1.RH:/Rxp e produgdo de linhas celulares

estaveis

As células CHOdhfr- foram propagadas num meio ndo seletivo
consistindo de o—MEM com ribonucledsidos e
desoxirribonucledsidos, suplementado com 10% de Fetal Clone II e
50 ng/mL de gentamicina. Uma fragdo, 0,7 mL, de 107 células/mL em
PRS foi transfetada com 13 pg de pG4KD110.BAT-1.RHc/Rkp a 1900 V,
capacitancia de 25 pF, utilizando um Bio-Rad Gene Pulser. As
células foram deixadas a recuperar a temperatura ambiente
durante 10 minutos, antes de serem transferidas para placas de
Petri de 10 cm em 8 mL de meio ndo seletivo e depois incubadas
em 5% de CO, a 37 °C durante 48 horas. Dois dias apds esta
incubacéao, as células foram tripsinizadas, centrifugadas e
ressuspensas em 150 mL. de meio seletivo pré-aquecido (o—-MEM sem
ribonucledbésidos e desoxirribonucledsidos, suplementado com 10%
de FBS dializado e 50 pg/mL de gentamicina e contendo 10 nM
50 nM, 100 nM ou 500 nM de Metotrexato) antes de ser dividido
igualmente entre quinze placas de Petri de 10 cm. Estas foram
depois incubadas em 5% de CO; a 37 2C durante 20-30 dias, sendo o
meio seletivo mudado cada 3-4 dias até serem claramente visiveis

clones.

Apds 2 semanas, comecaram-se a clones nas placas de 10 nM.
Nenhum clone se desenvolveu apds 35 dias em placas de 50 nM e
nas placas de 100 nM ou 500 nM. Os clones foram apanhados como
descrito anteriormente (Exemplo 15) e aqueles clones
selecionados que produziam anticorpo humano foram depois

selecionados para expansao e andlise de producdo especifica. Os
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resultados dos ensaios de producdo especifica sdo apresentados

na Tabela 19.

TABELA 19
Clone Niveis de produgdo de células CHO para o anticorpo
completo y4 (ng/10° células/dia)
Ensaio N¢ 1 Ensaio N2 2 Ensaio N¢ 3
v4 A9 4,8 6,08 5,7
v4 Al13 48,5 14,8 68,8
v4 Al2 60,7 77,0 52,7
v4 C4 66,0 141,77 104,4
v4 C8 41,7 52,4 77,6
v4 C9 30,7 30,6 32,2
v4 F2 40,7 17,9 29,30
Exemplo 18

Co-transfegdo de células NSO com vetores de amplificagdo da
cadeia pesada BATRH: e da cadeia leve BATkp e selegdo das linhas

celulares produtoras de anticorpo

Os vetores de expressao contendo a cassete da cadeia pesada
BATRH: (FIG. 16) e a cassete da cadeia leve BATRkp (FIG. 11) foram
misturados e transfetados na linha celular hospedeira NSO por

eletroporacgéo.

As células transfectadas foram distribuidas em 10 placas de
96 pocos em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1 mg/mL de
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meio G418 (gentamicina). Apds 10 a 14 dias, quando as coldnias
de células transfetadas se desenvolveram, amostras de meio
condicionado dos pocos foram ensaiadas para o anticorpo BAT-1
humanizado. As células dos pog¢os mais produtores foram apanhadas

e expandidas em meio incluindo G418.

A transfecdo foi repetida apds uma semana Por seguranca e
para proporcionar mais <clones de células transfetadas para
selecdo. Apds 10 dias, tinham-se desenvolvido coldnias visiveis
de células transfetadas e o meio condicionado dos pogos foi
rastreado para producdo de anticorpos. As placas de ELISA foram
revestidas com anticorpo x anti-humano de ovelha. Amostras de
25 pL de meio dos pocgos foram transferidas para a placa de ELISA
e diluidas até 100 pL em PBS Tween (PBST). O anticorpo
secunddrio foi IgG anti-humana de ovelha conjugada com HRP
(especifica para a cadeia vy) e a cor foi desenvolvida com
o-Fenilenodiamina (OPD). Os pogos positivos foram examinados
microscopicamente e as células dos pogos que mais produzem foram
recolhidas em 1,5 mL de DMEM suplementado com 10% de FBS e
1 mg/mL de G418 em placas de 24 pogos. Um total de 15 coldnias
de producao elevada foi escolhido a partir das duas transfecdes
(Tabela 20). Duas linhas celulares independentes deram niveis de

producdo de anticorpos em torno de 40 pg/mL ou mais.

Para a amplificacdo utilizando o gene dhfr no vetor da
cadeia pesada, duas linhas celulares de elevada producgao
iniciais foram transferidas para meio (DMEM com 10% de FCS e

1 mg/mL de G418) com 0,02 pM de Metotrexato adicionado.
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Exemplo 19

Transfecgdo da linha celular hospedeira NSO com um vetor de
amplificagdo uUnico contendo o gene yl BAT-1.RH:/Rkp e selegdo de

linhas celulares produtoras de anticorpos

O vetor de expressdo de anticorpo combinado (Unico) descrito
no Exemplo 9, foi transfetado nas linha celular hospedeira NSO

por eletroporacao.

As células transfectadas foram distribuidas em 10 placas de
96 pogos em DMEM com 10% de FBS. Apds 2 dias, foi adicionada uma
quantidade igual de meio com 0,1 uM de Metotrexato. Metade do
meio foi mudada com o mesmo volume de 0,1 uM de meio contendo
MTX, todos os 2 dias até ao 82 dia apds transfecdo. A transfecédo
foi repetida apds uma semana como seguranga € para proporcionar
mais clones de células transfetadas para selecéao. Apds
14-21 dias, desenvolveram-se coldnias visiveis de células
transfetadas e o meio condicionado dos pocgos foil rastreado para
a producao de anticorpos, como descrito no Exemplo acima. Os
pogos positivos foram examinados microscopicamente e as células
dos pocos de maior producao foram recolhidos em 1,5 mL de DMEM
suplementado com 10% de FBS e 0,1 pM de Metotrexato em placas de
24 pogos. Um total de 13 coldénias de produgdo elevada foi
escolhido das duas transfecdes e mantidas congeladas em azoto
ligquido (Tabela 20). Seis linhas celulares independentes deram
niveis de produgdo de anticorpos acima de 40 ug/mL. Devido a
diferente selecdo, as linhas celulares contendo o vetor unico
foram mais lentas para se desenvolverem do que aquelas contendo

0s genes de anticorpo em 2 vetores diferentes.
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TABELA 20

Sistema de Dois Vectores Sistema de Vector Unico
Linha celular Nivel de Linha celular Nivel de
produgdo (pg/mL) produgdo (pg/mL)
31E1 43 1B7 48
33E5 15 3E3 45
33B10 40 3H5 35
34F1 8 8H7 26
35C12 12,5 9D7 41
36G4 4 24B7 26
37H5 20 2676 24
38E8 15 26D6 33
39A3 38 26E3 43
42G7 12 27B2 23
44F4 7 27C4 45
45C2 10 23E10 45
45H12 13 29E3 22
46H10 7
49H2 15

Um exemplo representativo das células produtoras de BAT
humanizado apds transfecdo de uma linha celular hospedeira NSO
com um vetor de amplificacdo Unico contendo o gene vyl
BAT-1.RH¢/Rxkp e selecdo de linhas produtoras de anticorpos,
i. e., linha celular clonada 1B7, foi depositado no ATCC Cell
Bank utilizando o formuldrio de Depdsito do Tratado de
Budapeste, em 9 de Maio de 2003 sob o numero de acesso ATCC N@

(PTA-5189) .
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Exemplo 20

Inibigdo de BAT-1 de murganho por variante yl BAT-1.RH:/Rkp

humanizado

Para assegurar dque a variante vyl BAT-1.RH./Rkp humanizada
reconhece o0 mesmo epitopo gque o original BAT-1 de murino, foi
conduzido um ensaio de competicdo de ligacdo a células Daudi que

expressam o0 epitopo de ligacdo a BAT-1.

As células Daudi foram incubadas com quantidades crescentes
do BAT-1 humanizado ou BAT-1 de murganho como controlo
(0-80 pg/mL). O anticorpo ndo ligado foi rejeitado e BAT-1 de
murino biotinilado (20 pg/mL) adicionado as células e corado com
estreptavidina-FITC. A Figura 24 apresenta a ligacdo diminuida
de BAT-1 de murino na presenca de concentracgcdes crescentes do
mAb humanizado e de murganho original, suportando o)
reconhecimento do mesmo epitopo Como esperado. Ambos 0s
anticorpos mostram uma dependéncia de dose semelhante, com uma
ICs; de aproximadamente 10 Og/mL, sugerindo uma afinidade

semelhante de ligacdo ao antigénio.

Exemplo 21

Efeito in vivo de BAT-1 humanizado num modelo de tumor de

murino

Como mostrado no Exemplo 20, o enxerto de CDR que resulta da
formacao do mADb vl BAT-1.RH./RKp humanizado reteve o)
reconhecimento do antigénio de BAT-1. Para examinar se esta

ligagdo pode transmitir os efeitos bioldgicos caracteristicos de
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BAT-1 de murino, a eficdcia do BAT-1 humanizado foi estudada
in vivo. 1Isto tem particular importancia face a diferenca de

isotipo entre os mAbs de murganho e humanos.

Murganhos C57BL foram inoculados com células de melanoma B1l6
para induzir metdstases pulmonares. Quantidades crescentes (1,
10 e 20 pg) de mAb humanizado foram injetadas no dia 12 apds a
inoculagdo do tumor e comparadas a uma dose otima de 10 ng de
BAT-1 de murino. O peso pulmonar medido no dia 24, apds
inoculacéo do tumor, €& descrito na FIG. 25 e corresponde ao
estabelecimento de um tumor. Ambos os murganhos nao tratados e
0s murganhos tratados com uma IgGl humana irrelevante do mesmo
isotipo, tiveram um peso pulmonar médio de 0,9 g. O BAT-1
humanizado apresentou uma 1inibicdo dependente da dose de
crescimento de metédstases, ocorrendo a mais elevada inibicdo a
uma dose baixa de 1 pg/murganho. Isto resultou numa diminuicéo
de 67% na massa tumoral e foi semelhante aquela conseguida por
uma dose 6tima de BAT-1 de murino (62%). Importante, este efeito
maximo foil conseguido por uma dose dez vezes mais baixa do mAb
humanizado, sugerindo uma eficdcia terapéutica mais elevada
deste anticorpo em comparagdo com o mAb BAT-1 de murino

original.

Exemplo 22

Inibicdo do melanoma humano (SK-28) em murganhos SCID por

hBAT-1

Foi demonstrado que o mAb BAT-1 de murganho inibe a formacéo
de metdstases de tumor humano na presenca de linfdécitos de

sangue periférico humano (hPBL). Para estimar a eficédcia de mAb
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vl BAT-1.RH:/Rkp humanizado na inibicdo de cancro humano, o
anticorpo humanizado foi estudado num modelo que combina ambos
0s tumores e o0s linfécitos de origem humana. VAarios murganhos
imunodeficientes combinados graves (SCID) foram enxertados com
hPBL para restaurar a imuno-competéncia. Os murganhos foram
desafiados com células de melanoma humano (SK-28) e tratadas com
concentracgdes crescentes do anticorpo humanizado, administrado
numa uUnica dose i.v. no dia 11 apds inoculacdo do tumor. A
Fig. 26 apresenta o peso pulmonar gue se correlaciona com O
numero de metdstases observadas, como medido no dia 23. Ambas as
concentracdes do anticorpo humanizado induziram inibicdo tumoral
na presenca de hPBL. Como observado no modelo de tumor de
murganho descrito acima, o anticorpo humanizado podia 1inibir
mais eficientemente o crescimento tumoral in vivo, em comparacgcao
com BAT-1 de murganho. Uma unica dose de 1 nug deste anticorpo
humanizado inibiu o crescimento tumoral em 68%, mostrando uma
maior eficdcia do que 10 pg do anticorpo BAT-1 de murganho
(30%) .

Exemplo 23

Imunoterapia de metastases hepaticas de cancro colorretal

humano por anticorpo monoclonal hBAT-1 em murganhos nude

LIM6 e HM7 sao dois subclones da linha celular CRC humana
LS174T que foram selecionadas pela sua elevada sintese de mucina
e potencial metastdtico. As células tumorais foram injetadas no
baco exposto de murganhos nude anestesiados. Apdés 1 minuto, os
bacos foram removidos e as excisbes fechadas. Baixas doses de
anticorpo BAT-1 de murino e humanizado foram administradas

12 dias mais tarde e os murganhos foram sacrificados 35 dias
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apdés inoculacdo do tumor. Os figados foram pesados, © numero de
nédulos metastdticos foili contado e o tecido hepéatico foi

processado para estudo histoldgico e imuno-histoquimico.

O tratamento com BAT-1, anticorpos de murino e humanizados,
mostrou ser eficiente na 1inibigcdo do estabelecimento das
metdstases hepdticas no modelo de murino. O tratamento com
anticorpo BAT-1 de murganho preveniu o desenvolvimento de
xenoenxertos LIM-6. O peso médio dos =xenoenxertos de murganhos
tratados com BAT-1 e dos controlos foi 0,14+0,17 g e
0,98+1,12 g, respetivamente (P=0,004). As células HM7 injetadas
aos murganhos nude, resultaram num grande numero de lesdes
metastdticas volumosas no figado que foram prevenidas pela
administragdo tunica de BAT-1 de murino e BAT-1 humanizado
(Fig. 27). Uma importante diminuicdo (mais de 40%) foi observada
no numero de ndédulos metastdticos, nomeadamente de 134,5+34 nos
murganhos de controlo para 8,36+3 e 4,88+2 nos murganhos
tratados com BAT-1 de murino ou BAT-1 humanizado,
respetivamente. O tratamento com BAT-1 preveniu a acumulacao de
linfécitos na orla tumoral. O papel da infiltracdo de linfdécitos
em torno do ndédulo metastdtico pode estar relacionado com o
resultado do cancro e pode sugerir um mecanismo para a terapia

com BAT-1.

Exemplo 24

Co-localizagdo de hBAT com CD4 e CD8

Foi mostrado que o BAT-1 de murganho se liga a linfdécitos
humanos, reconhecendo 0s subconjuntos CD4+ e CD8+. Para

estabelecer a especificidade de ligacgdo do mAb vyl BATRH:/BATRKp
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humanizado (hBAT), linfdcitos humanos de sangue periférico (PBL)
foram isolados a partir do sangue de dadores normais, como aqui
descrito abaixo e analisados para co-localizagd&o de hBAT com

marcadores de linfdécito conhecidos.

As células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram
isoladas em ficoll e incubadas em placas de cultura de tecidos
para remover células aderentes. PBL isolados foram circunscritos
em linfécitos por tamanho e granularidade e em células vivas por
exclusdo de iodeto de propidio (PI). A ligacdo foi realizada a
4 °C durante 1 hora e determinado por citometria de fluxo em

linfécitos circunscritos.

Em todas as amostras examinadas, pelo menos 20% de PBL
apresentaram ligacdo a hBAT. A Figura 28 apresenta um exemplo de
ligacdo a linfdécitos de um dador selecionado em que 50% dos PBL
isolados foram positivos para hBAT, incluindo as células CD4+
(25%) e as células CD8+ (15%). Dentro destas supbopulacdes, a
maioria das células CD4+, assim como CD8+, ligaram-se ao mAb

hBAT (58% e 71%, respetivamente).

Exemplo 25

Ligagdo de hBAT a linfécitos B

0 mAb vyl BATRH:/BATRxp humanizado (hBAT) foi produzido contra
as membranas de células Daudi, uma linha celular de linfoma B
humano. Os PBL de dadores normais foram isolados em ficoll, como
descrito acima, seguido por aderéncia a placas de cultura de
tecidos. As células nado aderentes foram examinadas para a
co-localizacdo de hBAT com marcadores de células B, incluindo
CD19 e CD20. A ligacdo foi realizada a 4 ¢C durante 1 hora e
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determinada por citometria de fluxo em linfécitos circunscritos.
A Figura 29 apresenta a avaliacdo da ligacdo a células de um

dador normal representativo.

25-29% dos linfdécitos na amostra foram positivos para mAb
BAT humanizado. Estas células incluiam a maioria das células B
(70-75%) como demonstrado por ambos o0s marcadores independentes.
70% de CD20+ foram positivas para mAb BAT humanizado
(circunscritas em R1 e PI negativas; Fig. 29A) e 75% de CDR19+
foram positivas para mAb BAT humanizado (circunscritas em R1 e
PI negativas). Os resultados sugerem que a unidade de ligacao a
BAT na superficie celular poderia ser comum as células

periféricas B.

Exemplo 26

A ligagdo de hBAT a células T CD4+ aumenta apéds ativagdo das

células

A ligacdo do anticorpo BAT de murganho foi anteriormente
correlacionada com a ativacdo dos linfécitos. Esta atividade de
ligagdo foi adicionalmente estudada para o mAb humano e foi
examinado o nivel de ligacdo do mABR BAT humano a células T CD4+
humanas, sujeita a ativacdo. As células foram isoladas a partir
de um dador normal por selecdo negativa e estimuladas com
esferas conjugadas a anti-CD3 e anti-CD28 (5 pL/mL) . Este
tratamento foi selecionado de modo a exercer ativacgdo policlonal

através do recetor de células T e moléculas co-estimuladoras.

As células foram examinadas para ligagdo do midb vl

BATRH-/BATRkp, humanizado (hBAT) e anti-CD4 (4 °C, 1 hora) no dia
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0, 2 e 5 apds ativacédo (Fig. 30A, B e D). A andlise foi
realizada por citometria de fluxo nas células negativas para a
coloracéo de PI. Os quadrantes foram determinados por controlos

de isotipo.

A ligagdo do mAb yl BATRH:/BATRKp humanizado as células CD4+
aumentou dramaticamente apds ativacdo (Fig. 30). Enquanto as
células nao ativadas, no dia 0 (Fig. 30A) e no dia 5 (Fig. 30C),
apresentaram 17-20% de ligacao positiva a hBAT, 52% e 77% das
células CD4+ ligaram-se a hBAT no dia 2 (Fig. 30B) e dia 5
(Fig. 30D) da ativacédo, respetivamente. Resultados semelhantes
foram obtidos com amostras multiplas e pode também ser
demonstrado para células CD8+. Isto demonstra que a ligacdo de

hBAT a células T é aumentada apdés ativacdo de TCR.

A dependéncia da dose desta ativacdo foi demonstrada por
co-localizagdo de hBAT com CD69. A ativagdo de células T ¢é
caracterizada por expressdo a superficie celular de varias
moléculas, algumas das quais foi demonstrado estarem envolvidas
no processo de ativacdo. hBAT foi estudado pela sua co—-expressao
com diferentes marcadores, incluindo moléculas de ativacéo
precoce e tardia. CD69, um marcador de ativacdo precoce, &
regulado positivamente em células T apds ativacdo. Quatro dias
apds ativacgdo, as células foram examinadas para ligacdo a hBAT e
anti-CD69 (4 °C, 1 hora). A andlise foi realizada por citometria
de fluxo em células negativas para coloragcdo de PI. Os

quadrantes foram determinados por controlos de isotipo.

Uma ativacdo dependente da dose de células T CD4+ a partir
de um dador normal ¢é demonstrada na figura 31. Apds forte
ativacdo (5 pL/mL de esferas conjugadas a anti-CD3 e anti-CD28;
Fig. 31B) a maioria das células que foram capazes de ligacado a

hBAT (93%), foram células ativadas e foram identificadas por
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expressado de CD69. O tempo aumentado de ativacdo resultou também
em ligacao aumentada para hBAT, comecando no dia um da ativacgao.
A dependéncia temporal da ativacdo pode também ser demonstrada e
resultou num aumento na ligacdo de hBAT, comecando no dia um da
ativacdo. Interessante, a ligacdo de hBAT a células CD4+ e CD8+
permaneceu alta mesmo apds diminuicdo de CD69 (dia 5), sugerindo
uma correlacdo de ligacdo com fases multiplas de ativacédo de
linfdécito. A 1ligacdo de hBAT a células CD69+ sugere que a
expressdo da proteina de ligacd&o a hBAT estd correlacionada com

a ativacédo precoce.

Exemplo 27

Ligagdo de hBAT a células T ativadas que expressam CD25 e

ligando de CD40

CD25, o recetor de elevada afinidade para IL2, é vital para
a expansdo de células T e estd tipicamente aumentado na
superficie de células ativadas. Cronologicamente segue o)
aparecimento de CD69 e a sua expressao é estendida diversos dias

apds a regulacdo negativa de CD69.

As células T CD4+ foram isoladas a partir de um dador normal
por selecdo negativa e estimuladas por diversos dias com esferas
conjugadas a anti-CD3 e anti-CD28 (5 pL/mL). As células foram
examinadas para ligacdo de hBAT e anti-CD25 (4 °C, 1 hora) no
dia 0 (Fig. 322), dia 1 (Fig. 32B) e dia 5 (Fig. 32D) da
ativacdo relativamente aos controlos (dia 0, fig. 32A e dia 5 de
ndo ativacédo, fig. 32C). A andlise foi realizada por citometria
de fluxo em células negativas para a coloragcdo de PI. Os

quadrantes foram determinados por controlos de isotipo.
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As células T CD4+ e CD8+ mostraram um aumento dependente do
tempo na expressao de CD25, apds estimulagdo com anti-CD3 e
anti-CD28, comecando no dia 1 da estimulacdo. hBAT co-localizou-

se com CD25 nestas células ativadas (Fig. 32).

A expressdao de CD25 aumentou desde 55% das células no dia 1
(Fig. 32B) a 93% no dia 5 (Fig. 32D) apds ativacdo. Em ambos os
pontos de tempo, a maioria das células de ligagdo a hBAT foram

CD25+ (85% e 98%, respetivamente).

A correlacédo com marcadores de ativagdao foi adicionalmente
estendida ao marcador de ativacdo tardia ligando-de-CD40
(Fig. 33). A ligagdo de hBAT correlacionou-se positivamente com
a expressao do ligando-de-CD40 em células T CD4+ (Fig. 33) e
CD8+ de um modo dependente do tempo. Os resultados culminaram
sugerindo gque a ativacdo de células T induz a expressdo da
proteina de ligacdo a hBAT de um modo gue se correlaciona com

diferentes fases de ativacéo.

Exemplo 28

hBAT aumenta a sobrevivéncia de células CD4+ ativadas

Para examinar se as células T ativadas podem ser
adicionalmente estimuladas pelo hBAT, células CD4+ humanas foram
isoladas de dadores normais por selecdo negativa e ativadas com
uma concentragdo subdtima (0,25 O/mL) de esferas anti-CD3/CD28
(Fig. 34). O hBAT (0,5 ng/mL) foi adicionado 2 dias apds
ativacdo e o seu efeito foi avaliado através de determinacdo do
numero de células vidveis. Os resultados indicam qgue hBAT

induziu um aumento significativo no numero de células CD4+

114



vidveis isoladas a partir de dois dadores separados (Fig. 34A e
B) . C&lulas nado estimuladas de controlo morreram dentro de oito
dias do isolamento, enquanto as células ativadas se expandiram
de um modo que €& tipico de linfécitos, comecando com
proliferacdo celular, seguida por uma fase de numero celular
estdvel que conduz a uma fase dominada pela morte celular. A
adigcdo de hBAT aumentou a expansdo de células CD4+ e aumentou o
numero de células em 1,5 vezes, relativamente as células na

auséncia do mAb.

O facto da eficdcia do anticorpo BAT in vivo ser aumentada
na presenga de tumor, conjuntamente com o0s resultados aqgqui
apresentados, sugere que a eficdcia aumentada pode depender da
presenga de células alvo ativadas por BAT. Linfdcitos dirigidos
contra antigénios tumorais foram observados em doentes
cancerigenos, embora ineficientes na inibig¢do do crescimento
tumoral, e podem servir como células alvo para a atividade de
BAT. Assim, face aos resultados, pode ser implicado que o hBAT
ativa as células CD4+ por estimulacgcdo da proliferacdo celular

e/ou por inibicdo da morte celular.

Exemplo 29

Ligagdo de hBAT a linhas celulares Daudi e Jurkat

O BAT-1 de murganho foi produzido contra membranas da linha
celular Daudi B e foi demonstrado que se liga a células T
humanas. Para verificar a especificidade do anticorpo
humanizado, o hBAT foi examinado para a sua ligacdo a duas
linhas celulares humanas da origem mieloide: células Daudi - uma
linha humana de linfoma de células B e células Jurkat - uma
linha humana de leucemia de células T. o hBAT conjugado com FITC
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foi incubado com células Daudi e Jurkat a uma concentracdo de
150 ug/mL (4 °C durante hora). A ligacdo foil determinada por

citometria de fluxo.

Ambas as linhas celulares, Daudi (Fig. 35A) e Jurkat
(Fig. 35B) ligam-se ao anticorpo humanizado. Além disso, a
maioria das células em cultura de ambas as linhas foram capazes
de se ligarem ao anticorpo. Uma IgGl humana de 1isotipo
condizente serviu como um controlo negativo (Fig. 35; controlo
de isotipo) e estabeleceu o limite de leitura. Ambas as linhas
celulares demonstraram uma intensidade semelhante de coloracao
de anticorpo sugerindo gque expressam um numero semelhante de

moléculas de ligacgdo a hBAT.

Exemplo 30

Ligagdo de hBAT a PBL de doentes cancerigenos

Apds a observacdo que hBAT & capaz de ligacdo a células T
humanas de dadores normais, comparou-se a sua capacidade para
ligar linfdécitos recolhidos de doentes de cancro. Os PBL foram
isolados do sangue de um doente de cancro da prodstata através de
ficoll, seguido por aderéncia a placas de tecidos de cultura. As
células nao aderentes foram examinadas para ligacéao de
marcadores de hBAT e de linfdécitos. A ligacdo foi realizada a
4 °C durante 1 hora e determinada por citometria em linfécitos
circunscritos. Controlos de isotipo foram wutilizados para
determinar 0S quadrantes. Estes doentes submeteram-se
anteriormente a terapia que frequentemente afeta a presenca e o
fenétipo dos linfécitos. A ligacdo de hBAT a estas células é um
pré-requisito para a sua atividade e como apresentado na
figura 36, assemelha-se a ligacdo aos linfdécitos de dadores
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normais. Embora os numeros de linfdécitos totais fossem baixos, o
hBAT podeia ainda ligar uma grande proporcao das supbopulacgdes
de linfdécitos gque se examinaram, incluindo 39% de células CD4+,

60% de células CD8+ e 68% de células B.

Exemplo 31

Reatividade cruzada de hBAT com tecidos humanos, de primata

e de murino

O objetivo deste estudo foil examinar a reatividade cruzada
do anticorpo monoclonal hBAT-1 com uma gama de tecido humano
normal. Este estudo envolveu teste imuno-histoquimico do
anticorpo monoclonal contra uma gama de tecidos humanos. Uma
comparacado de reatividade cruzada in vitro em tecidos de macacos

cinomdélogos e murganhos CD-1 foi também realizada.

(1) Fonte de tecido

Os tecidos utilizados neste estudo foram, cada um, obtidos a
partir de +trés dadores ndo relacionados para minimizar as
possibilidades de fatores especificos de dador que afetam a
ligacdo do anticorpo. O tecido humano foi proporcionado por uma
fonte ética. Os tecidos de primata e murino utilizados neste
estudo foram obtidos a partir de dois animais de cada espécie,
por uma fonte ética. O murino e o primata sdo potenciais
sistemas de teste que podem ser avaliados em estudos de
toxicologia pré-clinica. Os tecidos selecionados foram aqueles
especificados nos Pontos da FDA para Considerar no Fabrico e

Teste de Produtos de Anticorpo Monoclonal para Utilizac&o Humana
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(Office of Biologies Research and Review. Center for Biologies
Evaluation and Research FDA. 1997) e as Regras que Governam
Produtos Medicinais na Comunidade Europeia Vol. 3a (Production
and Quality Control of Monoclonal Antibodies, Dez. 1994, 3AB4a).
Todos 0s tecidos utilizados nesta investigacgao foram
instantaneamente congelados em azoto liguido e armazenados a
-70 °C ou abaixo, até requerido. As seccgbdes criostédticas foram
preparadas a uma espessura nominal de 5 pm a 8 um. O controlo
positivo foi células E6 Jurkat. As amostras de sangue fresco
foram recolhidas a partir de 3 dadores e o0s esfregacos

preparados no dia da utilizacao.

(1i) Conjugacao de FITC

O anticorpo monoclonal hBAT-1 humanizado foi conjugado com
FITC pela Custom Antibody Services Division da Serotec Ltd
(ISO 9001, certificacao) antes do estudo ser iniciado. A

concentracdo final do anticorpo conjugado foi 1,99 mg/mL.

A validacdo inicial da metodologia foi realizada em tecido
de controlo (linha celular E6 Jurkat) para determinar a
concentracdo do titulo da ligacdo anticorpo-tecido com seccgdes
congeladas e outras condigbes relevantes para o desempenho
apropriado da ligacao anticorpo-tecido. As laminas foram
examinadas microscopicamente e classificadas subjetivamente
contra a especificidade de anticorpo (Tabela 21). Com base
nestes dados, as concentracdes de hBAT-1 que foram utilizadas ao

longo do estudo foram 1:100, 1:250 e 1:500.
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TABELA 21

Diluigdo de hBAT-1 'Especificidade Forga do Sinal  Fundo
1:25 3 +++ 3
1:50 3 +++ 2
1:100 3 +++ 1
1:250 3 +++ 0
1:500 2 ++ 0
1:1000 1 + 0
1:2000 0 0 0
1:4000 0 0 0
1:8000 0 0 0

Negativo 0 0 0

! Chave: 3 refere-se a forte coloracao positiva, 2 refere-se a

coloracdo positiva, 1 refere-se a fraca coloragdao positiva e 0
refere-se a nenhuma coloracdo/sinal. +++ refere-se a forte sinal
visual, ++ refere-se a bom sinal visual e + refere-se a fraco

sinal wvisual.

(iii) Controlos.

As reaccgdes de controlo negativo, em que o anticorpo foi
substituido com um tampdo, foram realizadas para cada tecido.
Cada reacgcdo de detecdo incluiu células de controlo positivo,
Jurkat E6, feitas reagir nas trés diluicgdes predeterminadas do
anticorpo. Isto permitiu gue a consisténcia da reacgdo fosse
monitorizada. Foram incluidas em cada ensaio seccgdes de tiroide,
incubadas com anticorpo anti-actina, como controlo para o

sistema de detecéao.
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(iv) Avaliacdo da reatividade cruzada

As seccdes de cada tecido foram coradas com Hematoxilina e
Eosina (H&E) para confirmar a sua identidade e adequabilidade
para o estudo. As seccbes foram também incubadas com soro anti-
actina de musculo liso (SMA; Tabela 22) ou soro de controlo
anti-transferrina humana de coelho, gque mostraram que os tecidos
eram adequados para imuno-histoguimica. Trés seccdes de cada um
dos tecidos foram preparadas e incubadas com o anticorpo, que
tinha sido conjugado com FITC, a concentracbes de 1:100, 1:250 e
1:500, como determinado durante a fase de wvalidacdo. Apds
lavagem em tampao e Dbloqueamento com soro normal, as seccgdes
foram incubadas com os apropriados anticorpos secunddrios e
tercidrios para detecdo da fosfatase alcalina, e contra-coradas
com hematoxilina antes de examinacao microscdpica para

determinar locais de ligacéo.

0O método de coloragdo conjugado com FITC, com detegdo por

fosfatase alcalina continha os seguintes passos:

1. Secar ao ar seccgdes criostaticas.

2. Fixar por imersdo em acetona, 10 minutos a temperatura
ambiente

3. Secar ao ar.

4. Lavar com tampdao.

5. Soro normal 1:5, pelo menos, 20 minutos.

6. Lavar com tampdo

7. Anticorpo de teste conjugado com FITC 1022292 a 1:100,

1:250 e 1:500, de um dia para o outro, a 2-8 ¢C.
8. Lavar com tampao.
9. Anticorpo monoclonal anti-FITC, 1:50, 30 minutos.

10. Lavar com tampdao.
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11. Anticorpo conjugado com fosfatase alcalina, 1:200,
2 horas.

12. Lavar com tampdo.

13. Vector Red e levamisole, 20 minutos.

14, Lavar com tampao.

15. Contra-corar e montagem.

A fosfatase alcalina endégena foi minimizada através da
utilizacdo de Levamisole incorporado no cromogénio. Em tecidos
onde a atividade endégena da fosfatase alcalina ndo podia ser
suprimida (célon, ileo, placenta e endotélio humano; cdlon e
pancreas de murino; estdémago, i1leo e prdstata de primata), foi
utilizado o anticorpo conjugado com peroxidase de rédbano a 1:200
durante 2 horas, seguido por reagente de Diaminobenzideno (DAB)

durante 20 minutos.

(v) Resultados

As amostras de tecidos individuais corados com H&E foram
examinadas para a qualidade do tecido, presenca de
caracteristicas histoldgicas normais e adequacdo de preservacgao.
Todas as amostras que foram testadas foram consideradas
adequadas para os objetivos deste estudo. Coloracdo positiva foi
conseguida na linha celular E6 Jurkat para hBAT-1 e nas seccgdes
de tiroide tratadas <com actina de muasculo liso. Como 0s
controlos deram os resultados previstos, o teste foi considerado

valido.

Os resultados individuais de reatividade cruzada para hBAT-1
e tecidos humanos s&do mostrados na Tabela 22. A coloracéo
positiva foi detectada em endotélio humano de vasos sanguineos

numa diluicdo de 1:100 e foi provavelmente resultado da ligacéao
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de hBAT-1 a linfdécitos. A coloracdo positiva indica ligacdo ao
tecido provédvel do anticorpo hBAT-1 monoclonal humanizado.
Nenhuma coloracgado, 1. e., reatividade cruzada com hBAT-1, foi
observada em secg¢des de bacgo, esfregacos de sangue ou outros
tecidos humanos (exceto endotélio humano - vasos sanguineos).
Nenhum dos tecidos de murino e de primata mostraram evidéncia de

reatividade cruzada com hBAT-1.

TABRELA 22
Tecido SMA Anticorpo hBAT-1
1:100 1:250 1:500 1:100
Adrenal + - - — —
Bexiga + - - - -
Células )
) N/A - - - -

Sanguilneas
vVasos
Sanguineos + + - - -
(endotélio)
Medula
3 N/A - - - -
Ossea
Mama + - — - -
Cerebelo + - -
Cortex

_|_ — — — —
Cerebral
Cédlon + - - - -
Olho

+ - - — —
(Retina)
Trompas de

+ — - — —
faldépio
Coracao + - - - -
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Ileo
(trato GI)

Rim

Figado

Pulmao

Nédulo

linfatico

Ovario

Pancreas

Paratiroide

Pardétida

Pituitéaria

Placenta

Prdstata

Pele

Espinal

medula

Bago

Estbémago

Masculo

estriado

Testiculos

Timo

Tiroide

Amigdalas

Uréter

Colo do

utero

Endométrio

do utero

" N/A - resultado ndo aplicéavel
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A descricdo anterior das formas de realizacdo especificas
revelard assim inteiramente a natureza geral da invencdo dque
outros podem, ao aplicar o conhecimento atual, prontamente
modificar e/ou adaptar para varias aplicacdes tais formas de
realizacdo especificas sem experimentacdo supérflua e sem se
afastarem do conceito genérico, e, deste modo, tais adaptacgbes e
modificacdes deverdo/pretendem ser compreendidas dentro do
significado e gama de equivalentes das formas de realizacgéao
divulgadas. E para ser entendido que a fraseologia ou a
terminologia aqui utilizada é para o objetivo de descrigcdo e néo
de limitacdo. Os meios, materiais e passos para realizar varias
funcdes divulgados podem  tomar uma variedade de formas
alternativas sem se afastarem da invencao. Assim as expressdes
“meios de..” e “meios para..”, ou qualgquer linguagem de passo de
método, como podem ser encontradas na descricdo acima e/ou nas
reivindicacdes abaixo, seguidas por uma indicacg¢do funcional,
pretendem definir e cobrir qualguer estrutura ou elemento
estrutural, fisico, gquimico ou elétrico, ou gqualguer passo de
método, que possa existir agora ou no futuro qgque realiza a
referida funcdo, sendo ou ndo precisamente equivalente a forma
ou formas de realizacao divulgadas na descricdo acima, 1. e.,
outros meios ou passos para realizar as mesmas fungdes podem ser
utilizados; e € pretendido que tais expressdes sejam dadas na

sua interpretacdo mais ampla.
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LISTAGEM DA SEQUENCIAS

<110> CURETECH LTD.
MOR - RESEARCH APPLICATIONS LTD.

<120> Anticorpos monoclonais imunomoduladores humanizados para O

tratamento de doenca neopldsica ou imunodeficiéncia
<130> CT/004 PCT

<140> PCT/IL03/00425
<141> 2003-05-22

<150> IL 149820
<151> 2002-05-23

<160> 93

<170> PatentIn versdo 3.3

<210> 1
<211> 23
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1

g1u Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Xgl Gly
5

Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys
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<210> 2
<211> 15
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Phe ou Tyr

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (13)..(13)

<223> Xaa = Trp ou leu

<400> 2
Trp Xaa Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Xaa Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 3
<211> 32
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (14)..(14)
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<223> Xaa = Asp ou Ser

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (15)..(15)

<223> Xaa = Tyr ou Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (16)..(16)

<223> Xaa = Cys ou Thr

<400> 3

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly ser Gly Ser Gly Thr Xaa Xaa Xaa
1 5 10 15

Leu Thr Ile égn Ser teu Gln Pro ggu Asp phe Ala Thr ;gr Tyr Cys

<210> 4
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 4

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
P y Gly Gly Thr Ly 15‘

<210> 5
<211> 30
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

127



<220>
<223> Péptido sintético

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Ile ou Val

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (28)..(28)

<223> Xaa = Thr ou Ser

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (30)..(30)

<223> Xaa = Thr ou Ser

<400> 5

GIn Xaa GIn teu val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

ser val Lys Ile ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Xaa Phe Xaa
Y 20 - 25 Y 30

<210> 6
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

128



<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Arg ou Lys

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (11)..(11)

<223> Xaa = Gln ou Lys

<400> 6

Irp val Xaa Gln ?1a pro Gly GIn Gly igu Xaa Trp Met Gly

<210> 7
<211> 32
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (3)..(3)

<223> Xaa = Val ou Ala

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (11)..(11)

<223> Xaa = Asn ou Ser
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<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (21)..(21)

<223> Xaa = Thr ou Asn

<220>
<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (31)..(31)

<223> Xaa = Val ou Ala

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (32)..(32)

<223> Xaa = Arg ou Lys

<400> 7

Arg Phe Xaa Phe ger Leu Asp Thr Ser Xg] Xaa Thr Ala Tyr &gu Gln
1

Ile Thr Ser Egu Xaa Ala Glu Asp ;2r Gly Met Tyr phe ggs Xaa Xaa

<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 8
Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
1 5 10
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<210> 9
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 9
Ser Ala Arg Ser Ser val Ser Tyr Met His
1 5 10

<210> 10
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 10
Arg Thr Ser Asn ;eu Ala ser
1

<210> 11
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11
g]n Gln Arg Ser ger phe Pro Leu Thr
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<210> 12
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

?sn Tyr Gly Met gsn

<210> 13
<211> 17
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 13
Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Glu Glu Phe Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 14
<211> 8
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético
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<400> 14
¥a1 Gly Tyr Asp gla Leu Asp Tyr

<210> 15
<211> 106
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 15

§1u I1e val Leu ;hr Gln ser Pro ser

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ser Ala
20 25

His Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys
35 40

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val
50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70

Asp Phe Ala Thr ;gr Tyr Cys Gln Gln

Ile
105

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100

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

16
106
PRT

Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

ser
10

Arg

Ala

Pro

Ile

Arg
90

Lys

Leu Ser Ala

Ser Ser val

Pro Lys Leu

45

Ser Arg Phe
60

Asn ser leu
75

Ser Ser Phe

133

ser val Gly
15

Ser Tyr Met

30

Leu Ile Tyr

Ser Gly Ser

GIn Pro Glu
80

Pro Leu Thr
95



<400> 16
Glu Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 10 15

Asp Arg val ;gr Ile Thr Ccys ser g}a Arg ser Sser val ggr Tyr Met

His Trp g?e 6ln Gln Lys Pro géy Lys Ala Pro Lys hgu Trp Ile Tyr

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val Pro ser Arg phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn Gln Arg Ser Ser Phe Pro Leu Thr
85 90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
y 2 10% y 105 y

<210> 17

<211> 106

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 17
Glu Ile val Leu Thr GIn Sser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 S 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Arg Ser Ser val Ser Tyr Met
20 25 30

His Trp Phe GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Trp Ile Tyr
35 40 45
Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60
Gly ser Gly Thr Asp Tyr Cys Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gln Pro Glu
65 70 75 80

Asp Phe Ala Thr E%r Tyr Cys Gln Gln ggg ser ser pPhe Pro ggu Thr
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Phe Gly

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

<220>
<223>

<400>

Glu Ile

1

Asp Arg

His Trp

Arg Thr
S0

Gly Ser

65

ASp Phe

Phe Gly

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

<220>
<223>

Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
Y 105 Y 108 Y

18

106
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

18

val

val

Phe

35

ser

Gly

Ala

Gly

19

129
PRT

Sequéncia artificial

Leu

Thr

20

Gln

AsSn

Thr

Thr

Gly

Thr GlIn
5
Ile Thr
Gln Lys
Leu Ala
ser Tyr
70
Tyr Tyr
85

Thr Lys

Ser Pro ser

Ser Ala
25

cys
Pro Gly Lys
40

ser Gly val
Cys Leu Thr
Cys Gin Gln

Leu Glu Ile
105

Péptido sintético

ser

10

Arg

Ala

Pro

Ile

Arg

20

Lys

Leu Ser

Ser Ser

Pro Lys

ser Arg

60

Asn Ser

75

ser Ser
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Ala ser val Gly
15

val ser Tyr Met
30

Leu

Trp Ile Tyr
45

Phe ser Gly Ser
Lteu Gln Pro Glu
80

phe Pro Leu Thr
95



<400>

Met Asp
1

val Ile
Met Ser
Ser Ser

50
Pro Lys
65
Ala Arg
ser Arg

ser Sser

Lys

<210>

<211> 117
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400>

19

Leu

Met

Ala

35

val

Leu

Phe

Met

Phe
115

20

20

Gln

ser

20

ser

ser

Trp

ser

Glu

100

Pro

val Gln

5

Arg Gly

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr
70

Gly Ser

85

Ala Glu

Pro Leu

Ile 1le
Gln Ile
Glu Lys
40

His Trp
55

Arg Thr
Gly Ser
Asp Ala

Thr Phe
120

ser
val
25

val
phe
ser
Gly
Ala
105

Gly

Phe

10

Leu

Thr

GlIn

AsSn

Thr

30

Thr

ser

Leu

Thr

Ile

Gln

Leu

75

ser

TYyr

Gly

Leu

Gln

Thr

TYyr

Tyr

Thr

Ile
ser
¥
Pro
Ser
Cys
cys

Lys
125

ser Ala
15
Pro Ala
30
Ser Ala
Gly Thr
Gly val
Leu Thr
95
Gln Gln

110

Leu Glu

Ser

Ile

Arg

Ser

Pro

80

Ile

Arg

Ile

Gln val Gln Leu val Gin Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys gge ser Cys Lys Ala ggr Gly Tyr ser phe ggr Asn Tyr

Gly Met Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu GIn Trp Met
35 40 45

Gly Eap Ile Asn Thr Asp ggr Gly Glu Ser Thr ggr Ala Glu Glu Phe
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Lys Gly
65

Leu GlIn
Ala Lys
val Thr
<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
Gln val
1

Ser val
Gly Met
Gly Tr
50p
Lys Gly
65
Leu GlIn
Ala Lys
val Thr
<210>

<211>
<212>

Arg phe val phe Ser Leu Asp Thr Ser val Ser Thr Ala Tgr
70 75 8

Ile Thr Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys
85 90 95
val Gly Tyr Asp Ala Leu Asg Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu
100 10 110

val ser ser
115

21
117
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

21

Gln Leu ga1 Gln Ser Gly Ser géu Leu Lys Lys Pro %;y Ala

Lys Ile Ser Cys Lys Ala ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 y 25 30

Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu GIn Trp Met
35 P g 40 ! Y 45

Ile Asn Thr Asp Egr Gly Glu Ser Thr E%r Ala Glu Glu Phe

Arg phe val pPhe ser Leu Asp Thr ser val Ser Thr Ala Tyr
70 75 80

Ile Thr Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys
85 920 95

val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110

val ser ser
115

22
117
PRT
137



<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 22

GIn val GIn Leu val GIn ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Sser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
y 20 25 30

Gly Met ggn Trp val Arg Gln ﬁéa pro Gly Gln Gly 5§u Gln Trp Met

Gly Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Ala Glu Glu Phe
50 55 60
Lys Gly Arg Phe val Phe Ser Leu Asp Thr sSer val Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 80
Leu GIn Ile Thr Ser teu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys
85 90 95
val Arg val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr teu
]ﬂ% 105

110

val Thr val Ser Ser
11S

<210> 23
<211> 117
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 23

Gln Ile Gln Leu val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asn Tyr
20 25 30

138



Gly Met

Gly Trp
50

Lys Gly

65

teu GlIn

val Arg

val Thr

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

<220>
<223>

<400>

GIn Ile
1
Ser val
Gly met
Gly Trp
50
Lys Gl
65 Y
Leu GIn
val Arg

val Thr

Asn Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Gln Trp Met
35 40 45

Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Egr Ala Glu Glu phe
S5

Arg Phe val phe Ser Leu Asp Thr Ser val Asn Thr Ala Tyr
70 75 80

Ile Thr ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys
85 90 a5

val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu
105 ' 5 105 110

val Ser Ser
115

24
117
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

24

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Ile

val

val
115

Leu val
5

Ile ser
20

Trp val
Asn Thr
Phe Ala
Thr ser

85

Gly Tyr
100 y

ser ser

Gln ser

Cys LyS

Lys Gln

Asp Ser

55

pPhe Ser
70

Leu Asn

Asp Ala

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ala

Leu

ser

ser

Pro

Glu

Asp

Glu

Asp
105

Glu Leuy
10

Gly Tyr
Gly Gln
ser Thr
Thr Ser

75

Asp Thr
90

Tyr Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

val

Gly

Gly

139

Lys

Phe

Leu

45

Ala

AsSn

Met

Gln

Pro Gly Ala
15
Thr Asn Tyr
30
Lys Trp Met
Glu Giu Phe
Thr Ala Tyr
80
Tyr Phe Cys
Y 95

Gly Thr Leu
110



<210> 25

<211> 38
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> 25

atggatttac
agaggacaaa
gtcaccataa
ccaggcactt
gctegettea
gctgaagatg
tcggggacaa

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

26
13

<220>
<223>

<400>

Met Ala
1

26

Ile GIn

Pro Gly

4

ADN

aggtgcagat
ttgttctcac
cctgcagtge
ctcccaaact
gtggcagtag
ctgccactta

agttggaaat

6

PRT

Sequéncia

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

tatcagcttc ctgctaatca
ccagtctcca gcaatcatgt
caggtcaagt gtaagttaca
ctggatttat aggacatcca
atctgggacc tcttactgtce
ttactgccag caaaggagta

adaa

artificial

Péptido sintético

gtgcctcagt
ctgcatctce
tgcactggtt
acctggcttce
tcacaatcag

gtrtcccact

cataatgtcc
aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
c€cgaatggag
cacgttcgge

Trp vail ;rp Thr Leu Leu Phe igu Met Ala Ala Ala g}n ser
Ala GIn Ile GIn Leu val Gin ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys
20 25 30

Glu Thr val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
35 Y 40 Y 45

Thr /;(s)n Tyr Gly Met Asn ‘gls'p val Lys Gln Ala gao Gly Lys Gly tLeu

140
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Lys Trp Met Gly Trp Ile Asn Thr Asp Ser Gly Glu Ser Thr Tyr Ala
65 70 75 80

Glu Glu Phe Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser teu Glu Thr Ser Ala Asn
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu Gln Ile Asn Asn Leu Asn Asn Glu Asp Thr Ala Thr
100 105 110

Tyr Phe Cys val Arg val Gly Tyr Asp Ala Leu Asp Tyr Trp Gly GlIn
115 120 125

Gly Thr ser val Thr val Ser Ser
130 135

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

<220>
<223>

<400>

277
408
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

27

atggcttggg tgtggacctt gctattcctg atggcagctg cccaaagtat ccaagcacag

atccagttgg tgcagtctgg acctgagttg aagaagcctg gagagacagt caagatctcc

tgcaaggctt ctggatatac tttcacaaac tatggaatga actgggrgaa gcaggctcca

ggaaagggtt taaagtggat gggctggata aacaccgaca gtggagagtc aacatatgct

gaagagttca agggacggtt tgccttetct ttggaaacct ctgccaacac tgectatttg

cagatcaaca acctcaacaa tgaggacacg gctacatatt tctgtgtgag agtcggetac

gatgctttgg actactgggg tcaaggaacc tcagtcaccg tctcctea

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

<220>
<223>

28
107
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

141
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<400>

Glu Ile

1

Asp Arg

Leu Asn

Tyr Ala
50

ser Gly

65

Glu Aasp

Thr Phe

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

<220>
<223>

<400>

Gln val

1

ser val

Ala Ile

Gly Trp
S0

Thre Gl
65 Y

28

val Leu Thr Gin Ser Pro ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
5 10 15

val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35p Y 40 4¥

Ala Ser Thr Leu ggn ser Gly val Pro ggr Arg phe ser Gly

ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Asn Ser Leu Gin Pro
70 75 80

phe Ala Thr Tyr Tyr Cys GIin Gin Thr Asn Ser pPhe Pro Leu

85 30 95
Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
f 103 . Y 105 Y
29
120
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

29

Gln Leu val Gln Ser Gly Ser Glu Leu Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15
Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Ser Ser His
20 25 ’ 30
Asn Trp val Arg Glin Ala Pro Gly Gln Gly Leu Gln Trp Met
35 . : 40 45

Ile Asn Thr Asn ;gr Gly ser pro Thr g%r Ala Gln Gly Phe

Arg Phe val phe Ser Leu Asp Thr ;gr val ser Thr ala gﬁr

142



Lteu Gln 1le Thr Ser Leu Thr Ala Glu Asp Thr Gly Met Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Lys Glu Ser His ser Ser Ala Leu Asp Leu Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 30
<211> 43
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 30

cccaagcttg ccgeccaccat ggacatgagg gtccccgctc age 43 |

<210> 31
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 31

tcctgggget cctgetgcte tggctcccag gtgeccaaatg 40
<210> 32

<211> 40

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

143



<223>

<400>

Polinucledtido sintético

32

tgaaattgtg ttgacgcagt ctccatcctc cctgtctgeca

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

<220>
<223>

<400>

33
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

33

tctgtaggag acagagtcac catcacttgc agtgccaggt

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

<220>
<223>

<400>

34
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

34

caagtgtaag ttacatgcac tggtatcagc agaaaccagg

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

<220>

35
40
ADN

Sequéncia artificial

144
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<223>

<400>

Polinucledtido sintético

35

gaaagcccct aagctcctga tctataggac atccaacctg

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

<220>
<223>

<400>

36
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

36

gcttctgggyg tcccatctag attcagcggc agtggatctg

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

<220>
<223>

<400>

37
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

37

40

40

ggacagattt cactctcacc atcaacagcc tgcagcctga

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

38
40
ADN

Sequéncia artificial

145

40



<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 38

agattttgca acttactatt gccagcaaag gagtagtttc

<210> 39
<211> 55
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 39

40

ccactcacgt tcggcggagg gaccaagctg gagatcaaac gtgagtggat ccgcg

<210> 40
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 40

gagcagcagg agccccagga gctgagcggg gaccctcatg

<210> 41
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

146

55

40



<220>
<223>

<400>

Polinucledtido sintético

41

actgcgtcaa cacaatttca catttggcac ctgggagcca

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

<220>
<223>

<400>

42
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

42

gtgactctgt ctcctacaga tgcagacagg gaggatggag

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

<220>
<223>

<400>

43
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

43

gtgcatgtaa cttacacttg acctggcact gcaagtgatg

<210>
<211>
<212>

44
40
ADN

147
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40

40



<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 44

tcaggagctt aggggctttc cctggtttct gctgatacca

<210> 45
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 45
ctagatggga ccccagaagc caggttggat gtcctataga

<210> 46
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 46

ggtgagagtg aaatctgtcc cagatccact gccgctgaat

<210> 47
<211> 40

148

40

40

40



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

477

aatagtaagt tgcaaaatct tcaggctgca ggctgttgat

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

<220>
<223>

<400>

48
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

48

cctccgecga acgtgagtgg gaaactactc ctttgetggce

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

<220>
<223>

<400>

49
35
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

49

cgcggatcca ctcacgtttg atctccagcet tggtc

<210>

50

149

40

40

35|



<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 50

caagtgtaag ttacatgcac tggttccagc agaaaccagg

<210> 51
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 51

40

gaaagcccct aagctctgga tctataggac atccaacctg

<210> 52
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 52

ggacagatta cactctcacc atcaacagcc tgcagcctga

150

40

40|



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

<220>
<223>

<400>

53
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

53

tccagagctt aggggctttc cctggtttct gctggaacca

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

<220>
<223>

<400>

54
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

54

40

ggtgagagtg taatctgtcc cagatccact gccgetgaac

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

<220>
<223>

<400>

55
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

55

ggtgagacag taagatgtcc cagatccact gccgctgaac

151

40

40



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

<220>
<223>

<400>

56
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

56

ggacatctta ctgtctcacc atcaacagcc tgcagcctga

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

<220>
<223>

<400>

57
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

57

cccaagcttg ccgccaccat ggactggacc tggaggatcc

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

<220>
<223>

<400>

58
33
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

58

tcttcttggt ggcagcagca acaggtgccc act

152

40

40

33



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

<220>
<223>

<400>

59
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

59

cccaggtgca gctggtgcaa tctgggictg agcttaagaa

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

<220>
<223>

<400>

60
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

60

gcctggggee tcagtgaaga tctcctgcaa ggettctgga

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

<220>
<223>

<400>

61
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

61

tatagcttca gtaactatgg aatgaactgg gtgcgacagg

153

40

40

40



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

<220>
<223>

<400>

62
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

62

cccctggaca agggcttcag tggatgggat ggataaacac

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

<220>
<223>

<400>

63
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

63

40

cgacagtgga gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggga

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

<220>
<223>

<400>

64
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

64

154

40



cggtttgtct tctccttgga cacctctgtc agcacggeat

<210> 65
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 65

atctgcagat caccagcctc acggctgagg acactggcat

<210> 66
<211> 35
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 66

gtatttctgt gcgaaagtcg gctacgatgc tttgg

<210> 67
<211> 54
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

155

40

40

35



<400>

actactgggg ccagggaacc ctggtcaccg tctcctcagg tgagtggatc cgcg

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

<220>
<223>

<400>

67

68
45
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

68

tgctgccacc aagaagagga tccttccagg tggagtccat ggtgg

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

<220>
<223>

<400>

69
36
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

69

ttgcaccagc tgcacctggg agtgggcacc tgttgc

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

<220>
<223>

70
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

156

54

45

36



<400> 70

tcttcactga ggccccaggc ttcttaagct cagacccaga

<210> 71
<211> 39
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 71

ccatagttac tgaagctata tccagaagct tgcaggaga

<210> 72
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 72

40

39

ctgaagccct tgtccagggg cctgtcgcac ccagttcatt

<210> 73
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

157

40



<223>

<400>

Polinucledtido sintético

73

atgttgactc tccactgtcg gtgtttatcc atcccatcca

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

<220>
<223>

<400>

74
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

74

tccaaggaga agacaaaccg tcccttgaac tcettcagcat

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

<220>
<223>

<400>

75
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

75

40

40

gaggctggtg atctgcagat atgccgtgct gacagaggtg

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

76
40
ADN

Sequéncia artificial

158

40



<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 76

cgactttcgc acagaaatac atgccagtgt cctcagccgt

<210> 77
<211> 33
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 77

ttcecctggee ccagtagtcc aaagcatcgt age

<210> 78
<211> 36
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 78

cgcggatcca ctcacctgag gagacggtga ccaggg

<210> 79
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

159

40

33

36



<220>
<223>

<400>

Polinucledtido sintético

79

tatactttca caaactatgg aatgaactgg gtgcgacagg

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

<220>
<223>

<400>

80
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

80

Ccatagtttg tgaaagtata tccagaagcc ttgcaggaga

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

<220>
<223>

<400>

81
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

81

40

40

cggtttgtct tctccttgga cacctctgtc aacacggcat

<210>
<211>
<212>

82
35
ADN

160

40



<213>

<220>
<223>

<400>

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

82

gtatttctgt gtgagagtcg gctacgatgc tttgg

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

<220>
<223>

<400>

83
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

83

35

cgactctcac acagaaatac atgccagtgt cctcagecegt

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

<220>
<223>

<400>

84
40
ADN

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

84

40

atctgcagat caccagcctc aacgctgagg acactggcat

<210>
<211>

85
40
161l

40



<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 85

gaggctggtg atctgcagat atgccgtgtt gacagaggtg 40

<210> 86
<211> 40
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 86

tatactttca caaactatgg aatgaactgg gtgaagcagg 40

<210> 87
<211> 412
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 87
aagcttgccg ccaccatgga catgagggtc cccgctcage tcctggggct cctgcetgetc 60
tggctcccag gtgccaaatyg tgaaattgtg ttgacgcagt ctccatcctc cctgtctgca 120

tctgtaggag acagagtcac catcacttgc agtgccaggt caagtgtaag ttacatgcac 180

162



tggtatcagc agaaaccagg gaaagcccct aagctcctga tctataggac atccaacctg
gcttctgggg tcccatctag attcagcggc agtggatctg ggacagattt cactctcacce
atcaacagcc tgcagcctga agattttgca acttactatt gccagcaaag gagtagtttc

ccactcacgt tcggcggagg gaccaagctg gagatcaaac gtgagtggat cc

<210> 88
<211> 412
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 88

aagcttgccg ccaccatgga catgagggtc cccgcotcage tcctgggget cctgotgete
tggctcccag gtgccaaatg tgaaattgtg ttgacgcagt ctccatcctc cctgtctgea
tctgtaggag acagagtcac catcacttgc agtgccaggt caagtgtaag ttacatgeac
tggttccagc agaaaccagg gaaagcccct aagctctgga tctataggac atccaacctg
gcttctgggg tcccatctag attcagcgge agtggatctg ggacagatta cactcteacc
atcaacagcc tgcagcctga agattttgca acttactatt gccagcaaag gagtagtttc

ccactcacgt tcggcggagg gaccaagctg gagatcaaac gtgagtggat cc

<210> 89
<211> 412
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polinucledétido sintético

<400> 89

aagcttgceg ccaccatgga catgagggtc cccgetcagce tcctgggget cctgetgete
tggctcccag gtgccaaatg tgaaattgtg ttgacgcagt ctccatcctc cctgtctgeca
tctgtaggag acagagtcac catcacttgc agtgccaggt caagtgtaag ttacatgeac

163

240
300
360
412

60
120
180
240
300
360
412

60
120
180



tggtitccagc agaaaccagg gaaagcccct
gcttctgggg tcccatctag attcagegoc
atcaacagcc tgcagcctga agattttgca

ccactcacgt tcggcggagg gaccaagetg

<210> 90
436

ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 90

aagcttgccg ccaccatgga ctggacctgg
ggtgcccact cccaggtgeca getggtgcaa
tcagtgaaga tctcctgcaa ggcttctgga
gtgcgacagg cccctggaca agggcettcag
gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggga
aacacggcat atctgcagat caccagcctc
gtgagagtcg gctacgatgc tttggactac

tcaggtgagt ggatcc
<210> 91

436
ADN

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 91

aagctctgga
agtggatctg
acttactatt

gagatcaaac

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

aggatcctct
tctoggtetg
tatactttca
tggatgggat
cggtttgtct
acggctgagy
tggggccagg

Sequéncia artificial

Polinucledtido sintético

tctataggac
ggacatctta
gccagcaaag

gtgagtggat

tcttggtgge
agcttaagaa
caaactatgg
ggataaacac
tctecttgga
acactggcat

gaaccctgge

atccaacctg
ctgtctcacc
gagtagtttc

cC

agcagcaaca
geetggegec
aatgaactgg
cgacagtgga
cacctctgte
gtatttctgt

caccgretcc

aagcttgccecg ccaccatgga ctggacctgg aggatcctct tcttggtggc agcagcaaca

ggtgcccact cccaggtgca gctggtgcaa tctgggtctg agcttaagaa gectggogec

164

240
300
360
412

60
120
180
240
300
360
420
436

60
120



tcagtgaaga tctcctgeaa ggettctgga tatactttca caaactatgg aatgaactgg

gtgcgacagg cccctggaca agggcttcag tggatgggat ggataaacac cgacagtgga

gagtcaacat atgctgaaga gttcaaggga cggtttgtct tctccttgga cacctctgtc

agcacggcat atctgcagat caccagcctc acggctgagg acactggcat gtatttctgt

gcgaaagtcg gctacgatge tttggactac tggggecagg gaaccctggt caccgtctec

tcaggtgagt

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

<220>
<223>

<400> 92

aagcttgecg
ggtgcccact
tcagtgaaga
gtgcgacagg
gagtcaacat
agcacggcat
gcgaaagtcg
tcaggtgagt

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

<220>
<223>

92
436
ADN

93
10259
ADN

ggatcc

ccaccatgga
cccaggtgca
TCctcctgcaa
ccectggaca
atgctgaaga
atctgcagat
gctacgatge

ggatcc

Sequéncia artificial

Polinucledétido sintético

ctggacctgg aggatccrct
gctggtgcaa tctgggtcto
ggcttctgga tatactttca
agggcttcag tggatgggat
gttcaaggga cggtttgtct
caccagectc acggetgagg
tttggactac tggggccagg

Sequéncia artificial

tcttggtggac
agcttaagaa
caaactatgg
ggataaacac
tctccttgga
acactggeat
gaaccctggt

165

agcagcaaca
gcctggggec
aatgaactgg
cgacagtgga
cacctetgte
gtattctgt
caccgtctec

180
240
300
360
420
436

€0
120
180
240
300
360
420
436

vetor de expressédo uUnico pGlKD210.BAT-1.RH:/RkD



<400> 93
ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgetatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcc
gcectecegt
tagacagatc
ttactcatat
gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgcetge
agagctacca
tgtccttecta
atacctcget
taccgagttg
gggttcgtgc
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagogggg
cttttgctgg
ccgtattace
cgagtcagtg
gtgcggtatt

aagggccteg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattrtgece
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgeagtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagegtg
atcgtagtta
gcrgagatag
atactttaga
tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcogggt
cggagcctat
cctrttgete
gcctttgagt
agcgaggaag
tcacaccgea

tgatacgect
gcacttttcg
atatgtatcc
agagtatgag
trcctgtrtt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatccegtge
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gcettgateg
cgatgcctge
tagctteecg
tgcgctegge
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact
ttgatttaaa
tcatgaccaa
agatcaaagg
aaaaaccacc
cgaaggtaac
agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagceg
ccacgcttee
gagagcgcac
ttegecacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac
cggaagagcg
tatggtgcac

atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcacceca
gggttacatc
acgttrrcca
tgacgcegag
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttecgget
tatcattgca
ggggagtcag
gattaagcat
acttcattt:
aatcccttaa
atcttcttga
gctaccageg
tggcttcage
ccacttcaag
ggctgetgec
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgeg
tcctgegtta
cgctecgecge
cctgatgegg

tctcagtaca

gttaatgtca
cgcggaaccc
caataaccct
ttcecgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
Ctaaccgett
gagctgaatg
acaacgttgc
atagactgga
ggctggttta
gcactgggoc
gcaactatgg
tggtaactgt
taatttaaaa
cgtgagtttt
gatcctttit
gtggtrtott
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcogtcgg
accgaactga
aaggcggaca
c€cagggggaa
cgtcgatttt
gcecrrtttac
tccectgatt
agccgaacga
tattttctcec
atctgctetg

166

tgataataat
ctatttgtet
gataaatgct
ceccttattec
tgaaagtaaa
tcaacagegg
cttttaaagt
tcgatcgecy
agceatcttac
ataacactgc
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt
ggatctaggt
cgttccactg
ttctgegegt
tgccggatca
taccaaatac
caccgectac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgectogta
tgtgatgctc
ggrtccigac
ctgtggataa
ccgagegcag
ttacgcatct

atgccgeata

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



gttaagccag
ccgccaacac
caagctgtga
cgcgegagge
catcccgecee
ttttatttat
aggctttret
tcgegccaaa
atcatgottc
aacggagacc
acaacctctt
tccattcctg
ctcaaagaac
cttattgaac
tctgtttacc
atgcaggaat
ctcccagaat
tttgaagtct
ctaaagctat
gaaccttact
aaggtaaata
gtattttaga
gaggaaaacc
tctcaacatt
tcagaattge
gctatttaca
tctotaacct
ccacacaggc
tttttaattt
cataatcagc
ccccectgaac
ttataatggt
actgcattct
gccggeccgg
tcatagccca

accgcccaac

tatacactcc
cecgetgacge
ccgtctecgg
agcatgcatc
ctaactccge
gcagaggccg
ggaggcctag
cttgacggca
gaccattgaa
taccctggec
cagtggaagg
agaagaatcg
caccacgagg
aaccggaatt
aggaagccat
ttgaaagtga
acccaggegt
acgagaagaa
gcatrtttat
tctgtggtot
taaaatttrt
ttccaaccta
tgttttgcte
ctactcctcc
taagtttttt
ccacaaagga
ttataagtag
atagagtgtc
gtaaaggggt
cataccacat
ctgaaacata
tacaaataaa
agttgtggtt
gcgatcgete
tatatggagt

gacccccgce

gctatcgeta
gccctgacag
gagctgcatg
tcaattagtc
ccagtteccge
aggecgectce
gcttttgcaa
atcctagegt
ctgcatcgtc
tccgctcagg
taaacagaat
acctttaaag
agctcatttt
ggcaagtaaa
gaatcaacca
cacgtttttc
cctetctgag
agactaacag
aagaccatgg
gacataattg
aagtgtataa
tggaactgat
agaagaaatg
aaaaaagaag
gagtcatgct
aaaagctgca
gcataacagt
tgctattaat
taataaggaa
ttgtagaggt
aaatgaatgc
gcaatagcat
tgtccaaact
gagatatcta
tcegegttac
cattgacgtc

cgtgactggg
gcttgtctge
tgtcagaggt
agcaaccata
ccattctecg
ggccrctgag
aaagctagct
gaaggcrggt
gccgtgtcce
aacgagttca
ctggtgatta
gacagaatta
cttgccaaaa
gtagacatgg
ggccacctea
ccagaaattg
gtccaggagg
gaagatgctt
gacttttgct
gacaaactac
tgtgttaaac
gaatgggagc
ccatctagtg
agaaaggtag
gtgtttagta
ctgctataca
tataatcata
aactatgctc
tatttgatgt
tttacttgct
aattgttatt
cacaaatttc
catcaatgta
ttaatagtaa
ataacttacg

aataatgacg

tcatggerge
tcccggeatc
tttcaccgtc
gtcecgeece
ccccatgget
ctattccaga
tacagctcag
aggattttat
aaaatatggq
agtacttcca
tgggtaggaa
atatagttct
gtttggatga
tttggatagt
gactctttgt
atttggggaa
aaaaaggcat
tcaagttctce
ggctttagat
ctacagagat
tactgattct
agtggtggaa
atgatgaggc
aagaccccaa
atagaactct
agaaaattat
acatactgtt
aaaaattgtg
atagtgcctt
ttaaaaaacc
gtraacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
tcaattacgg
gtaaatggcc
tatgttccca

167

gccccgacac
cgcttacaga
atcaccgaaa
taactcegec
gactaatttt
agtagtgagg
ggctgcgatt
ccececgetgec
gattggcaag
aagaatgacc
aacctggttc
cagtagagaa
tgccttaaga
cggaggcagt
gacaaggatc
atataaactt
caagtataag
tgctccecte
ctttgtgaag
ttaaagctct
aattgtttgt
tgcctriaat
tactgctgac
ggactricct
tgcttgcettt
ggaaaaatat
ttttcttact
tacctttage
gactagagat
tcceacacct
ttattgcage
cattttittce
tctactagtg
ggtcattagt
cgcctggetg
tagtaacgcc

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260



aatagggact
agtacatcaa
gcecegectag
ctacgtatta
tggatagcgg
tttgttttagg
gacgcaaatg
gaaccgtcag
ggaccgatcc
gagtgacgta
ctatactgtt
atagcttagc
atactttcca
tgccaataca
catttattat
ttaaacataa
ctccggtage
gtcgctcgge
caccaccacc
€ggggagcagg
tgcaggcage
gttaacggtg
acataatagc
tccttgacac
tcctgggget
ctccatectce
caagtgtaag
tctataggac
ggacatctta
gccagcaaag
gtgagtggat
attatgcgca
cttctttcect

ttccattgac
gtgtatcata
cattatgccc
gtcatcgcta
tttgactcac
caccaaaatc
ggcggtaggce
atcgcctgga
agcctecgeg
agtaccgect
tttggcttag
ctataggtgt
ttactaatcc
ctgtcctrca
ttacaaattc
cgtgggatct
ggcggagett
agctecttge
agtgtgccegce
gcttgcaccg
tgagttgttg
gagggcagtg
tgacagacta
gcgtctcggg
ccrgetgcte
cctgtctgea
ttacatgcac
atccaacctg
ctgtctcacc
gagtagtttc
ccatctggga
aacaacacac

caggaactgt

gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggtg
gacgccatcc
gccgggaacg
atagagtcta
ggtctataca
gggtrtattga
ataacatggc
gagactgaca
acatatacaa
ccacgcgaat
ctacatccga
tcctaacagt
acaaggccgt
ctgacgcatt
tgttctgata
tagtctgagc
acagactgtt
aagcttgccg
tggctcceag
tctgtaggag
tggttccage
gcrectagqg
atcaacagcc
ccactcacgt
taagcatgct
ccaagggcag
ggctgcacca

ggagtattta
gccccctatt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtctccac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgctottrt
gtgcattgga
taggeccace

ccececgettce
ccattattga
tctttgccac
cggactctgt
caccaccgtc
ctcgggtacg
geeectgetee
ggaggccaga
g9gcggtaggg
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgtt
cctttecatg
ccaccatgoa
gtgccaaatg
acagagtcac
agaaaccagg
tcccatctag
tgcagcctgoa
tcggcggagg
gttttctgtc
aactttgtta
tctgtcttca

cggtaaactg
gacgtcaatg
tttcctactt
tggcagtaca
cccattgacg
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccata
acgcggattc
cccttggett
ctcatgttat
ccactcecect
aactctcttt
atrtrtacag
cccagtgecc
tgttccggac
catgcctcca
cttaggcaca
tatgtgtctg
aaggcagcgg
gtaactcccg
gctgccgege
ggtcttttct
catgagggtc
tgaaattgtg
catcacttgc
gaaagcccct
attcagcggc
agattttgca
gaccaagctg
tgtccctaac
Cttaaacacc

tctteccgee
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cccacttggc
dcggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggcg
tcaatgggag
ccgecccatt
ctcgttrage
gaagacaccg
cccgrgecaa
cttatgcatg
aggtgatggt
attggtgacg
attggctata
gatggggtct
gcagttttta
atgggctcrt
gcgactcatg
gcacgatgece
aaaatgagct
cagaagaaga
ttgcggtgct
gcgccaccag
gcagtcaccyg
ccegetcage
ttgacgcagt
agtgccaggt
aagctctgga
agtggatctg
acttactatt
gagatcaaac
atgccctgtg
atcetgtttyg
atctgatgag

4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240



cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgteacaa
ctcagttecca
ctacccctat
ftaattatgc
gatctaataa
ctctatctag
gagctacagg

taacacacaa

tcaattacgg
gtaaatggece
tatgttccca
cggtaaactg
gacgtcaatg
tetectactt
tggcagtaca
cceattgacy
cgtaacaact
ataagcagag
gacctccata
acpeggatte
ccettggett
Ctcatgttat
ceactegect
aactetertt
atrrtrtracag
ceecagtgeece
tgttccggac
catgecteca
cttaggcaca
tatgtatctg
aaggcagegg

ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
dagaaacacaa
agagcttcaa
gcectgacccee
tgcgatecte
taatgttgga
aagatattta
aggccaggta
aaggcaggic
tcaacagagy
ggtcattagt
cgeeeggetg

tagtaacgee

ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac
agtctacgec
caggggagag
ctcccatect
cagctcatct
ggagaatgaa
ttttcattag
gggerggect
agagacceea
agtgagctgg
tcatagecea
accgeeeaac
aatagggact

tgcctgetoa
ctccaatcag
agccteagea
tgcgaagrca
tgitagaggg
ttggcctctg
ttcaccteac
taaataaagt
atatgtgtgt
tgggggaggg
ctggacaaac
aaatttgcta

tatatggagt
gacccecgee
ttecattgac

ceeacttgyge agtacatcaa gtgtatcata

acggtaaatg
ggcagtacat
tcaatgggey
tcaatgggayg
cegecceatt
ctcgirtagy
gaagacaccg
ccegtgoecaa
cttatgcatg
aggtgatggt
attggtgacy
attggctata
gatggggtict
geagttrita
atgggcrett
gcgactcatyg
gcacgatgeo
aaaatgagct

cagaagaaga

geecgectag
ctacgtatta
tggatagegg
tttgtittgg
gacgcaaatg
gaaccgteag
ggaccgatee
gagtgacgta
ctatactgtt
atagcttage
atactitcca
tgtcaataca
catttattat
ttaaacataa
ctccggtage
gregetegge
Cacraccace
cggggagegg
tgcaggcage

gtaacteccg ttgcagtact gttaacggtg

cattatgecec
gtcatcgcta
Tttgacteac
caccaaaatc
ggcggtagge
atcgectgga
agcctecgeg
agtacegect
ttrggcttyg
ctataggtgt
ttactaatcce
ctgtcctica
ttacaaattc
cgtgggatct
ggcggagett
agctccttge
agtgtgccgce
gcttgeaccyg
tgagtigttg
gagggcagtg
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ataactrcta
gtaactccca
gcaccctgac
ccecatcaggg
agaagtgccc
accctttttc
cccectecte
gaatctttgc
tggtttetto
ggaggccaga
agtggctgga
gcgaattcta
tecgegttac
cattgacgtc
gtcaatgggt
tgccaagtac
agtacatgac
ttaccatggt
ggggatttcc
aacgggactt
gtgtacggty
gacgccatee
gccgggaacyg
atagagtcta
ggtctataca
gggrtatiga
ataacatgge
gagactgaca
acatatacaa
ccacgegaat
ctacatcega
tcctaacagt
acaaggcegt
ctgacgeatt
tgttcrgata
tagtctgage

teccagagag
ggagagtgtc
gctgageaaa
cctgageteg
ccacetgotc
cacaggggac
ctcettoget
acctgtegtg
tgtgcagtge
atgactccaa
ctctgcacca
ttaatagtaa

ataacttacg
aataatgacq
ggagtattta
geeeeeratt
cttatgggac
gatgcggttt
aagtectecac
tccaaaatgt
ggaggtctat
acgetgritt
gtgcattgga
taggeecace
cceeegette
ccattattga
tctttgecac
cggacicigt
caccacegtc
cteangtaco
geeetgetec
ggaggccaga
ggcggiaggag
tggaagactt
agagtcagag
agtactcgtt

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
8900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380

7440

7500
7560
2620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
3230
8340
8400



getgocgege
ggtcrritet
ctggacctag
getggtgeaa
ggcttetgga
agggctteag
gttcaaggga
caccagecte
tttggactac
atcggtctte
ctgeectggrc
gaccageggce
cagcgtggtg
tcacaageccc
tcacacatgc
cceeccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtecte
ctccaacaaa
c€cgagaacca
cagccrgace
caatgggcag
cttcttccte
ctcatgctee
gtctcegaat
acgaggatgc
agcaccggat
gcagtgcete
actccaagag

tgcaccataa

gegecaccay
gcagtcaceg
aggatectet
tctgggtclg
tatactttca
tggatgggat
cggtttgtct
acggcetgagg
tggggccagy
cecetggeac
aaggactact
gtgcacacct
accgtgeect
agcaacacca
ccaccgtgec
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtectge
gccectececag
caggtgtaca
tgcetggtca
ccggagaaca
tacagcaage
gtgatgcatg
aaatgagtgc
ttggcacgta
ctaataaaag
tatctggagg
ctacaggaag

cacacaatca

acataarage
tccttgacac
tertgatyge
agcttaagaa
caaactatgg
ggataaacac
tetccttgga
acactggcat
gaaccctgat
cctectecaa
tccecgaace
teeeggetgt
ccagcagett
aggtggacaa
cagcacctga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
cceccatega
ccetgecece
aaggcttecta
actacaagac
tcaccgtgga
aggetctgca
gacggeegge
cceectgtac
atatttattt
ccaggtaggg
gcaggtcaga
acaggggagt

Lisboa,

tgacagacta
gegtetcggg
agcagcaaca
gectagagee
aatgaactagg
cgacagtgga
caccrctgte
gratrtctgt
cacegretceg
gagcacctct
ggtgacggtg
cctacagtec
gggcacccag
gaaagttgag
actcctgggg
ctccecggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctyaatggc
gaaaaccatc
atcccaggag
teccagegac
cacgccteocce
caagagcagyg
caagcactac
aagcceccget
atacttceeg
tcattagata
ctggccttag
gaccccactg
gagctggaaa

acagactgtt
aagetrtyeeg
ggtgcccact
tcagtgaaga
gtgcgacagg
gagtcaacat

aacacggcat

gtgagagteg
agcgecteca
gggggcacag
tcgtggaact
tcaggactct
acctacatct
cccaaatctt
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgy
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagatgacca
atcgccgtygg
gtgctggact
tggcagcagy
acgcagaaga
£cecggocte
ggcgeccage
tgtgtgttag
ggdaggggga
gacaaacagt
tttgctageg

cectrrecaty
ccaccatgga
ccecaggtgea
tctectgeaa
ceceoctggaca
atgctgaaga
atctgcagat
gctacgatgce
ccaagggece
cggecctgay
caggcgeect
agtccectecag
gcaacgtgaa
gtgacaaaac
tettectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgggrgot
agtgcaaggt
aagggcagec
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
agaacgrcet
gecteteect
tcgeggtege
atggaaataa
trrtttgtgt
ggccagaatg
ggetggactce
aattaattc
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8460
8520
8580
8640
8700
8760
BB20
8880
8940
9000
9660
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10259



REIVINDICACOES

Anticorpo monoclonal humanizado tendo, pelo menos, uma
regido determinante de complementaridade (CDR) do anticorpo
monoclonal BAT-1 de murino (mBAT-1) e uma regidao de
estrutura (FR) derivada de uma imunoglobulina humana
aceitadora, em que o anticorpo humanizado retém a atividade
antitumoral do anticorpo monoclonal mBAT-1 e €& menos
imunogénico num individuo humano do gque o referido anticorpo

de murino.

Anticorpo monoclonal humanizado da reivindicacdo 1, em que o
anticorpo humanizado induz um maior efeito antitumoral do

que aquele induzido pelo anticorpo BAT-1 de murino parental.

Anticorpo humanizado da reivindicacdo 1, compreendendo as
regiodes determinantes de complementaridade (CDR) do
anticorpo monoclonal BAT-1 de murino (mBAT-1), em que O

referido anticorpo humanizado compreende:

a. regides varidveis da cadeia leve da férmula: FRyi—
CDRp1-FR12;—CDR1;—FRy3—CDRyp3—FRrg, em que cada FR é
independentemente uma regido de estrutura de um
anticorpo humano e cada CDR é uma regido determinante
de complementaridade, derivada de BAT-1;

b. as regides varidveis da cadeia pesada da férmula:
FRy1—CDRy1—FRu;—CDRy;—FRy3—CDRyz—FRuys, em que cada FR é
separadamente uma regido de estrutura de um anticorpo
humano e <cada CDR €& uma regido determinante de

complementaridade de mBAT-1.



Anticorpo monoclonal humanizado tendo uma regid&o Fab
geneticamente modificada compreendendo as regides
determinantes de complementaridade (CDR) do anticorpo
monoclonal BAT-1 de murino (mBAT-1), em que o anticorpo
geneticamente modificado retém a atividade Dbioldgica do
referido mBAT-1 e em que o0 referido anticorpo monoclonal
geneticamente modificado compreende uma sequéncia de

aminodcidos selecionada de:

(1) uma regido varidvel da cadeia pesada compreendendo
as sequéncias de aminocdcidos de: CDRp: (SEQ ID N°: 12);
CDRy» (SEQ ID N¢: 13); CDRyz (SEQ ID N@2: 14); e uma
regido wvariavel da cadeia leve compreendendo as
sequéncias de aminodcidos de CDR;; (SEQ ID N¢°: 9); CDRiy
(SEQ ID N¢2: 10); CDR:;s (SEQ ID N2: 11);

(ii) regides varidveis da cadeia pesada e cadeia leve
compreendendo as sequéncias de aminodcidos que tém
mais do que cerca de 80 por cento de semelhangca com
toda ou parte das sequéncias de: CDRy; (SEQ ID N¢: 12);
CDRy» (SEQ ID N¢: 13); CDRys (SEQ ID Ne¢: 14); CDR1;
(SEQ ID N¢: 9); CDR1y (SEQ ID N¢: 10); CDR13
(SEQ ID N@o: 11);

(iii) um anticorpo de (i) ou (ii) em gue um ou mais
residuos de aminoacidos foi adicionado, suprimido,
substituido ou modificado guimicamente, sem afetar
substancialmente a atividade bioldgica ou a

especificidade de ligacdo do anticorpo.

Anticorpo monoclonal humanizado da reivindicacao 4, em qgue
as regides de estrutura (FR) sao derivadas de um anticorpo

humano.



Anticorpo monoclonal humanizado da reivindicacgao 3
compreendendo regides determinantes de complementaridade
(CDR) do anticorpo monoclonal BAT-1 de murino (mBAT-1), em

que o referido anticorpo humanizado compreende:

a. regides varidveis da cadeia leve da férmula: FRyi1—
CDR;1—-FR12—CDR;2—FR;3—CDR;3—FR14, em que cada FR é
independentemente uma regido de estrutura de um
anticorpo humano e cada CDR é uma regido determinante
de complementaridade, em que a sequéncia de
aminoacidos de CDR;; € SARSSVSYMH (SEQ ID N2: 9); CDRiy
é RTSNLAS (SEQ ID N2: 10); CDR:3 é QORSSFPLT
(SEQ ID N@o: 11);

b. as regides varidveis da cadeia pesada da fdérmula:
FRy1—CDRy1—FRuz—CDRuz—FRy3—CDRys—FRys, em gque cada FR é
separadamente uma regido de estrutura de um anticorpo
humano e <cada CDR €& uma regido determinante de
complementaridade, em que a sequéncia de aminodcidos
de: CDRy1 é NYGMN (SEQ ID N2°: 12); CDRy3 é
WINTDSGESTYAEEFKG (SEQ ID N¢: 13); CDRyz € VGYDALDY
(SEQ ID Ne9: 14).

Anticorpo humanizado da reivindicacgéao 6,

em que o referido anticorpo humanizado induz um maior
efeito antitumor do que o anticorpo monoclonal BAT-1
de murino; ou

em que o referido anticorpo humanizado induz um maior
efeito antimetastédtico do que o anticorpo monoclonal
BAT-1 de murino; ou

em que as FR da regido variavel da cadeia pesada séao
derivadas das FR da regido varidvel da cadeia pesada

do anticorpo humano hsighv1295; ou

3



em que as FR da regido varidvel da cadeia leve kapa
sdo baseadas nas FR da regido varidvel da cadeia leve
kapa do anticorpo TEL9 humano; ou

tém uma regido constante kapa humana; ou

em que o anticorpo é ainda marcado com um marcador de
detecdo, imobilizado numa fase sdélida ou conjugado a
um heterdélogo composto; ou

em que as referidas regides varidveis da cadeia leve
do anticorpo monoclonal humanizado s&o selecionadas do
grupo consistindo de: BATRk, (SEQ ID N2: 15), BATRKg
(SEQ ID N¢: 16), BATRKc¢ (SEQ ID N2: 17), BATRKp
(SEQ ID N¢: 18), e as regibdes variadveis da cadeia
pesada sao selecionadas do grupo consistindo de:
BATRH, (SEQ ID N¢: 20), BATRH; (SEQ ID N©¢: 21), BATRH:
(SEQ ID Ne°: 22), BATRHp (SEQ ID N¢: 23) ou BATRHg
(SEQ ID Ne°: 24); ou

em que as referidas regides varidveis do anticorpo

monoclonal humanizado sao selecionadas do grupo

consistindo de: BATRHA/BATRKa
(SEQ ID N¢: 20/SEQ ID N@¢: 15), BATRHz/BATRK,
(SEQ ID N@¢: 21/SEQ ID N2: 15), BATRHz/BATRKz
(SEQ ID N¢°: 21/SEQ ID N@¢: 16), BATRH~./BATRKgp
(SEQ ID N¢: 22/SEQ ID N@°: 16), BATRHg/BATRKp
(SEQ ID N@¢: 21/SEQ ID N2: 18) ou BATRH:/BATRKjy

(SEQ ID N¢: 22/SEQ ID N¢: 18).

Anticorpo humanizado da reivindicacdo 6, em que a referida

regido varidvel da cadeia leve €& BATRkp (SEQ ID N¢°: 18) e em

que a referida regido varidvel da cadeia pesada é BATRHc

(SEQ ID Ne¢: 22).

Anticorpo humanizado da reivindicacdo 6, em gue o anticorpo

¢ um anticorpo de tamanho total.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Anticorpo humanizado da Reivindicacéao 9, em que o anticorpo
é¢ do 1isotipo IgG; de um modo preferido em que a referida

subclasse de isotipo € selecionada de IgG; ou IgGy.

Fragmento de anticorpo derivado do anticorpo humanizado da
reivindicacao 6, em que o fragmento de anticorpo é
selecionado do grupo consistindo de: Fv, F(ab’), F(ab’),, um

anticorpo de cadeia simples.

Anticorpo humanizado da reivindicacdao 6 produzido por

tecnologia de ADN recombinante, utilizando enxerto de CDR.

Construcdo polinucleotidica isolada que codifica qualquer
dos anticorpos monoclonais das reivindicagbes 1-12 ou os

seus fragmentos.

Construgédo polinucleotidica isolada de acordo com a
reivindicagdo 13 que codifica uma regido variavel da cadeia
leve kapa selecionada do grupo consistindo de:
SEQ ID N¢: 15, SEQ ID N¢: 16, SEQ ID N¢: 17, SEQ ID N2: 18;
de um modo preferido, em gque a construcdo polinucleotidica
isolada é selecionada do grupo consistindo de:

SEQ ID Ne: 87, SEQ ID N¢2: 88, SEQ ID Ne2: 89.

Construgdo polinucleotidica isolada de acordo com a
reivindicacdo 13 que codifica uma regido varidvel da cadeia
pesada selecionada do grupo consistindo de: SEQ ID N2: 20,
SEQ ID N¢: 21, SEQ ID N¢: 22, SEQ ID N¢: 23, SEQ ID Ne2: 24;
de um modo preferido, em que a construcdo polinucleotidica
isolada é selecionada do grupo consistindo de:

SEQ ID N¢: 90, SEQ ID N¢: 91, SEQ ID N¢: 92.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Vetor compreendendo qualquer dos polinucledtidos da

reivindicacdo 13 a 15.

Vetor da reivindicacdo 16, compreendendo ainda, pelo menos,
uma sequéncia de polinucledétido que codifica um componente
selecionado do grupo consistindo de: um promotor ligado
operativamente ao polinucledtido que codifica o anticorpo,
um ou mais genes de resisténcia, uma sequéncia Kozak, uma
origem de replicagcdo, um ou mais genes marcadores de
selecéo, um elemento intensificador, terminador de
transcricdo, um péptido de sinal, regido constante do kapa

humana gendmica, regido constante de IgG humana gendmica.

Vetor da reivindicacdo 17, em que o vetor é um plasmideo ou
um virus;, de um modo preferido, em gque o vetor é
selecionado do grupo compreendendo: PKN110, pG1lD200,
PG1lKD210, pUC ou pBR322.

Vetor da reivindicacdo 16, compreendendo a sequéncia de

polinucledtidos da SEQ ID N¢2: 93,

Célula hospedeira compreendendo o vetor de qualquer das

reivindicacdes 16-19.

Célula hospedeira da reivindicacédo 20,

capaz de expressar um anticorpo ou os seus fragmentos; ou
em que a célula é selecionada de eucaridtica e procaridtica;
ou

seleccionada do grupo consistindo de: células CHO, CHOdhfr,

NSO, COS ou COS7.

Composicdo farmacéutica compreendendo como um ingrediente

ativo um anticorpo ou fragmentos de anticorpo de qgqualqguer
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23.

24.

25.

26.

das reivindicacgbes 1-12; de um modo preferido, compreendendo
ainda um veiculo, diluente ou estabilizador fisiologicamente

aceitavel.

Utilizacdo de um anticorpo ou fragmentos de anticorpo de
qualquer das reivindicacbes 1-12 para a preparacidoc de um
medicamento para o tratamento do cancro; de um modo
preferido, em gque o cancro & selecionado de melanoma,
tumores pulmonares, cancro colorretal ou metédstases

hepéaticas.

Utilizagdo de um anticorpo monoclonal humanizado ou
fragmentos de anticorpo de qualquer das reivindicacbes 1-12
para a preparacgao de uma composicgao farmacéutica
compreendendo uma quantidade eficaz do referido anticorpo ou
fragmentos de anticorpo para induzir atividade

proliferativa, citolitica ou estimuladora de células T CD4+.

Utilizagcdo de um anticorpo monoclonal humanizado ou
fragmentos do anticorpo de qualquer das reivindicacbes 1-12
para a preparacgao de uma composicgao farmacéutica
compreendendo uma quantidade eficaz do referido anticorpo ou
fragmentos de anticorpo, para aumentar a sobrevivéncia de

células T CD4+ ativadas.

Utilizagdo de acordo com a reivindicacdo 24 ou 25,

em que a composicado farmacéutica € dirigida ao
tratamento de uma imunodeficiéncia adquirida ou
genética; ou

em que a composicado farmacéutica € dirigida ao

tratamento das fases iniciais da infecdo com HIV; ou



em gque a composicdo farmacéutica € dirigida ao
tratamento da SIDA (sindrome da imunodeficiéncia
adquirida); ou

em que a composicdo farmacéutica € dirigida ao
tratamento de doentes tendo uma contagem sanguinea qgue

mostra uma diminuicdo em células T CD4+.

27. Método para produzir o) anticorpo de qualquer das

reivindicacdes 1-12, compreendendo:

(i) transfetar uma célula hospedeira com um vetor
compreendendo uma sequéncia de polinucledétidos que
codifica o referido anticorpo, ou co-transfetar a
célula hospedeira com 2 vetores, cada, compreendendo
uma sequéncia de polinucledétidos que codifica as
regides da cadeia pesada ou leve do referido
anticorpo;

(ii) cultivar a célula hospedeira de (i) de modo que o
referido anticorpo seja expresso; e

(iii) recuperar o anticorpo a partir do hospedeiro.

Lisboa, 7 de outubro de 2015
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ATCGATTTACAGGTGCAGATTATCAGCTTCCTGCTAATCAGTGCCTCAGTCATAATGTCC
T T S il A 60
TACCTAAATGTCCACGTCTAATAGTCGAAGGACGATTAGTCACGGAGTCAGTATTACAGG
M D L Q v ¢ I I 8 F L L T s A s VvV I M S

AGAGCGACAAATTCGTTCTCACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGAGAAG
61 ks et T et S 120
TCTCCTGTTTAACAAGAGTGGETCAGAGGTCETTAGTACAGACGTAGAGGTCCCCTCTTC
R ¢ Q@ I Vv L T 9 & P A I M S A S8 P G E K

GTCACCATAACCTGCAGTGCCAGGTCAAGTGTAAGTTACATGCACTGGTTCCAGCAGAAG
121 = = 4 = = = —F= = = = 4= = - - -4=- - - - -4- - - -180
CAGTGETATTGGACGTCACGGTCCAGTTCACATTCAATGTACGTGACCAAGGTCGTCTTC
v T I T ¢ S A R 8§ 8V s Y M HWVF Q QK

CCAGGCACTTCTCCCAAACTCTGGATTTATAGGACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCT
181 - = —=4 = = = —4= = - = —4= = —= ~- -—F= - = = -~ - - = 240
GCETCCATCAAGAGCCTTTGAGACCTAAATATCCTGTAGGTTGGACCGAAGACCTCAGGGA
P @ T S P XK L w I YR TS NTLAS G V P

GCTCGCTTCAGTEGCAGTEGATCTGGGACCTCTTACTGTCTCACAATCAGCCGAATGGAG
241 - - -4 = = == == = - = —4= = -= - —4- - - - -+ - - - 300
CGAGCGAAGTCACCGTCACCTAGACCCTCGAGAATGACAGAGTGTTAGTCGGCTTACCTC
A R F S G S & 8 ¢ TS YCcLTTI S RDME

GCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGCCAGCARAGGAGTAGTTTCCCACTCACGTTCGGC
301 - - -4 - = == == = = = =4= = = = —4= - - - -+ - - - 360
CGACTTCTACGACGGTGAATAATGACGETCGTTTCCTCATCAAAGGGTCGAGTGCAAGCCG
A EDAAT Y Y CQ QR S S F P L TF G

TCGCGGACAAAGTTGGAAATAAAA
361 - - -+ - - - -+ - 384
AGCCCCTGTTTCAACCTTTATTITT

s ¢ T K L E I K
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Classes Candnicas de Chothia

L1 (10 amino&cidos ) = Classe 1 * » ‘
Residuos Chave: 2(I); 25(A); 29(VIL);
33(LM); 71(YF)

L2 (7 aminoacidos) = Classe 1 _
Residuos Chave: 48(IV); 51(AT); 52(ST);
64(G)

13 (9 aminodcidos) = Classe 1 ‘
Residuos Chave: 90(QNH); 95 (D)

Classes Candnicas de Martin
L1 (10 aminoacidos ) = Classe indefinida (embora muitc semelhante
a Classe 1/10A%)
Residuos Chave: 2(; 4(L); 23(C); 25(A);,
30(V); 33(LM); 35(W); 71(Y);
88(C); 90(Q); 93(SYR)
L2 (7 aminoacidos) = Class1/7A _
Residuos Chave: 23(C)

L3 (9 aminoacidos) = Classe indefinida (embora muitc semelhante
a Classe 1/9A)

Residuos Chave: 2(ILV); 3(VQLE); 4ML);
28(SNDTE) %;
30(DLYVISNFHGT);
31(SNTKG); 32(FYNAHSR);
33(MLVIF); 88(C);
89(QSGFL); 90(QNH);
91(NFGSRDHTYV);
92(NYWTSROHAD);
93(ENGHTSRAQHAD);
94(DYTVLHNIWPS)<;
95(B);
96(PLYRIWE); 97(T); 98(E)

* Esta classe & vista apenas no subgupo Vi de kapa de murganho de Kabat.
% Uma vez que a ansa L1 tem apenas 10 aminoacidos de comprimento, ndo
existe residuo nesta posicao na tegido BAT Vi .

4 O aminoacido Phe (F) € encontrado nesta posicéo na regido BAT Vi .

FIGURA 2
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ATGGCTTEEEGTATCCACCTTGCTATTCCTGATGGCAGCTGCCCARAGTATCCAAGCACAG

1 = = o m 4 — = = = 4= = = = mf= = = = —4= = = = —% - - - 60
TACCGAACCCACACCTGGAACGATAAGGACTACCGTCGACGGETTTCATAGGTTCGTGTC
M A WYV W TJLLF L MAW AA ATZQSI Q A Q

ATCCAGTTGETGCAGTCTGCGACCTGAGTTGAAGAAGCCTGGAGAGACAGTCARGATCTCC
61———+—--—+—'———~+——-——-+——-—-+---120

TAGGTCAACCACGTCAGACCTGGACTCAACTTCTTCGGACCTCTCTGTCAGTTCTAGAGG
I 0 L V. S ¢ P E L K K P G E T V K I S

TGCAACGGCTTCTGGATATACTTTCACARACTATGGAATGAACTGCGGTGAAGCAGGCTCCA
121 = = = = 4 = = = = 4= = = = =4= = = = —4= - - - -+ - = =180
ACGTTCCGAAGACCTATATGAAAGTGTTTGATACCTTACTTGACCCACTTCGTCCGAGGT
C K A S ¢ Y T F TN Y G MNWV K Q A P

GCAAAGGETTTAAAGTGGATCEGGCTGCGATAAACACCGACAGTGCGAGAGT CARCATATGCT
181- = - = 4+ = = = = F= = = = —4= - = = —4=- - = - -+ - - - 240
CCTTTCCCAAATTTCACCTACCCGACCTATTTGTGGCTGTCACCTCTCAGTTGTATACGA

G K G L K W M ¢ W I N TD S G E S T Y A

GAAGAGTTCAAGGGACGGTTTGCCTTCTCTTTGGAAACCTCTGCCAACACTGCCTATTTG
241~ - = = 4+ = = = = 4= = = = == - = - -—4- - - - ~+ - = = 300
CTTCTCAAGTTCCCTGCCAAACGGAAGAGAAACCTTTGGAGACGGTTGTGACGGATAAAC
FE E F K @ R F A F 8 L ET S ADNTOAY L

CAGATCAACAACCTCAACAATGAGGACACGGCTACATATTTCTGTGTGAGAGTCGGCTAC
301 - = - = 4+ - = - = 4= - = = =4~ - = = -~F= - - - =+ - = -360
GTCTAGTTGTTGGAGTTGTTACTCCTGTGCCGATGTATAAAGACACACTCTCAGCCGATG
0 I N N L N N ED T A T ¥ F ¢ V R V G ¥

GATGCTTTGGACTACTGGEGTCAAGGAACCTCAGTCACCGTCTCCTCA
361- - - - 4+ - = = = 4= - = - —+- - - - -+- - - 408
CTACGAAACCTGATGACCCCAGTTCCTTGGAGTCAGTGGCAGAGGAGT
D A L DY WGQGT SV TV S 8

FIGURA 3
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Classes Canonicas de Chothia
H1 (10 aminoacidos*) = Classe 1
Residuos Chave: 24(TAVGS); 26(G);
27;(FYTG); 29(EL1V);
34(MIVLT); 94(RTKHGL)
H2 (17 aminoacidos) = Classe 2
Residuos Chave: 52a(PTA); 55(GS); 71(ALT)

Classes Canonicas de Martin
H1 (10 aminodcidos*) = Classe 1/10A

Residuos Chave: 2(VIG); 4(LV); 20(LIMV);
22(C); 24(TAVGS); 26(G);
29(IFLS); 32(IHYFINCED);
33(YAWGILV); 34(IVMW);
35(HENQSYT); 36(W);
48(IMLV); 51(LIVISN);
69(ILFMV); 78(ALVYF);
80(LM); 90(YF); 92(C);
94(RKGSHN); 102(YHVISDG)

H2 (10 aminoacidos®) = Classe indefinida (embora muito semelhante
a Classe 2/10A)

Residuos Chave: 33(YWGATL); 47(WY);
50(REWYGQVLNKA); 51(LI);
52(DLNSY); 53(AGYSKTN)<>;
54(NSTKDG); 56(YREDGVSA);
58(KNTSDRGFY); 59(Y);
69(IFLM); 71(VAL); 78(ALV)

* A ansa H1consiste na realidade de 5 aminoacidos de CDR1 e 5 aminoacidos
da extremidade do terminal N de FR1.

. AbM define a ansa H2 como apenas 10 aminoacidos de comprimento, i.e., 7
aminoacidos mais curta do que a definicdo de Kabat para CDR2

<% O aminoacido Asp (D) é encontrado nesta posicao na regido BAT Vi -

FIGURA 4



CDR Nameros Kabat

BATVK: de murganho
TEL9VK humano
Variante SEQ ID N°
BATRKax 15
BATRKg 16
BATRKe: 17
BATRKp 18

5/34

soze=liles=s ==[2=== ==l 3 e===
1L 2 3 4 5 6 7
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
OIVLTOSPAIMSASPGEKVTITCSARS SVSYMHWFOOKPGTSPRKLWIYRTSNLASGVPAREFSGSGSGTSY
E.iiaea88L. o VDR o R.SOSISN.LN.Y...ux KB hi AR T Qo8B D

EIVLITOSPSSLSASVEDRVIITCSARS - SVSYMHWYQOKPGKAPKLL IYRTSNLASGVEPSRFSGSGSGTD
EIVLTQOSPSSLSASVGDRVIITCSARS - SVSYMHWFQOKPGKAPKLWIYRTSNLASGVPSRESGSGSGTD
EIVLTOSPSSLEASVEDRVTITCSARS - SVSYMHWEQ OKPGKAPKIWIYRTSNLASGVPSRFSGSGEGTD
EIVLTOSPSSLSASVEDRVITITCSARS - SVSYMHWFOOKPGKAPKLWIYRTSNLASGVPSREFSGSGSCGTD

CDR Numeros Kabat
8

9 10

1234567890123456789012345678901234567
BATVK demurganho  CLTISRMEAEDAATYYCQORSSFPLTFGSCTKLEIK

TEL9VK humano FT..

Variante SEQ ID N°®
BATRK; 15
BATRKg 16
BATRKe 17
BATRKp 18

JNSLOP . FE ey TN s G

FTLTINSLOPEDFATYYCOORSSFPLTFGEGTKLEIK
YTLTINSLQPEDFATYYCQQRSSFPLTFGGCTKLETK
YCLTINSLOPEDFATYYCOORSSFPLTFGGGTKLEIK
YCOLTINSLOPEDFATYYCOORSSFPLTFGGGTKLEIK

FIGURA 5
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CDR Numeros Kabat B ) - g e ] S H3mme
1 2 3 4 5 6 7
1234567890123456789012345678901234567890123456789012A34567890123456789012ABC
BATVHmuqmnhoQIQLVQSGPELKKPGETVKISCKASGYTFTNYGMNWVKQAPGKGLKWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFAFSLETSAN
hsighv1295V}_[ Vv aSiaan BS v e SLSSHAT R 0D L oNTLSPL .06 T Ve DL.VS
Variante SEQ 1D N°
BATRHy 20 QVQLVQSGSELKKPGASVKISCKASGYSFSNYGMNWVRQAPGQGLQWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFVFSLDTSVS
BATRHz 21 QVQLVQSGSELKKPGASVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLQWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFVFSLDTSVS
BATRH: 22 QVQLVQSGSELKKPGASVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLQWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFVFSLDTSVN
BATRHp 23 QIQLVQSGSELKKPGASVKISCKASGYTFTNYGMNWVRQAPGQGLQWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFVFSLDTSVN
BATRHy 24 QIQLVQSGSELKKPGASVKISCKASGYTETNYGMNWVKQAPGQGLKWMGWINTDSGESTYAEEFKGRFAFSLDTSVN
CDR Nimeros Kabat  H3====
8 9 10 11

789012ABC345678901234567890ABC1234567890123

BATVﬁrnmganhq TAYLOINNLNNEDTATYECVRVGYDAL--~DYWGQGTSVIVSS

hsighv 1295Vy  ...... TS.TA...GM...AKESHSSA IDL....... Liowunn
Variante SEQ ID N°

BATRHy 20 TAYLOITSLTAEDTGMYFCAKVGYDAL~~=DYWGOGTLVIVSS

BATRHy 21 TAYLOITSLTAEDTGMYFCAKVGYDAL=~~DYWGOGTLVIVSS

BATRHg 22 TAYLOITSLTAEDTGMYECVRVGY DAL~==DYWGQGTLVIVSS

BATRHy 23 TAYLOITSLTAEDTGMY FCVRVGY DAL-=~-DYWGQGTLVTVSS

BATRHg 24 TAYLOITSINAEDTGMYECVRVGYDAL-~-DYWGQGTLVTIVSS

FIGURA 6
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61

121

181

241

301

361

ABGCTTGCCGCCACCATGGACATGAGGETCCCCGCTCAGCTCCTEGEEECTCCTGCTGCTC
--------- 0 o e o e e e e e e o 4 0 o i
TTCGAACGGCGGTEGGTACCTGTACTCCCAGGGGCGAGTCGRGGACCCCGAGGACGACGAG
M DM RV PA QL L G L L L L

TGGCTCCCAGGTGCCAAATGTGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCA
--------------------------- e e o e e i o e e o o
ACCGAGGGTCCACGGTTTACACTTTAACACAACTGCGTCAGAGGTAGGAGGGACAGACGT
W L P G A KCE I VL TQS P & 8 L 8§ A
TCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCCAGETCAAGTGTARGT TACATGCAC
————————— A et e e
AGACATCCTCTGTCTCAGTGGTAGTGARCGTCACGGTCCAGT TCACATTCAATGTACGTG

S v DRV T I T C S8 A R S S V 8 ¥ MH
TGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGGACATCCAACCTG
--------------------------- o e e e e o e e
ACCATAGTCGTCTTTGGTCCCTTTCGGGGATTCGAGGACTAGATATCCTGTAGGTTGGAC

W ¥ @ Q K P G K A P KL L I Y R T S N L
GCTTCTGGGGTCCCATCTAGATTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACC
______________________________________ et e e o o b s 42 o e o

CGAAGACCCCAGGGTAGATCTAAGTCGCCGTCACCTAGACCCTGTCTAAAGTGAGACTPF

A S G VP SRUPF SGS G S 6 TTDFTTTUL T
ATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGCCAGCAAAGGAGTAGTTTC
-------------------------- B T U
TAGTTGTCGGACGTCGGACTTCTAAAACGTTGAATGATAACGGTCGTTTCCTCATCAAAG

I NS L Q P EDVE FG R T Y ¥ C Q Q R S 8§ F
CCACTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTGAGTGGATCC

-------------------------------------------- +-= 412
GGTGAGTGCAAGCCGCCTCCCTGGTTCGACCTCTAGTTTGCACTCACCTAGG

P L TF GGG T KL E I K
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61

121

181

241

301

361

ARGCTTGCCGCCACCATGEACATGAGGETCCCCGCTCAGCTCCTGEEGCTCCTGCTGCTC
_________ o 1 e e e it e o o 4 o e o 00 0} e e o o e
TTCGARCGGCGGTGGTACCTGTACTCCCAGGGEGCEAGTCGAGGACCCCCGAGGACGACGAG

M DM RV PAQULULGIUL UL L L
TGGCTCCCAGGTGCCARATETGARATTGTETTGACECCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCA
————————— o e e e e e e T o e

ACCGAGGGTCCACGGTTTACACTTTAACACAACTGCGTCAGAGGTAGGAGGGACAGACGT

W L P G A KCETIUVTLTOS SU®P S8 S L 8 A

TCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCCAGGTCAAGTGTAAGTTACATGCAC

e o o o o o m o e 5 i ot e ot e e

————— +

AGACATCCTCTGTCTCAGTGGTAGTGAACGTCACGGTCCAGTTCACATTCAATGTACGTG
S V66 DRV TITOCS AR S S V S Y MH
TGGETTCCAGCAGARACCAGGGARAGCCCCTAAGCTCTGGATCTATAGGACATCCAACCTG
————————— vt o ot e o o o o --—-----——-'--q-——--——-ila——-----——-la——-—-—-—---—-l-
ACCAAGGTCGICTTTGGTCCCTTTCEGEEATTCOAGACCTAGATATCCTETAGGTTGRAC
W F Q Q K P G K AP KL WTI Y RT S N L
GCTTCTGGGGTCCCATCTAGATTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTACACTCTCACC
______________________________________________________ +
CGAAGACCCCAGGGTAGATCTAAGTCGCCGTCACCTAGACCCTGTCTAATGTGAGAGTGG
2 8 GV P 8 R F 8 G § G 8 ¢ T D VY T O L T
ATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGCCAGCAAAGGAGTAGTTTC
——————— Lt L R 3 --—---———--- —-——-————-]-—0—-——'——— ------—u--n--‘-
TAGTTGTCGGACGTCGGACTTCTAAAACGTTGAATGATAACGGTCGTTTCCTCATCAAAG

I NS L Q PEDFATVY VY C Q Q R 8 8 F

CCACTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTGAGTGGATCC
---------------------------- e LA T
GGTGAGTGCAAGCCGCCTCCCTGGTTCGACCTCTAGTTTGCACTCACCTAGG

P LTF GGG GTIE KTILE I K
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61 -

121

181

241

301

361

AAGCTTGCCGCCACCATGGACATGAGGGTCCCCGCTCAGCTCCTGGGGCTCCTGCTGCTE

TTCGAACGGCGETGGTACCTETACTCCCAGGGGCEAGTCGAGGRCCCCCGAGGACGACGAG
M 0 M RV PAOQIL L G UL L L L

TGGCTCCCAGGTGCCAAATGTGAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCA
ACCGAGGGTCCACGGTTTACACTTTAACACAACTGCGTCAGAGGTAGGAGGGACAGACGT
WL P G A K CE I VLT g sS$ P S8 8 L S A
TCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCAGTGCCAGGTCAAGTGTAAGTTACATGCAC
————————————————————— o 0 o o et s e e ot e s e e et e e
AGACATCCTCTGTCTCAGTGGTAGTGAACGTCACGGTCCAGTTCACATTCAATGTACGTG
s v DRV TTITCSARS S V S Y MH
TGETTCCAGCAGAAACCAGEGARAGCCCCTARGCTCTGGATC TATAGGACATCCAACCTG
————————— e o o e e i s o s e 20 0 s o s o e e o oo om0 e i s ks et i e e s s s o

ACCRAGGTCGTCITTGCTCCCTTTCGGGGATTCGAGACCTAGATATCCTGTAGGTTGGAC
W FQQJ XK PG KAUPI KILWIVYRTS DN L

GCTTCTGEGBTCCCATCTAGATTCAGCGGCAGTGGATC TGGGACATCTTACTGTCTCACS

o o e e e e o - e o s e ] e e e o}

CGAAGACCCCAGGGTAGATCTAAGTCGCCGTCACCTAGACCCTGTAGAATGACAGAGTGG

A S GV P S RF S G S 66 8 G TS Y COLT

ATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAACTTACTATTGCCAGCAAAGGAGTAGTTTC

TAGTTGTCGGACGTCGGACTTCTAAAACGTTGAATGATAACGGTCGTTTCCTCATCAAAG
1 NS L QP EDVF AT Y Y CQOT RIS S5 F

CCACTCACGTTCGGCGGAGGGACCAAGCTGGAGATCAAACGTGAGTGGATCC
—————————————— - s b o ---v--———- --“-‘--b- ---.'_---- - 412
GGTGAGTGCAAGCCGCCTCCCTGGTTCGACCTCTAGTTTGCACTCACCTAGG

P L T F GG 6 T KULETI K
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Spe |

promotor
HCMVi

Hind Il

regifes variaveis

BAT & Bam HI
KN110.BAT-RKD
(7834 pb)

regioes

constantes «
gene de resisténcia a
Neomicina

Eco Rl

gene de resisténcia a
Ampicilina

ColEl
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i e
% b

Promotor hBAT-1 cadeiak G418 (Neo®)  Resisténcia &
HCMV Vx Constante Humana AMP
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61

121

18l

241

301

361

421

AAGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCAACA
————————— e i e i o e i v e i e e o o s o e e
TTCGAACGGCGGTGGTACCTGACCTGGACCTCCTAGGAGAAGAACCACCGTCGTCGTTGT

M D WwW&©T©WRIIULF L V A A A T

GGTGCCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGCTTAAGAAGCCTGGGGCC

e B S e o e e e e

- - s s s

CCACGGGTGAGGGTCCACGTCGACCPCGTTAGACCCAGACTCGAATTCTTCuGACCCCGG
G A H S Q V ¢ LV Q 8 6 8 E L K K P G 1

TCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGGTTCTGGATAThtTTTC&bAAACTATGGAATGAACTGG

—— e e e e ——

AGTCACTTCTAGAGGACGTTCCGAAGACCTAEATGAAAGTGTTTGATACCTTACTTGACC

S V K I S C KAGSG Y Il rFrB~N~vYeuMnNw

GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTCAGTGGATGGGATGGATAAACACCGACAGTGGA

B e e e i s o e o e ¥

CACGCTGTCCGGGGACCTGTTCCCGAAGTCACCTACCCTACCTATTTGTGGCTGTCACCT

VR QOATPUG GO OQGL QOQWMOGWINTD DS S

GAGTCAACATATGCTGAAGAGTTCAAGGGACGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTC
octens] ol 1 s o e i 0 O e . i G S o i e i e e o s oy +

CTCAGTTGTATACGACTTCTCAAGTTCCCTGCCAAACAGAAGAGGAACCTGTGGAGACAG

E 8 T Y AEETVFZ K ERV P VY F S L DTS S V

AﬁbACGGCATATCTGCAGATCACCAGCCTCACGGCTGAGGACACTGGCATGTATTTCTGT
i e i e e e e i o o e *
TTGTGCCGTATAGACGTCTAGTGGTCGGAGTGCCGACTCCTGTGACCGTACATAAAGACA

Bl T A Y L QI TSLTATETG DT T G M Y F C

e i . i e o
P ——-—-—-.—-—.- D e rea  entonon s 3

CACTCTCAGCCGATQCTACGAAACCTGATGACGCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAGAGG

R Ry Yy parwopyweoeorrrt v T Vv s

TCAGGTGAGTGGATCC
e 436
AGTCCACTCACCTAGG

8

60

120

180

240

300

360

420
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AAGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACC“GGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCAACA

e -t ——

________ bt e e o e

TTCGAACGGCGGTGGTACCTGACCTGGACCTCCTAGGAGAAGRACCACCGTCGTCGTTGT
M bPWTWR®RILPFULVBAAA AT

GGTGCCCACTCCCAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGTCTGAGCTTAAGAAGCCTGGGGCS
§l —resmsme—t— e 4= ==

CCACGGGTGAGGGTCCACGTCGACCACGTTAGACCCAGACTCGAATTCTTCGGACCCCGG

G A B S 0 YV Q L V. O S8 6 S8 E L KK P G A

TCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGATATACTTTCACAAACTATGGAATGAACTGG

12} ——mmememmde— e B e 4
AGTCACTTCTAGAGGACGTTCCGAAGACCTATATGAAAGTG TTGATACCTTACTTGACC

8 vV K I s ¢ KA S ¢ ¥ T™FTNVYGGMMNW

GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTCAGTGGATGGGATGGAEAAACACCGACAGTGGA

181 ; e e +
CACGCTGTCCGGGGACCTGTTCCCGAAGTCACCTACCCTACC”ATTTGTGGCTGTCACCT

vV R QA P G Q G L Q WMOGMWW I NTOD S G

GAGTCAACATATGCTGAAGAULLLAAGGGACBbllibLbllCTCCTTGGACACCTCTGTC

241 mee o i ik o o 0 . S s

CTCAGTTGTATACGACTTCTCAAGTTCCCTGCCAAAEAGAAGAGGAACCTGTGGAGACAG

E 8 T ¥ A E B F KGR PV F S8 L D T 8 V¥V

AGCACGGCATATCTGCAGATCACCAGCCTCACGGCTGAGGACACTGGCATGTATTTCTGT

301 - e o e e o e o e o o e ey

TCGTGCCGTATAGACGTCTAGTGGTCGGAGTGCCGACTCCTGTGACCGTACATAAAGACA

$ T A Y L @ I T $ L T AZEDTOGMY YT FCC

161 GﬁbAFhGTCGGCTACGAEGCTTTGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCC
CGCTTTG&GCCGATGCTACGAAACCTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACC;GTGGCAGAGé

¥ R v ¢ ¥ DA LD VY WEGOQGGT?TLV TV 8

TCAGGTGAGTGGATCC

AGTCCACTCACCTAGG
S
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AAGCTTGCCGCCACCATGGACTGGACCTGGAGGATCCTCTTCTTGGTGGCAGCAGCAACA

A e o o i o o o

TTCGAACCGCGGTGGTACCTGACCTGGACCTCCTAGGAGAAGAACCACCGTCGTCGTTGT

M DWW T WR I L F L V A A AT

GGTGCCCACTCGCAGGTGCAGCTGGTGGAATCTGGGTCTGAGCTTAAGAAGCCTGGGGCC

i e o o s o o e

o, s B ndondod

CCACGGGTGAGGGTCCACGTCGACCACGTTAGACCCAGACTCGAATTCTTCGuACCCCGG
G A H 8 0V QULUV QS G S EILTZRKTIEKTEPG A

TCAGTGAAGATCTCCTGCAAGGCTTCTGGATATACTTTCACAAACTATGGAATGAACTGG

- ———t +

AGTCACTTCTAGAGGACGTTCCGAAGACCTATATGAAAGTGTTTGATACCTTACTTGACC

s VvV X r s ¢c K A S G Y T F T N Y G MNU®W

GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTCAGTGGATGGGAIGGATAAAEACCGACACTGGA

s ot e i o e ol

CACGCTGTCCGGGGACCTGTTCCCGAAGTGALLL%LQLIACCTALlLblGGCTGTCACCT

vV R QAP G Q G L Q WM GGW I NT D S G

GAGTCAACATATGCTGAAGAGTTCAAGGGACGGTTTGTCTTCTCCTTGGACACCTCTGTC

S o et ot

CTCAGTTGTATACGACTTCTCAAGTTCCCTGCCAAACAGAAGAGGAACCTGTGGAGACAG

E 8 T Y AEEUF K G R F VY P S L DT 8 V

AACACGGCATATCTGCAGATC&CCAGCCTCACGGCTGAGGACACTGGCATGTATTTCTGT

> - e
* e

TTGTGCCGTATAGACGTCTAGTGGTCGGAGTGCCGACTCCTGTGACCGTACATAAAGACA

NTA YL QI T8 L T AE DT GMUYTF FC

GCGAmﬁGTCGGCTACGATGCTTTGGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTGACCGTCTCC

S +

CACTCTCAGCCGATGCTACGAAACCTGATGACCCCGGTCCCTTGGGACCAGTGGCAGAGG

PR KV &Y DALODVYUWGEGQGTTILUV TV 8

TCAGGTGAGTGGATCC
mm e 436
AGTCCACTCACCTAGG

s
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gene de
resisténcia a
Ampicilina

regioes
constantes 11

intrio (71pb)

regioes
variaveis
BAT 1 pG1D110.BAT-RHC olE

(7497
Hindlll

promotor
HCMVi

gene dhfr
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