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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODOS
PARA AUMENTAR A PRODUCAO DE UM ANTICORPO HUMANIZADO,
MURINO HUMANIZADO OU ANTICORPO PARENTAL; OU UM FRAG-
MENTO, FRAGMENTO DE LIGAGAO A EPITOPO OU FRAGMENTO DE
LIGACAO A ANTIGENO DOS MESMOS EM UMA CELULA HOSPEDEIRA
PELA RE-ENGENHARIA DE SEQUENCIA, ANTICORPO E ANTICORPO
VARIANTE OU FRAGMENTO DE LIGAGCAO A EPITOPO DO MESMO E
ACIDO NUCLEICO ISOLADO".

Este pedido reivindica prioridade sobre Pedido provisério U.S. N°
60/855.361, depositado em 31 de outubro de 2006, a descricdo completa do
qual é incorporada neste pedido por referéncia.

CAMPO DE INVENCAO

A presente invengéb refere-se a métodos de produgao de anti-

corpos melhorados. Mais particularmente, a métodos em que os anticorpos
sao reprojetados tal que os anticorpos re-engeheirados sejam produzidos
com maior rendimento em células hospedeiras em comparagao ao anticorpo
parental do anticorpo reprojetado.

ANTECEDENTES

Anticorpos monoclonais tém uma ampla variedade de usos inclu-

indo diagndstico in vitro, reagentes de laboratério, e terapéuticos. Atualmen-
te, ha pelo menos 200 anticorpos ou fragmentos de anticorpo passando tes-
tes clinicos (Morrow, K. J., Jr., Monoclonal antibody production techniques.
Gen. Eng. News, 2002, 20(14): 21).

Expressao em alto nivel de anticorpos em células CHO requer
eficiéncia maxima da transcricdo através da tradugdo e secregao. Plasmi-
deos de expressdao de mamiferos sdo principalmente projetados para alcan-
car altos niveis de RNAm através do uso de ativadores virais potentes como
o gene ativador precoce imediado hCMV e a sequéncia promotora em con-
junto com sinais de poliadenilagao estabilizada por transcrito como os sitios
poli A SV40.

Construtos sintéticos de cDNA podem ser projetados para au-

mentar ainda os niveis de RNAm pela eliminagao dos sitios cripticos de spli-

Segue-se folha 1a



1a

ce e outros elementos cis potencialmente prejudiciais dentro da sequéncia
de codificagdo de anticorpo. Além disso, os construtos sintéticos podem ati-
var o maquinario de traducéao génica através do uso maximo do cédon e pela
minimizag&o das energias de estrutura secundarias do RNAm (Trinh R, Gur-
baxani B, Morrison SL, Seyfzadeh M. Optimization of codon pair use within

the (GGGGS)3 linker sequence results in enhanced protein expression. Mol,

Segue-se folha 2
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Immunol. 2004 Jan; 40(10):717-22). Entretanto, até com tais sistemas de
expressao maximizados, niveis de expressdao em células de mamiferos po-
dem variar significativamente entre anticorpos diferentes. Analise de etapas
celulares diferentes que sdo necessarias para a sintese de moléculas de
anticorpo a partir da expressao de plasmideos, leva a nogéao de que as pro-
priedades da regido variavel de um anticorpo podem afetar os niveis de ex-
pressao de um dado anticorpo. Entretanto, pouco € conhecido sobre as ca-
racteristicas da sequéncia e a estrutura de regides variaveis que podem afe-
tar a expressao génica independente de eficiéncia de traducado ou transcri-
¢cao.

Muitos anticorpos derivados de subclasses especificas de genes
de regiao variaveis sao biofisicamente predispostos a baixa estabilidade que
pode levar a baixa expressdo génica. Regides variaveis de cadeia leve e
pesada humanas podem ser classificadas em subgrupos com graus variados
da estabilidade estrutural baseada em uma analise de uma biblioteca de fa-
go scFv humana ((Ewert S, Honegger A, Pluckthun A. Structure-based im-
provement of the biophysical properties of immunoglobulin VH domains with
a generalizable approach. Biochemistry. 2003 Feb 18; 42(6): 1517-28). Um
anticorpo ou fragmento pertencente a um subgrupo com membros de baixa
estabilidade podem ter uma propensao a agregar-se e pode ser dificil de
expressar devido ao enovelamento ou montagem ineficientes.

Além disso, residuos que desempenham papéis criticos em pro-
cessos como enovelamento e secrecdo muitas vezes sao altamente conser-
vados em sequéncias de linhagem germinativa, mas podem ser alterados
durante a geracao do repertério de anticorpo primario € maturacéao de afini-
dade através de mutacdes somaticas. Isto pode levar a anticorpos que tém
baixa estabilidade e baixa expressdao. Uma modificagdo de residuo unico
pode alterar dramaticamente a ligagdo chaperona ou montagem da cadeia
leve/cadeia pesada e resultar em um aumento na cadeia pesada n&o-
pareada intracelular que é consequentemente degradada (Dul JL, Argon Y.
A single amino acid substitution in the variable region of the light chain speci-

fically blocks immunoglobulin secretion. Proc Natl Acad Sci U S A. 1990 Oct;
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87(20):8135-9; Wiens GD, Lekkerkerker A, Veltman |, Rittenberg MB. Muta-
tion of a single conserved residue in VH complementarity-determining region
2 results in a severe Ig secretion defect. J Immunol. 2001 Aug
15;167(4):2179-86). Outras mutagdes desestabilizantes incluem introdugéo
de residuos hidrofilicos inseridos ou residuos hidrofébicos de superficie. Re-
siduos de empacotamento principais invariantes como a cadeia pesada
Glu6/GIn6 sao também sensiveis a modificagbes de residuos em posicdes
vizinhas como H7 e H10 (Honegger A, Pluckthun A. The influence of the bu-
ried glutamine or glutamate residue in position 6 on the structure of immuno-
globulin variable domains. J Mol Biol. 2001 Jun 8; 309(3):687-99). Enquanto
uma mutagéo somatica nao atravessa um limiar estrutural critico, muitas se-
guéncias indesejaveis biofisicamente podem ser encontradas em anticorpos
de ocorréncia natural.

O potencial de estabilidade e expressdao de muitos anticorpos
pode ser aumentado com uma abordagem de re-engenharia da sequéncia
racional. Uma das abordagens mais simples para re-engenharia de um anti-
corpo é utilizar a informacéo presente em bases de dados de milhares de
sequéncias de anticorpos (vide, por exemplo, Johnson G, Wu TT. Kabat Da-
tabase and its applications: future directions. Nucleic Acids Res. 2001 Jan 1;
29(1):205-6.). Andlise cuidadosa pode identificar residuos potencialmente
problematicos. Por exemplo, residuos individuais que s&o raramente encon-
trados em uma dada posi¢cao podem ser alterados para combinar um residuo
consenso a esta posigcao para melhorar a estabilidade (Steipe B, Schiller B,
Pliackthun A, Steinbacher S. Sequence statistics reliably predict stabilizing
mutations in a protein domain. J Mol Biol. 1994 Jul 15; 240(3): 188-92.) e
mesmo expressao equilibrada em linhagens celulares de mamiferos (Whit-
comb EA, Martin TM, Rittenberg MB. Restoration of Ig secretion: mutation of
germline-encoded residues in T15L chains leads to secretion of free light
chains and assembled antibody complexes bearing secretion-impaired heavy
chains. J Immunol. 2003 Feb 15;170(4): 1903-9). A identificacao e reversao
de residuos biofisicamente ofensivos, tais como residuos de superficie hidro-

fébicos também podem levar a expressao melhorada ((Nieba L, Honegger A,
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Krebber C, Pluckthun A. Disrupting the hydrophobic patches at the antibody
variable/constant domain interface: improved in vivo folding and physical
characterization of an engineered scFv fragment. Protein Eng. 1997 Apr;
10(4):435-44). A maioria dos dados atualmente disponiveis para apoiar o
redesenho racional de anticorpos biofisicamente estaveis foi gerada com
fragmentos de anticorpo em sistemas de exposigdo em fago expresso em
bactérias (Ewert S, Honegger A, Pluckthun A. Stability improvement of anti-
bodies for extracellular and intracellular applications: CDR grafting to stable
frameworks and structure-based framework engineering. Methods. 2004 Oct;
34(2): 184- 99. Review).

Humanizacgéo por técnicas de enxerto de CDR pode fixar ou evi-
tar estes problemas de estabilidade simplesmente pela escolha de uma es-
trutura de regiao variavel de doador humano de um dos subgrupos de linha-
gem germinativa mais estaveis sempre que possivel (Ewert e outros, 2004,
supra). WO 2004/065417 fornece uma melhora adicional para produgcdo de
tais fragmentos de ligagao a anticorpos e/ou antigenos em culturas celulares
de mamiferos em rendimentos mais altos pela comparagao da sequéncia de
aminoacidos da regiao Hipervariavel 1 (HVRI) e/ou regido Hipervariavel 2
(HVR2) do dominio variavel de um anticorpo para uma sequéncia corres-
pondente de aminoacidos HVRI e/ou HVR2 de cada uma das do subgrupo
de sequéncias de aminoacido consenso de dominio variavel humano e sele-
cionando o subgrupo de sequéncia consenso que tem a maior identidade de
sequéncia com sequéncia de aminoacidos HVRI e/ou HVR2 do dominio va-
riavel. Em WO02004/065417, a sequéncia consenso € derivada de anticorpos
com mais idéntico HVRI e/ou HVR2 e é aplicada a anticorpos enxertados
com CDR onde todas as sequéncias estruturais sdao sequéncias humanas
completas.

Outros métodos de humanizacao, tais como os métodos de re-
cobrir a superficie de anticorpos de roedor (Patente U.S. No. 5.639.641; Ro-
guska MA, Pedersen JT, Keddy CA, Henry AH, Searle SJ, Lambert JM,
Goldmacher VS, Blattler WA, Rees AR, Guild BC. Humanization of murine
monoclonal antibodies through variable domain resurfacing. Proc Natl Acad
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Sci U S A. 1994 Feb 1 ; 91(3):969-73; Pedersen JT, Henry AH, Searle SJ,
Guild BC, Roguska M, Rees AR. Comparison of surface accessible residues
in human and murine immunoglobulin Fv domains. Implication for humaniza-
tion of murine antibodies. J Mol Biol. 1994 Jan 21; 235(3):959-73), de reves-
timento de anticorpos (Patente U.S. No. 6.797.492; Padlan, E.A. 1991, Mol.
Immunolgy 28:489-498), e deimunizagcdo de anticorpos (publicacdo N.
WO98/52976) mantém o nucleo hidrofébico da regido variavel murino. Como
uma consequéncia, tais anticorpos humanizados com estruturas de nutcleo
murino na regiao variavel derivada de uma linhagem germinativa murino com
propriedades biofisicas inferiores herdardo provavelmente estas proprieda-
des. Ha, por isso, uma necessidade de métodos que possam melhorar as
propriedades biofisicas de tais anticorpos humanizados. Estes métodos ren-
deriam maior expressao de anticorpos de células de mamiferos com superfi-
cie recoberta.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencgao fornece em geral um método para melhorar

as propriedades biofisicas de um anticorpo ("anticorpo parental” a seguir)
que resulta na producao aumentada de anticorpo. O método identifica um ou
mais residuos de aminoacidos nao-consenso na estrutura da regido variavel
do anticorpo parental e preferencialmente os substitui com um ou mais resi-
duos consenso. Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substi-
tuidos com um residuo nado-consenso por consideragdes biofisicas.

Os residuos consenso sao identificados pelo alinhamento de
uma colecao de sequéncias de estrutura de regido variavel de anticorpo a
partir de anticorpos das mesmas espécies (por exemplo, murino) ou através
das espécies do mesmo género (por exemplo, mus e rattus) ou de todo os
géneros ou outra classificacdo taxondmica de acordo com suas relagdes
naturais presumidas como aquelas das quais o anticorpo do qual o parental
foi derivado pertence.

Mais particularmente, a presente invengao engloba um método
para aumento da produgdo de um anticorpo parental ou um fragmento de

ligacao a epitopo dos mesmos em uma célula hospedeira pela re-engenharia
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de sequéncia. A re-engenharia de sequéncia compreende:

a) alinhamento de uma colecdo de sequéncias de estrutura de
regiao variavel de anticorpo a partir de anticorpos das mesmas espécies (por
exemplo, murino) ou através das espécies do mesmo género (por exemplo,
mus e rattus) ou de todo os géneros ou outra classificagdo taxonémica de
acordo com as suas relagdes naturais presumidas como aquelas das quais o
anticorpo do qual o parental foi derivado pertence, em que tal alinhamento
identifica residuos de aminoacido mais frequentemente encontrados (resi-
duos consenso) em cada posig¢ao na estrutura;

b) compararagado dos residuos consenso com os residuos cor-
respondentes na sequéncia de estrutura de regido variavel de anticorpo pa-
rental;

c) identificagdo no anticorpo parental de um ou mais residuos de
aminoacidos nao-consenso na sequéncia de estrutura de regido variavel; e

d) substituicdo no anticorpo parental ou fragmento do mesmo de
um ou mais residuos de aminoacidos nao-consenso com o residuo consen-
SO na posigao equivalente para produzir um anticorpo variante, em que o
anticorpo variante € produzido na célula hospedeira em um rendimento mai-
or quando comparado com o anticorpo parental.

Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substitui-
dos por um residuo nao-consenso por consideragdes biofisicas.

A presente invencdo também fornece em geral um método para
melhorar as propriedades biofisicas de um anticorpo humanizado que resulta
na producido aumentada de anticorpo. O método identifica um ou mais resi-
duos de aminoacidos nao-consenso no nucleo da estrutura da regiao varia-
vel do anticorpo humanizado e os substitui com um ou mais residuos con-
senso. Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substituidos
com um residuo nao-consenso por consideragdes biofisicas. Os residuos
consenso sao identificados pelo alinhamento de uma colecao de sequéncias
de estrutura de regido variavel de anticorpo a partir de anticorpos das mes-
mas espécies ou através das espécies (por exemplo, murino) do mesmo gé-

nero (por exemplo, mus e rattus) ou de todos os géneros ou outra classifica-
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¢ao taxondmica de acordo com as suas relagdes naturais presumidas como
aquelas das quais o anticorpo do qual o parental foi derivado pertence.

Dessa maneira, a presente invengdo engloba um método para
aumentar a producao de um anticorpo humanizado ou um fragmento de liga-
¢ao a epitopo do mesmo em uma célula hospedeira pela re-engenharia da
sequéncia. A engenharia de sequéncia compreende:

a) alinhamento de uma colecao de sequéncias de estruturas de
regiao variavel de anticorpo a partir de anticorpos das mesmas espécies (por
exemplo, murino) ou através das espécies do mesmo género (por exemplo,
mus e rattus) ou de todo o género ou outra classificacao taxonémica de a-
cordo com as suas relagcdes naturais presumidas como aquelas das quais o
anticorpo do qual o parental foi derivado pertence, em que tal alinhamento
identifica residuos de aminoacido mais frequentemente encontrados (resi-
duos consenso) em cada posi¢ao na estrutura;

b) comparacao dos residuos consenso com os residuos corres-
pondentes na sequéncia de estrutura de regiao variavel de anticorpo huma-
nizado;

c) identificacdo no anticorpo humanizado de um ou mais resi-
duos nao-consenso na sequéncia da estrutura de regiao variavel; e

d) substituicdo no anticorpo humanizado ou fragmento do mes-
mo no dito um ou mais residuos ndo-consenso com o residuo consenso na
posicdo equivalente para produzir um anticorpo variante, em que o anticorpo
variante é produzido em uma célula com um rendimento maior quando com-
parado ao anticorpo humanizado.

Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substitui-
dos com um residuo nao-consenso por consideragdes biofisicas.

Em outro aspecto, a presente invengao fornece um meétodo para
melhorar as propriedades biofisicas de um anticorpo murino humanizado
que resulta na produgéo aumentada de anticorpo. O método identifica um ou
mais residuos de aminoacidos nao-consenso na estrutura de regiao variavel
do anticorpo humanizado e os substitui com um ou mais residuos consenso.

Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substituidos com um
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residuo n&o-consenso por consideragées biofisicas. Os residuos consenso
sao identificados pelo alinhamento de uma colegéao de sequéncias de estru-
tura de regiao variavel de anticorpo a partir de anticorpos murinos.

Mais particularmente, a presente inveng¢ao engloba um método
para aumento da producdo de um anticorpo murino humanizado ou um
fragmento de ligacdo a epitopo do mesmo em uma célula hospedeira pela
re-engenharia de sequéncia. A re-engenharia de sequéncia compreende:

a) alinhamento de uma colegdo de sequéncias de estrutura de
regiao variavel de anticorpo murino, em que tal alinhamento identifica resi-
duos de aminoacido mais frequentemente encontrados (residuos consenso)
em cada posicao na estrutura;

b) comparagao dos residuos consenso com os residuos corres-
pondentes na sequéncia de estrutura da regido variavel do anticorpo huma-
nizado;

c) identificagdo no anticorpo humanizado de um ou mais resi-
duos de aminoacidos ndo-consenso na sequéncia de estrutura da regiao
variavel; e

d) substituicdo na sequéncia de estrutura da regiao variavel do
anticorpo humanizado ou dito fragmento do mesmo de um ou mais residuos
nao-consenso com o residuo consenso na posicao equivalente para produzir
um anticorpo variante, em que o anticorpo variante é produzido em uma cé-
lula com rendimento maior quando comparado ao anticorpo humanizado.

Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substitui-
dos com um residuo nao-consenso por consideracdes biofisicas.

A invencao também engloba acidos nucleicos isolados que codi-
ficam os anticorpos variantes.

BREVE DESCRICAQO DAS FIGURAS
A figura 1 mostra uma representagao esquematica de um anti-

corpo IgG e as regibes variaveis de uma cadeia pesada e uma cadeia leve.
Um desenho da representacdo das regides variaveis de cadeia pesada e
leve é mostrada a direita com os residuos de estrutura em cinza e o do CDR

em preto. Os numeros de sequéncia de residuo de anticorpo Kabat sao da-
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dos para regiao variavel final bem como os limites de cada CDR.

A figura 2 mostra baixa produgdo de huC242 por células 293T
algumas horas apoés transfecgdo transiente com um plasmideo contendo os
genes huC242. Plasmideos para anticorpos humanizados A, B7 e huC242
foram normalizados na concentragado e introduzidos em células 293T em
paralelo a 2ug/ml. Os anticorpos secretados foram coletados no meio de cul-
tura em 14 horas, 22 horas e 48 horas apods transfecgdo. Concentragbes de
anticorpo foram determinadas usando um ELISA anti-hulgGl.

A figura 3 mostra niveis de RNAmM huC242 HC e LC em células
293T transfectadas transitoriamente. HuC242 e outros anticorpos com su-
perficie recoberta A, B, C, D, E, F, foram introduzidos em células 293T em
paralelo. RNAm total foi isolado a partir de cada amostra de célula transfec-
tada 72 horas apos transfeccdo e amostras foram posteriormente reversa-
mente transcritas em cDNA.

A figura 4 mostra um gel com bandas de anticorpo intacto mon-
tado, H2L.2 marcado, e cadeia pesada, H marcada, a partir de células CHO
que produzem huC242 ou Ac A recoberto na superficie. Expressao e monta-
gem de Ac. A e clone 1 e clone 2 de huC242 foram comparados. As linha-
gens celulares CHO para AC. A e os dois clones C242 foram cultivados em
paralelo e as células lisadas. Lisados celulares totais foram submetidos a
purificacdo em proteina A. IgGs isoladas foram separadas em um gel nao-
desnaturante e corados com Coomassie Blue.

A figura 5 A mostra a sequéncia de regiao variavel da cadeia
pesada do anticorpo huC242 (SEQ ID NO:1) alinhada com a respectiva se-
quéncia consenso de anticorpos murinos no banco de dados Kabat (SEQ ID
NO:3). Os CDR'S sao sublinhados e marcados em negrito. Os residuos que
se diferenciam entre as sequéncias sdo destacados com fundos cinza e os
residuos preferenciais discutidos detalhadamente neste pedido s&o destaca-
dos com fundos pretos. Os residuos superficiais sdo marcados com um aste-

ke

risco abaixo.
A figura 5 B mostra a sequéncia de regido variavel da cadeia

leve do anticorpo huC242 (SEQ ID NO:2) alinhada com a respectiva se-
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quéncia consenso de anticorpos murinos no banco de dados Kabat (SEQ ID
NO:4). Os CDR'S séao sublinhados e marcados em negrito. Os residuos que
se diferenciam entre as sequéncias sao destacados com fundos cinza e os
residuos preferenciais discutidos detalhadamente neste pedido sao destaca-
dos com fundos pretos. Os residuos superficiais s&@o marcados com um aste-
risco "*" abaixo.

A figura 5 C mostra o alinhamento da sequéncia de regido varia-
vel de cadeia leve de anticorpo huC242 (SEQ ID NO:5) alinhada com a res-
pectiva sequéncia consenso de quatro anticorpos murinos humanizados com
superficie recoberta da ImmunoGen (huMy96 LC, SEQ ID NO:6; rB4 LC,
SEQ ID NO:7; huEM 164 LC, SEQ ID NO:8; huN901 LC, SEQ ID NO:9;
Consensus, SEQ ID NO: K)), que mostra que em quatro anticorpos humani-
zados o aminoacido R é o residuo de aminoacido conservado para o Q nao-
consenso encontrado no huC242. No banco de dados murino R & substituido
com K, que é o residuo de aminoacido mais conservado. Neste caso, K é
substituivel por R devido a propriedades semelhantes dos dois aminoacidos.
No entanto, a substituicdo de Q por K € englobada por estar dentro do esco-
po desta invengao. O alinhamento € baseado em Kabat.

A figura 6 mostra o aumento moderado na produgéo de IgG cau-
sada por uma substituicdo Gnica de aminoacido na estrutura de HC ou LC do
huC242. A produtividade de variantes huC242 com substituigdes unicas na
estrutura de aminoacidos é comparada com aquela do huC242 parental e
anticorpo B. Quantidades iguais de plasmideos foram transfectadas em celu-
las 293T. Apos 72 horas, os niveis de IgG secretados foram determinados
com um ELISA. A ligacdo do variante huC242 a células Colo 205 que ex-
pressam antigeno foi medida por FACS.

A figura 7 mostra o aumento significante na produgéo de IgG
pela combinagéo de duas ou trés variagées HC e LC do huC242 em experi-
mentos de expressao transiente em 293T. A produtividade de huC242 origi-
nal é estabelecida como 1,0. IgGs secretados foram coletados a partir do
meio de cultura 72 horas ap6s transfecgao.

A figura 8 mostra que os niveis de RNAm das variantes de HC e
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(N

LC de huC242 permanecem inalterados. Niveis de RNAmM de huC242 varian-
te especifico foram determinados por gPCR, e normalizada pelo RNAm de
neo.

A figura 9 mostra o acimulo aumentado de LC intracelular como
resultado de substituicées de residuo de estrutura HC por eletroforese de
lisado celular total em um gel desnaturante. Células 293T foram lisadas 72
horas apos transfeccdo. HC e LC foram detectadas com anticorpos anti-
hulgGl e anti-huK, respectivamente.

As figuras 10(a) e 10(b) mostram que as variacdes huC242 le-
vam a sintese aumentada de HC e LC e montagem aumentada do anticorpo
inteiro (H2L2) em células.

A figura 10(a): células 293T foram lisadas 72 horas apds trans-
feccao. Os lisados foram separados em um gel e transferidos para uma
membrana, que foi marcada para HC e LC de IgG montada e nao-montada
(eletroforese foi sob condi¢cdes nao-desnaturantes). O blot foi reaproveitado
e remarcado com anticorpo antitubulina para mostrar os niveis de amostra
carregada.

A figura 10(b): IgGs foram isoladas a partir de lisados celulares
preparados como descrito na figura 10(a) usando contas de afinidade em
proteina A. As amostras isoladas foram entdo submetidas a eletroforese em
um gel nado-desnaturante, que foi posteriormente corado com Coomassie
Blue.

A figura 11(a) mostra uma analise por FACS da ligagcao de
huC242 e variantes de huC242 a células Colo 205. Ac B € um anticorpo con-
trole nao ligante.

A figura 11(b) mostra uma analise por FACS da ligacao de con-
jugados de DM4 de huC242 e variantes do huC242 a células Colo 205. Ab B
€ um anticorpo de controle nao-ligante.

A figura 11(c) mostra os resultados da ligacdo de competicao de
anticorpos huC242 parental e variante huC242 com huC242 parental marca-
do com FITC em células Colo 205 usando analise de FACS. O anticorpo B

serve como um controle ndo-ligante, ndo-competidor.
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A figura 12 mostra aminoacido huC242 e as sequéncias de aci-
dos nucleicos da cadeia pesada (Painel A; SEQ ID NOs: 11 e 12) e a cadeia
leve ( Painel B; SEQ ID NOs: 13 e 14). Também mostra, no Painel C, a se-
quéncia de dominio variavel de cadeia pesada (SEQ ID NO: 15) e a sequén-
cia de dominio variavel de cadeia leve (SEQ ID NO: 16) do huC242 que re-
presenta o cédon(s) que codifica as modificacbes de aminoacidos identifica-
das em huC242.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Enquanto a invencéo é descrita com referéncia a anticorpos mu-

rinos humanizados, aqueles versados na técnica ordinaria entenderao que o
método de re-engenharia pode ser aplicado a qualquer anticorpo para o qual
ha uma base de dados suficientemente grande a partir da qual derivar uma
sequéncia consenso da regiao(des) variavel de cadeia leve e/ou de cadeia
pesada.

Um modo padrdao de geragdo de anticorpos monoclonais para
antigenos humanos € imunizar outras espécies de animais com o antigeno,
gerar hibridomas com célula B imune do animal, e selecionar os clones de
hibridoma que secretam anticorpos que se ligam ao antigeno humano. Mais
comumente, os animais usados sao camundongos ou ratos, dessa maneira
os anticorpos gerados sao anticorpos murinos. Anticorpos monoclonais para
antigenos humanos sao usados em humanos com objetivos diagnésticos ou
para tratamento de varias doencas, tais como cancer, doeng¢as autoimunes,
inflamacao, e infecgbes. Entretanto, o uso de anticorpos monoclonais muri-
nos em humanos € limitado, porque os anticorpos sdo reconhecidos como
proteinas estranhas e provocam uma resposta imune, muitas vezes chama-
da resposta HAMA (resposta de anticorpo de anti-camundongo humana).
Para prevenir uma resposta HAMA, métodos foram desenvolvidos para a
humanizacdo de anticorpos murinos. Todos os métodos substituem o domi-
nio da regido murino constante (para a estrutura de dominio de um IgG vide
Figura 1) com um dominio de regido constante humano, mas diferem na es-
tratégia de humanizagao do dominio de regiédo variavel do anticorpo. Método

de enxerto CDR transfere os seis dominios CDR da regiao variavel murino a
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uma regiao variavel humana homéloga pela substituicido dos dominios CDR
humanos, dessa maneira, as regiées de estrutura de dominio variavel muri-
no sao inteiramente substituidas por regiées de estrutura humana homéloga.
Outros métodos de humanizacéo, tais como os métodos de recobrir a super-
ficie de anticorpos de roedor (Patente U.S. No. 5.639.641; Roguska e outros
1994, Proc. Natl. Acad, Sci. U.S.A. 91:969-973, supra; Pedersen e outros
1994, J. Mol. Biol. 235:969-973, supra), de revestimento de anticorpos (Pa-
tente U.S. No. 6.797.492; Padlan. E. A. 1991, Mol. Immunolgy 28:489-498,
supra), € deimunizacdo de anticorpos (publicagdo internacional N.
WO98/52976) mantém o nucleo hidrofébico da regido de estrutura de domi-
nio variavel murino e modifica somente a superficie exposta a residuos na
regiao de estrutura com residuos humanos. Por exemplo, um anticorpo hu-
manizado usando a técnica de recobrimento da superficie contém residuos
humanos em todas as posigdes da estrutura da regido variavel acessiveis a
solventes enquanto conserva os residuos murinos nos CDR's e imerge posi-
¢Oes da estrutura da regido variavel. Estes anticorpos humanizados conser-
vam a afinidade de ligacdo do anticorpo murino original que muitas vezes é
perdida quando o nucleo hidrofébico é substituido em outros métodos de
humanizacgéo, tais como enxerto de CDR.

Anticorpos humanizados sao tipicamente produzidos tendo seus
genes expressos em uma celula hospedeira de mamifero, tal como células
CHO (ovario de hamster chinés) ou células T293 (uma linhagem celular de
rim humano). Observou-se que diferentes anticorpos humanizados prepara-
dos pela tecnologia de recobrimento de superficie foram produzidos em
quantidades diferentes nas mesmas células hospedeiras de mamiferos (Fi-
gura 2), embora quantidades similares de RNAmM para os anticorpos foram
produzidas (Figura 3). Concluiu-se que a sequéncia primaria de aminoacidos
das regioes variaveis afetou a produgao dos anticorpos. Dessa maneira, de-
senvolveu-se um método para melhorar a produtividade em células hospe-
deiras de mamiferos de anticorpos monoclonais humanizados que tém um
nucleo de aminoacidos murinos inseridos nas estruturas de regiao de domi-

nio variavel.
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ABREVIATURAS E DEFINICOES

MAb anticorpo monoclonal

CH regido constante (dominio) da cadeia pesada

CH1, CH2, CH3 regides constantes 1, 2, & 3 da cadeia pesada
CL regiao constante de cadeia leve

VH regiao variavel (dominio) da cadeia pesada

VL regiao variavel (dominio) da cadeia leve

CDR regido de determinagcdao de complementarieda-
de

CDRLI, CDRL2, CDRL3 regides de determinagdo de complementarie-
dade de 1, 2, & 3 da cadeia leve

CDRH1, CDRH2, CDRH3 regides de determinagcido de complementarie-
dade 1, 2, & 3 da cadeia pesada

FR regido de estrutura (dominio) de dominio varia-
vel

FRLI, FRL2, FRL3, FRL4 regides de estrutura 1, 2, 3, & 4 do dominio va-
riavel da cadeia leve

FRHI, FRH2, FRH3, FRH4 regides de estrutura 1, 2, 3, & 4 do dominio va-
riavel da cadeia pesada

qPCR reacao em cadeia da polimerase quantitativa

Descricdo de Anticorpos e Definicdes

Como mostrado na Figura 1, os anticorpos compreendem tipi-
camente duas cadeias pesadas ligadas por ligagdes dissulfeto e duas cadei-
as leves. Cada cadeia leve é ligada a uma respectiva cadeia pesada por
uma ligacdo de dissulfeto. Cada cadeia pesada compreende em ordem, co-
mecando no N-terminal, um dominio variavel (regiao), um dominio constante
(regido) 1, uma regido de dobradica, e dominios constantes (regides) 2 e 3.
Cada cadeia leve tem um dominio variavel (regido) no N-terminal e um do-
minio constante no C-terminal. O dominio variavel da cadeia leve € alinhado
com o dominio variavel da cadeia pesada. O dominio constante da cadeia
leve é alinhada com o dominio constante 1 da cadeia pesada. Os dominios

constantes nas cadeias leves e pesadas nao estdao implicados diretamente
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na ligagao antigeno.

Os dominios variaveis de cada par de cadeias leves e pesadas
formam o sitio de ligagdo ao antigeno. Os dominios nas cadeias leves e pe-
sadas tém a mesma estrutura geral e cada dominio compreende uma estru-
tura de quatro regides, cujas sequéncias sao relativamente conservadas,
unidas por trés regides de determinagdo de complementariedade (CDRs). As
quatro regides de estrutura de cada LC e HC adotam amplamente uma con-
formacéo beta pregueada e as CDRs formam algas de unido, e em alguns
casos formando parte da estrutura beta pregueada. As seis CDRs de uma
regiao variavel de um anticorpo (trés em cada uma das LC e HC) sao manti-
das na proximidade uma da outra e das regides de estrutura e formam o sitio
de ligacao a antigeno. CDRs e regides de estrutura de anticorpos podem ser
determinadas por referéncia a Kabat ("Sequences of proteins of immunologi-
cal interest" US Dept. of Health and Human Services, US Government Prin-
ting Office, 1987).

Aminoacidos das regides variaveis das cadeias pesadas e leves
maduras de imunoglobulinas sédo indicados Hx e Lx respectivamente, onde x
€ um numero que indica a posi¢ao de aminoacido de acordo com o esquema
de Kabat (supra). Kabat lista muitas sequéncias de aminoacido para anticor-
pos de cada subgrupo (por exemplo, murino, humano, rato etc.). Kabat usa
um método para atribuir um nimero de residuos a cada aminoacido em uma
sequéncia listada, e este método para destinar nimeros de residuo que tor-
nou-se padrao no campo. O esquema de Kabat & extensivel a outros anti-
corpos nao incluidos no seu compéndio pelo alinhamento do anticorpo em
questdo com uma das sequéncias consenso em Kabat por referéncia a ami-
noacidos conservados. O uso da numeragao do sistema Kabat prontamente
identifica aminoacidos em posicdes equivalentes em anticorpos diferentes.
Por exemplo, aminoacido no Ln (n sendo qualquer numero inteiro, dito, por
exemplo, 5) a posicdo de um anticorpo humano ocupa a posicao equivalente
a uma posicao de aminoacido L5 de um anticorpo de camundongo. Quais-
quer duas sequéncias de anticorpos somente podem ser alinhadas de um

modo, através do uso do esquema de numeragao Kabat (supra). Por isso,
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para anticorpos, a identidade porcentual tem um significado Unico e bem de-
finido.

Como usado neste pedido, o termo "regido de estrutura” refere-
se aquelas porcoes das regides variaveis da cadeia leve e pesada da imu-
noglobulina que sao relativamente conservadas (isto €, com excecao das
regides CDRs) entre diferentes imunoglobulinas em um género compreen-
dendo uma ou mais espécies, como definido por Kabat, e outros, supra.

Como usado neste pedido, "anticorpo variante" ou um "variante"
refere-se a um anticorpo que tem uma sequéncia de aminoacidos que se
diferencia da sequéncia de aminoacidos de um anticorpo parental. Tais vari-
antes necessariamente tém menos de 100% de identidade ou similaridade
de sequéncia com o anticorpo parental. Em uma modalidade preferencial, a
variante tera uma sequéncia de aminoacidos que tem de aproximadamente
75% e menos de 100% de identidade ou similaridade com a sequéncia de
aminoacidos dominio variavel da cadeia pesada ou leve do anticorpo paren-
tal, mais preferencialmente de aproximadamente 80% a menos de 100%,
mais preferencialmente de aproximadamente 85% a menos de 100%, mais
preferencialmente de aproximadamente 90% a menos de 100%, e ainda
mais preferencialmente de aproximadamente 95% a menos de 100%. Identi-
dade ou similaridade com respeito a esta sequéncia € definida neste pedido
como a porcentagem de residuos de aminoacido na sequéncia candidata
que sdo idénticos (isto &€, mesmo residuo) com os residuos do anticorpo pa-
rental, ap6s alinhamento das sequéncias e introduzir lacunas, se necessario,
para alcangar a maxima identidade de sequéncia porcentual. Nenhum N-
terminal, C-terminal, ou extensbes internas, delegdes, ou insergbes na se-
quéncia do anticorpo fora do dominio variavel serao interpretados como afe-
tando a identidade ou similaridade da sequéncia. O anticorpo variante € ge-
ralmente aquele que tem uma substituigdo de aminoacido na regiao variavel
(por um ou mais residuos de aminoacido; por exemplo, por pelo menos um a
aproximadamente vinte e cinco residuos de aminoacido e preferencialmente
por aproximadamente um a aproximadamente dez residuos de aminoacido)

quando comparado a regido variavel correspondente de um anticorpo paren-
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tal.

O anticorpo "parental” como usado neste pedido engloba um
anticorpo produzido por um gene que predomina em uma populacdo natural.
Também inclui um anticorpo que é de forma mutante natural. Além disso,
ainda incluidos estédo os anticorpos que foram produzidos ou sdo suscetiveis
a serem produzidos a partir de tal populagao natural de anticorpos ou a partir
de seus mutantes naturais. Tais anticorpos incluem mas nao sao limitados a
anticorpos humanizados ou com superficie recoberta, totalmente humanos,
ou anticorpos quimerizados ou qualquer anticorpo, que pode ser criado ou
manipulado segundo os ensinamentos da presente inveng¢io. Tais anticor-
pos geralmente possuem a especificidade de ligacdo ou possuem residuos
de ligagao a antigeno do anticorpo original, mas em alguns casos tais anti-
corpos também teriam uma especificidade de ligagéo diferente. Por exemplo,
o anticorpo pode mostrar uma especificidade de ligagdo melhorada a um
antigeno, que esta parcialmente relacionada ou nao-relacionada ao antigeno
original.

Um exemplo nao-restritivo de um anticorpo parental € "anticorpo
parental C242" que refere-se a um anticorpo que tem residuos de ligacdo a
antigeno do, ou derivado do, anticorpo murino C242 (Patente U.S. N°
5.5652.293) ou derivado do mesmo. Por exemplo, o anticorpo monoclonal
C242 pode ser um anticorpo monoclonal murino ou um C242 humanizado,
quimerizado, totalmente humano, possuindo residuos de ligagao a antigeno
de anticorpo monoclonal murino C242.

Terapia direcionada ao alvo, tal como terapia direcionada ao an-
ticorpo, oferece vantagens sobre a terapia nao direcionada ao alvo, tais co-
mo terapia sistémica via administragdo oral ou intravenosa de farmacos ou
terapia de corpo total, tal como terapia de radiagéo externa (XRT). Uma van-
tagem da terapia direcionada ao anticorpo, e da terapia usando anticorpos
monoclonais (MAcs), em particular, € a capacidade de entregar doses de um
agente terapéutico a um tumor, com maior protecdo do tecido normal dos
efeitos do agente terapéutico. Esta terapia direcionada usa MAcs ou conju-

gados a MAcs desprotegidos a agentes de ligagao celular, tais como farma-
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cos, toxinas bacterianas ou outras, radionucleotideos, e agentes capturado-
res de néutrons, tais como adendos de boro.

O termo "epitopo" inclui qualquer determinante de proteina ca-
paz da ligagdo especifica a uma imunoglobulina. Os determinantes epitdpi-
cos normalmente consistem em grupamentos superficiais quimicamente ati-
vos de moléculas, tais como aminoacidos ou cadeias laterais de actcar e
normalmente tém trés caracteristicas estruturais dimensionais especificas,
bem como caracteristicas de carga especifica.

Um residuo de aminoacido é chamado de um residuo de estrutu-
ra da regiao variavel raro em uma dada posicdo na sequéncia da regiao de
estrutura, se for encontrado nesta posicdo em menos de 10% de todas as
sequéncias de anticorpo em uma grande base de dados de anticorpos muri-
nos.

Um exemplo de uma grande base de dados é a base de dados
de Anticorpos Kabat (vide, por exemplo, Johnson G, Wu TT. Kabat Database
and its applications: future directions. Nucleic Acids Res. 2001 Jan |
;29(1):205-6.). Um grande banco de dados de anticorpo contém pelo menos
1000 sequéncias de regido variavel de anticorpo individual.

Com as definicbes apresentadas acima, sem estar ligada por
uma modalidade particular, a seguinte discussao & oferecida para facilitar o
entendimento da invengéao.

A presente invengdo, em um aspecto nao-restritivo, fornece um
meétodo para aumentar a produgcdo em células de mamiferos de anticorpos
humanizados que tém uma estrutura de nucleo murino da regiao variavel. O
método identifica residuos de aminoacidos nao-consenso no nucleo murino
da estrutura da regido variavel e os substitui com o residuo de aminoacido
de uma sequéncia consenso murino.

Dessa maneira, em uma modalidade, a presente invengéo en-
globa a producao de variantes de anticorpo ou fragmentos do mesmo, em
que as variantes sao fabricadas pela substituicdo de um ou mais residuos de
aminoacido em um anticorpo parental com o residuo correspondente a partir

de uma sequéncia de estrutura da regido variavel consenso. Como uma
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consequéncia de tal substituicdo(6es), anticorpos variantes ou fragmentos
dos mesmos mostram a sintese de anticorpo aumentada quando introduzi-
dos em uma célula hospedeira quando comparado ao anticorpo parental.

Em um anticorpo parental, a substituicao & preferencialmente
feita por um ou mais aminoacidos nio-consenso, identificados através de
alinhamento de cada sequéncia da regido de estrutura de dominio variavel
da cadeia pesada e da cadeia leve de um anticorpo parental com uma se-
quéncia consenso e regiao de estrutura de dominio varidvel da cadeia pesa-
da e da cadeia leve, com o residuo de aminoacido de sequéncia consenso
correspondente.

Em uma modalidade preferencial, a substituicido de residuos de
aminoacido em um anticorpo parental é realizada na cadeia pesada. Em ou-
tra modalidade preferencial tal substituicdo de aminoacido é realizada na
cadeia leve. Tal substituicdo na cadeia pesada ou leve de um anticorpo pa-
rental pode ser realizada independentemente ou simultaneamente. A se-
quéncia consenso é derivada das sequéncias de um subgrupo de anticorpos
que pertencem as mesmas espécies (por exemplo, murino) ou através das
espéecies do mesmo género (por exemplo, mus ou rattus) ou de todo o géne-
ro ou outra classificagdo taxonémica de acordo com as suas relagdes natu-
rais presumidas como aquelas das quais o anticorpo do qual o parental foi
derivado.

Em outra modalidade, a invengao fornece um método para au-
mento da producao de um anticorpo variante ou fragmento do mesmo quan-
do comparado com um anticorpo parental em uma célula hospedeira, o mé-
todo compreendendo:

a) alinhamento de cada sequéncia da regiao de estrutura de
dominio de variavel da cadeia pesada e da cadeia leve de um anticorpo pa-
rental com uma sequéncia consenso da regido de estrutura de dominio vari-
avel da cadeia pesada e da cadeia leve, em que a sequéncia consenso da
cadeia pesada ou leve é derivada de um banco de dados de dominios varia-
veis de anticorpo murino; b) substituicdo de um ou mais residuos da cadeia

pesada na regido da estrutura do dominio variavel de anticorpo parental com
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um residuo consenso da cadeia pesada murino ou substituicdo de um ou
mais residuos da cadeia leve na regidao de estrutura de dominio variavel do
anticorpo parental com um residuo da cadeia leve consenso murino em que
a substituigdo produz o anticorpo variante ou um fragmento do mesmo que
quando introduzido na célula hospedeira & produzido em um rendimento
maior quando comparado com o anticorpo parental; ¢) identificacdo no anti-
corpo parental de um ou mais residuos de aminoacidos selecionados de
Q45 ou A70 na cadeia leve, ou um ou mais residuos de aminoacidos sele-
cionados de E16, D26, K46 ou T89 na cadeia pesada, o residuo de aminoa-
cido determinado pelo esquema de numeragao de residuo de anticorpo Ka-
bat; e d) substituicdo de um ou mais residuos de aminoacido no anticorpo
parental com um ou mais residuos de aminoacido selecionado de K45 (op-
cionalmente, K pode ser substituido por um residuo nao-consenso R por
consideragdes biofisicas) ou D70, respectivamente, na cadeia leve, ou um
ou mais residuos de aminoacido selecionados a partir de A16, G26, E46 ou
S46 ou V89, respectivamente, na cadeia pesada em que a substituicio pro-
duz o anticorpo variante ou fragmento do mesmo que quando introduzido na
célula hospedeira € produzido em um rendimento maior quando comparado
ao anticorpo parental.

A substituicdo na cadeia pesada ou leve pode ser realizada in-
dependentemente ou simultaneamente.

Em uma modalidade preferencial, na cadeia leve do anticorpo
variante Q45 ¢ substituido por K45 (opcionalmente, K pode ser substituido
por um residuo ndo-consenso R por considera¢des biofisicas) e A70 é subs-
tituido por D70 e na cadeia pesada do anticorpo variante E16 & substituido
por A16; D26 é substituido por G26; K46 é& substituido por E46 ou S46; e
T89 é substituido por V89. Tal substituicido aumenta preferencialmente o
rendimento de anticorpo variante em pelo menos aproximadamente 100% ou
aproximadamente 200%. Em uma modalidade preferencial, o rendimento &
pelo menos aproximadamente 300% ou maior. Em uma modalidade mais
preferencial, o rendimento é aproximadamente 400% ou maior. Em uma mo-

dalidade ainda mais favorecida, o rendimento é aproximadamente 500% ou
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maior. O aumento no rendimento da proteina variante também pode depen-
der de outros fatores, tais como, mas nao limitados ao uso de fatores de
crescimento ou o uso do meio sem soro para cultura de células.

A invengao também engloba um acido nucleico isolado compre-
endendo uma sequéncia de codificagdo C242 inteira murino ou humana,
humanizada ou quimerizada que tenha pelo menos uma variagdo em coédons
de aminoacido em uma regido de codificagdo para uma sequéncia de uma
regido variavel da cadeia pesada ou uma regiao variavel da cadeia leve, em
que pelo menos uma variagdo aumenta o rendimento de uma proteina codi-
ficada pelo gene C242 e em que a proteina inclui pelo menos uma variacao
de aminoacido codificada por pelo menos uma variagao de coédon.

Na substituicdo de cadeia leve é selecionada a partir das posi-
¢oes da estrutura (esquema de numeracao Kabat):

Q45 para K45; Opcionalmente, K pode ser substituido por um
residuo nao-consenso R por consideragdes biofisicas.

A70 para D70;

Na cadeia pesada, a substituicdo & selecionada a partir das po-
sicbes da estrutura (esquema de numeragao Kabat):

E16 para A16

D26 para G26

K46 para E46

T89 a V89

Tal substituicdo de sequéncia codifica para um produto génico
C242 variante, que € um anticorpo variante.

A invencédo também engloba um meétodo para aumentar o rendi-
mento de um anticorpo, que € uma variante de um anticorpo parental, de
uma cultura de célula hospedeira pela substituicdo no anticorpo parental de
um ou mais residuos de aminoacidos de SEQ ID NO:1 (cadeia pesada) ou
SEQ ID NO:2 (cadeia leve), o método compreendendo

a) alinhamento de SEQ ID NO:1 (cadeia pesada) com uma se-
quéncia de cadeia pesada consenso ou SEQ ID NO:2 (cadeia leve) com

uma sequéncia de cadeia leve consenso, em que a sequéncia de cadeia
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pesada ou leve consenso € derivada de um banco de dados de sequéncias
de anticorpo murino (por exemplo, Banco de dados de Kabat - Johnson and
Wu, 2001) pelo alinhamento de estruturas da regido variavel das cadeias
pesada e leve de imunoglobulina usando programa de analise de sequéncia
de aminoacidos, tal como Vector NTI (invitrogen);

b) identificag&o no anticorpo parental de um ou mais residuos de
aminoacido selecionados a partir de, E16, D26, K46 ou T89 na SEQ ID NO.:
1 e Q45 ou A70 no SEQ ID NO:2 o residuo de aminoacido determinado pelo
esquema Kabat, e

c) substituicao de um ou mais dos residuos de aminoacido; E16,
D26, K46 ou T89 na SEQ ID NO:1 e Q45 ou A70 no SEQ ID NO:2 com um
residuo de aminoacido selecionado a partir de A16, G26, E46, S46 ou V89,
respectivamente, na SEQ ID NO:1 e K45 (opcionalmente, K pode ser substi-
tuido por um residuo ndo-consenso R por consideragdes biofisicas) ou D70,
respectivamente, na SEQ ID NO:2, da sequéncia consenso em que a substi-
tuicdo resulta na producéo de um anticorpo variante e em que quando o an-
ticorpo variante é introduzido em uma célula hospedeira, o rendimento da
variante é maior do que o anticorpo parental.

Em outra modalidade, a invengao engloba um anticorpo variante
ou fragmento de ligacdo a epitopo do mesmo, tal como uma variante de
huC242, em que a variante tem uma ou varias substituicdes de aminoacido
em um anticorpo parental que tem uma regido variavel compreendendo uma
cadeia pesada de SEQ ID NO:1 [cadeia pesada huC242] e uma cadeia leve
de SEQ ID NO:2 [cadeia leve huC242] e a variante mostra uma sintese me-
Ihorada da cadeia leve e/ou pesada, e montagem melhorada da cadeia pe-
sadal/leve quando introduzido em uma célula hospedeira unica quando com-
parado ao anticorpo parental, em que a substituicdo é realizada em uma ou
varias posicdes da regido variavel da cadeia pesada selecionadas a partir de
16, 26, 46, ou 89 no SEQ ID NO:1 ou posicoes da regido variavel da cadeia
leve 45 ou 70, no SEQ ID NO:2, ou ambas, as posigdes que s&ao determina-
das por esquema de numeragédo Kabat. Mais preferencialmente, o anticorpo

variante tem substituicdo de aminoacido selecionada a partir do grupo com-
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posto de residuos da cadeia leve 045 a K45 (opcionalmente, K pode ser
substituido com um residuo ndo-consenso R por consideracées biofisicas)
ou A70 a D70 ou residuos da cadeia pesada E16 a A16, D26 a G26, K46 a
E46, ou T89 a V89 e esta localizado na regido de estrutura da cadeia pesa-
da ou leve.

Em outra modalidade, o agente de ligacdo celular da presente
invencao também reconhece especificamente um ligante, tal como o antige-
no C242 (CD44/CanAg), de forma que o conjugado estara em contato com a
célula alvo por um periodo de tempo suficiente para permitir a porgéo de a-
gente citotdéxico do conjugado atuar sobre a célula, e/ou para permitir ao
conjugado tempo suficiente para ser incorporado pela célula.

Em uma modalidade preferencial, os conjugados citotoxicos
compreendem uma variante de um anticorpo anti-C242 como a agente de
ligacao celular, mais preferencialmente o conjugado citotéxico compreende
uma variante selecionada a partir de anticorpo ou fragmento do mesmo de
ligacdo ao epitopo A70D; Q45K/R; D26G;K46E; K46E/T89V; K46E/K82S,;
K46E/E16A/D26G; AT70D/K46E/T89V; K46E/D26G; K46E/K82S/D26G;
K46E/T89V/D26G; A70D/K46E; Q45K (R)/K46E/T89V; A70D/D26G,;
Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G; Q45K(R)/K46E/D26G.
Estes anticorpos sao capazes de reconhecer especificamente o antigeno
C242 (CD44/CanAg), e direcionar o agente citotdxico a uma célula anormal
ou um tecido, tal como células de cancer, de uma maneira direcionada.

O segundo componente dos conjugados citotoxicos da presente
invencao € um agente citotéxico. O termo "agente citotéxico" como usado
neste pedido refere-se a uma substancia que reduz ou bloqueia a funcéo, ou
crescimento, de células e/ou causa destruicdo de ceélulas.

Em modalidades preferenciais, o agente citotoxico € um taxol,
um maitansinoide, tal como DM1 ou DM4, CC-1065 ou um analogo de CC-
1065. Em modalidades preferenciais, os agentes de ligacéo celular da pre-
sente invencdo sao covalentemente ligados, diretamente ou através de um
ligador clivavel ou ndo-clivavel, ao agente citotoxico.

Em outra modalidade, o anticorpo humanizado ou um fragmento
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de ligacao ao epitopo do mesmo pode ser conjugado a um farmaco, tal como
um maitansinoide, para formar uma pré-farmaco que tem citotoxicidade es-
pecifica em diregao a células que expressam o antigeno pelo direcionamen-
to do farmaco a um ligante, tal como o antigeno C242 (CD44/CanAg). Con-
jugados citotéxicos compreendem tais anticorpos e um farmaco pequeno,
altamente téxica (por exemplo, maitansinoides, taxanos, e analogos de CC-
1065) podem ser usados como um terapéutico para tratamento de tumores,
tais como tumores de mama e ovarianos.

Dessa maneira, em uma modalidade, a variante do anticorpo do
anticorpo parental produzida de acordo com os ensinamentos da presente
invengao pode ser usada para a terapia direcionada como anticorpos desco-
bertos ou como anticorpos que atuam como agentes de ligacdo celular.
Agentes Citotéxicos.

O agente citotdxico usado no conjugado citotdxico da presente
invengdo pode ser qualquer composto que resulta na morte de uma célula,
ou induza morte celular, ou de alguma maneira reduza a viabilidade celular.
Agentes citotoxicos preferenciais incluem, por exemplo, maitansinoides e
analogos de maitansinoide, taxoides, CC-1065 e analogos de CC-1065, do-
lastatina e analogos de dolastatina, definidos abaixo. Estes agentes citotoxi-
cos sao conjugados aos anticorpos, fragmentos de anticorpos, equivalentes
funcionais, anticorpos melhorados e seus analogos como descrito neste pe-
dido.

Os conjugados citotoxicos podem ser preparados por métodos in
vitro. A fim de ligar um farmaco ou pré-farmaco ao anticorpo, um grupo de
ligagao é usado. Os grupos de ligagdo adequados s&o bem conhecidos na
técnica e incluem grupos dissulfeto, grupos tioéter, grupos acido-labeis, gru-
pos fotolabeis, grupos peptidase-labeis e grupos esterase-labeis. Os grupos
de ligacao preferenciais sdo grupos dissulfeto e grupos tioéter. Por exemplo,
conjugados podem ser construidos usando uma reacéao de troca de dissulfe-
to ou pela formacéo de uma ligacao tioéter entre o anticorpo e o farmaco ou
pré-farmaco.

Maitansinoides
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Entre os agentes citotéxicos que podem ser usados na presente
invengao para formar um conjugado citotdéxico s&do maitansinoides e analo-
gos de maitansinoide. Exemplos de maitansinoides adequados incluem mai-
tansinol e analogos de maitansinol. Maitansinoides sado farmacos que inibem
a formagao de microtubulo e que sao altamente tdxicas a células de mamife-
ros.

Exemplos de analogos de maitansinol adequados incluem os
que tém um anel aromatico modificado e os que tém modificagcdes em outras
posicdes. Exemplos de alguns maitansinoides adequados sdo revelados em
Patente U.S. Nos. 4.424.219; 4.256.746; 4.294.757; 4.307.016; 4.313.946;
4.315.929; 4.331.598; 4.361.650; 4.362.663; 4.364.866; 4.450.254;
4.322.348; 4.371.533; 6.333.410; 5.475.092; 5.585.499; e 5.846.545.

Exemplos especificos de analogos adequados de maitansinol
que tém um anel aromatico modificado incluem:

(1) C-19-decloro (Patente U.S. N° 4.256.746) (preparado por re-
ducao de LAH de ansamitocina P2);

(2) C-20-hidroxi (ou C-20-demetil) +/-C-19-decloro (Patente U.S.
Nos 4.361.650 e 4.307.016) (preparado por demetilagcdo usando Streptomy-
ces ou Actinomyces ou declorinagéo usando LAH); e

(3) C-20-demetédxi, C-20-aciléxi (-OCOR), +/-decloro (Patente
U.S. N° 4.294.757) (preparado por acilagcado usando cloretos de acila).

Exemplos especificos de analogos de maitansinol adequados
que tém modificagdes de outras posigdes incluem:

C-9-SH (Patente U.S. N° 4.424.219) (preparado pela reagao de
maitansinol com H2S ou P2S5);

C-14-alcoximetil (demetoxi/CH20R) (Patente U.S. N° 4.331,
598);

C-14-hidroximetil ou aciloximetil (CH20H ou CH20ACc) (Patente
U.S. N° 4.450.254) (preparado a partir de Nocardia);

C-15-hidroxi/aciloxi (Patente U.S. N° 4.364.866) (preparado pela
conversao de maitansinol por Streptomyces);

C-15-metoxi (Patente U.S. Nos 4.313.946 e 4.315.929) (isolado
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a partir de Trewia nudiflora);

C-18-N-demetil (Patente U.S. Nos 4.362.663 e 4.322.348) (pre-
parado através da demetilagdo de maitansinol por Streptomyces); e

4,5-desoxi (Patente U.S. N° 4.371.533) (preparado através da
tricloreto de titanio/ redugao LAH de maitansinol).

Em uma modalidade preferencial, os conjugados citotéxicos da
presente invengao utilizam maitansinoide DM1 que contém tiol, formalmente
denominado NZ2-desacetil-N2-(3-mercapto-1-oxopropil)-maitansina, como o
agente citotoxico. DM1 é representado pela seguinte féormula estrutural
(:L(l).

Em outra modalidade preferencial, os conjugados citotoxicos da
presente invengao utilizam o maitansinoide DM4 que contém tiol, formalmen-
te denominado NZ?-desacetil-N-2(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maitansina
como o agente citotdxico. DM4 é representado pela seguinte formula (ll) es-

trutural:

(n

Em modalidades adicionais da invengdo, outras maitansinas,
incluindo maitansinoides que contém tiol e dissulfeto carregando uma substi-
tuicao mono- ou dialquila do atomo de carbono que carrega o atomo de en-
xofre, podem ser usadas. Estas incluem um maitansinoide que tém, no C-3,
C-14 hidroximetil, C-15 hidréxi, ou C-20 desmetil, uma cadeia lateral de ami-
noacido acilada com um grupo acila carregando um grupo sulfidrila impedi-
do, em que o atomo de carbono do grupo acila carregando a func¢ao tiol tem
um ou dois substituintes, ditos substituintes sendo alquila ou alquenila linear
tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica

tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substituida, ou radical aro-
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matico heterociclico ou heterocicloalquila, e ainda em que um dos substituin-
tes pode ser H, e em que o grupo acila tem um comprimento de cadeia linear
de pelo menos trés atomos de carbono entre a fungéo carbonila e o atomo
de enxofre.

Tais maitansinas adicionais incluem compostos representados

pela férmula (l11):

Q'::::tg//f\a »r"f k‘\.‘g”
0 i
(O1 Y i
| B
meo A NN P
1 &?/ R S
; !
S Mi\

Mel {1y

em que:
Y' representa
{CRAROMCRy=CRpIMC=CIALCR R I D CR1i=CR i CECLB{{CR3R ), C
RiR-57Z.

em que:

R1 e R2 sado cada um independentemente alquila ou alquenila
linear ou ramificada tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila
ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substi-
tuida ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e, além disso,
R2 pode ser H;

A, B, D sao cicloalquilas ou cicloalquenilas tendo de 3 a 10 ato-
mos de carbono, arila simples ou substituida ou radical aromatico heteroci-
clico ou heterocicloalquila;

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, e R12 s&o cada um in-
dependentemente H, alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de
carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de

carbono, fenila, fenila substituida ou radical aromatico heterociclico ou hete-



10

15

20

25

28

rocicloalquila;

L, m,n, 0, p, q,r s, te usdo cada um independentemente O ou
um numero inteiro de 1 a 5, contanto que pelo menos doisde |, m, n, o, p, q,
r, s, t € u ndo sejam zero a qualquer momento; e

Z é H, SR ou -COR, em que R ¢ alquila ou alquenila linear tendo
de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo
de 3 a 10 atomos de carbono, ou arila simples ou substituida ou radical aro-
matico heterociclico ou heterocicloalquila.

Modalidades preferenciais da formula (lll) incluem compostos da
féormula (l1l) em que:

R1 é metila, RZéHe ZéH.

R1 e R2 sdo metilae Z é H.

R1 é metila, R2é H, e Z & -SCH3.

R1 e R2 sao metila, e Z € —SCH3.

Tais maitansinas adicionais também incluem compostos repre-
sentados pela férmula (IV-L), (IV-D), ou (IV-D,L):

0 H @ H O
HQC% H H:'IC é’? HSC? o
O S /ﬂ\ - P ﬁ)j\? P I ‘,ﬁ\
May NT Y May | May ] N Y
i 8] O .
(Iv-1) {IV-D) {IV-D.L)
em que
Y1 representa (CR7R8)1(CR5R6)M(CR3R4)nCR1R2SZ,
em que:

R1 e R2 sado cada um independentemente alquila ou alquenila
linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou
ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substituida, ou radi-
cal aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e aléem disso R2 pode ser
H;

R3, R4, R5, R6, R7 e R8 sdao cada um independentemente H,
alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou al-
quenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, feni-

la substituida, ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila;
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I, m e n sdo cada um independentemente um numero inteiro de
um a 5, e além disso n pode ser O;

Z é H, SR ou -COR em que R é alquila ou alguenila linear tendo
de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo
de 3 a 10 atomos de carbono, ou arila simples ou substituida ou radical aro-
matico heterociclico ou heterocicloalquila; e
. Pode representar um maitansinoide que carrega a cadeia lateral
em C-3, C-14 hidroximetila, C-15 hidréxi ou C-20 desmetila.

Modalidades preferenciais de férmulas (IV-L), (IV-D) e (IV-D,L)
incluem compostos de féormulas (IV-L), (IV-D) e (IV-D,L) em que:

R1 é metila, R2 € H, R5, R6, R7, e R8 séo cada um H,

lemsadocadaum1,ne0,ZéH.

R1 e R2 sdo metila, R5, R6, R7, R8 sdo cadaum H, | e m séo 1,
nél,eZéeH.

R1 é H, R2 é metila, R5, R6, R7, e R8 sdo cada um H, | e m séo
cadaum 1, né0,e Zé-SCH3.

R1 e R2 sao metila, R5, R6, R7, R8 sdo cada um H, | e m sao 1,
néo,eZé-SCHS3.

Preferencialmente o agente citotoxico & representado pela for-
mula (IV-L).

Tais maitansinas adicionais também incluem compostos repre-

sentados pela formula (V):

S ”m?z v
e 3 ?
A 14
NW“’ j Q““’m
MeO. A/ N
T i
i J | )
R N
A ro
g N ’“vgm NA g
i OH

MeQ (V)
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em que

Y representa (CR7R8)1(CR5R6)mM(CR3R4)nCR1R2SZ, em que:

R1 e R2 sdo cada um independentemente alquila ou alquenila
linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou
ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substituida ou radi-
cal aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e além disso R2 pode ser
H;

R3, R4, R5, R6, R7 e R8 sao cada um independentemente H,
alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou al-
quenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, feni-
la substituida, ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila;

I, m e n sdo cada um independentemente um nimero inteiro de
de 1 a 5, e além disso n pode ser 0; e

Z é H, SR ou -COR, em que R ¢é ailquila ou alquenila linear tendo
de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo
de 3 a 10 atomos de carbono, ou arila simples ou substituida ou radical aro-
matico heterociclico ou heterocicloalquila.

Modalidades preferenciais da féormula (V) incluem compostos da
formula (V) em que:

R1 é metila, R2 é H, R5, R6, R7, e R8 sdo cada um H; | e m sao
cadaum 1, né0;eZéH.

R1 e R2 sao metila; RS, R6, R7, R8 sdo cada um H, | e m sao 1;
nél,eZéH.

R1 é metila, R2 é H, R5, R6, R7, e R8 s&do cada um H, | e m séao
cadaum1,né0,eZé-SCH3.

R1 e R2 sao metila, R5, R6, R7, R8 sdo cada um H, | e m s&o 1,
néo0,eZé-SCH3.

Tais maitansinas adicionais incluem ainda compostos represen-
tados pela formula (VI-L), (VI-D), ou (VI-D,L)
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HiC, i HCQ & § Hic, U ¢
0 % - S )L . 0O )L\
May” [ Mayﬂj%\T Y may” \Ufi?f i
0O o O §
(VI-L) (VI-D) (VI-D. L)

em que:

Y' representa
(CRAROUCR=CR i) CEC RAACR R ) DAl CR 1\ =CR 1) C=C L B{CR R, C

RyR:57.

em que:

R1 e R2 sdo cada um independentemente alquila ou alquenila
linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou
ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substituida ou radi-
cal aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e além disso R2 pode ser
H;

A, B, D sao cicloalquila ou cicloalquenila tendo de 3 a 10 atomos
de carbono, arila simples ou substituida ou radical aromatico heterociclico ou
heterocicloalquila;

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, e R12 s&ao cada um in-
dependentemente H, alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de
carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de
carbono, fenila, fenila substituida ou radical aromatico heterociclico ou hete-
rocicloalquila;

Lbm,n o0,p, q,rs,te usao cada um independentemente 0 ou
um numero inteiro de 1 a 5, contanto que pelo menos dois de |, m, n, o, p, q,
r, s, t € u hao sejam zero a qualquer momento;

Z é H, SR ou -COR, em que R é alquila ou alquenila linear tendo
de 1 a 10 atomos de carbono , alquila ou alquenila ramificada ou ciclica ten-
do de 3 a 10 atomos de carbono, ou arila simples ou substituida ou radical
aromatico heterociclico ou heterocicloalquila; e

Pode ser um maitansinoide.

Modalidades preferenciais da formula (VI) incluem compostos da
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formula (V1) em que:

R1 é metila, R2éHe Z é H.

R1 e R2 sdo metilae Z é H.

R1 e metila, R2é H, e Zé -SCH3.

R1 e R2 sdo metila, e Z € -SCH3.

Os maitansinoides supracitados podem estar conjugados ao an-
ticorpo anti-C242 variante A70D; Q45K/R; D26G; K46E; K46E/T89V;
K46E/K82S; K46E/E16A/D26G; A70D/K46E/T89V, K46E/D26G;
K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G; A70D/K46E; Q45K(R)/K46E/T89V;
A70D/D26G,; Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G;
Q45K(R)/K46E/D26G ou um homodlogo ou fragmento do mesmo, em que o
anticorpo é ligado ao maitansinoide utilizando funcionalidade tiol ou dissulfe-
to que esta presente no grupo acila de uma cadeia lateral de aminoacido
acilado encontrada em C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidréxi ou C-20 desmetil
do maitansinoide, e em que o grupo acila do cadeia lateral do aminoacido
acilado tem sua funcionalidade tiol ou de dissulfeto localizada em um atomo
de carbono que tem um ou dois substituintes, ditos substituintes sendo alqui-
la ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alqueni-
la ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila
substituida ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e além
disso um dos substituintes pode ser H, e em que o grupo acila tem um com-
primento de cadeia linear de pelo menos trés atomos de carbono entre a
funcionalidade carbonila e o atomo de enxofre.

Um conjugado preferencial da presente invencao € aquele com-
preendendo a variante A70D; Q45K/R; D26G; K46E; K46E/T89V;
K46E/K82S; K46E/E16A/D26G,; A70D/K46E/T89V, K46E/D26G;
K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G; A70D/K46E; Q45K(R)/K46E/T89V,
A70D/D26G,; Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G;
Q45K (R)/K46E/D26G ou um homologo ou fragmento da mesma, conjugado

a um maitansinoide da formula (VHl):
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MeQ., j\ N

Mec (VI

Y1' representa
(CR:ROMCRy=CR ) C=CRA(CRR)MDW(CR 1 i=CR2)(C=C), BACRR ), C

em que:

RR-S-,

em que:

R1 e R2 sdo cada um independentemente CH3, C2H5, alquila
ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila
ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substi-
tuida ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila, e, além disso,
R2 pode ser H;

A, B, D sdo cada um independentemente cicloalquila ou cicloal-
quenila tendo de 3 a 10 atomos de carbono, arila simples ou substituida ou
radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila;

R3, R4, R5, R6, R7, R8, R9, R10, R11, e R12 sdo cada um in-
dependentemente H, alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de
carbono, alquila ou alquenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de
carbono, fenila, fenila substituida ou radical aromatico heterociclico ou hete-
rocicloalquila;

I,m, n o, p,q,rs,teusao cada um independentemente O ou
um nimero inteiro de 1 a 5, contanto que pelo menos dois de |, m, n, o, p, q,
r, s, t e u ndo sejam zero a qualquer momento;

Preferencialmente, R1 & metila, R2 é H ou R1 e R2 sao metila.
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Um conjugado ainda mais preferencial da presente invengéo é
aquele que compreende o anticorpo anti-C242 variante A70D; Q45K/R;
D26G; K46E,; K46E/T89V, K46E/K82S; K46E/E16A/D26G;
A70D/K4BE/T89V; K46E/D26G; K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G,;
A70D/K46E; Q45K(R)/K46E/T89V; A70D/D26G,; Q45K(R)/K46E;
A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G; Q45K(R)/K46E/D26G ou um homdlogo
ou fragmento do mesmo, conjugado a um maitansinoide de férmula (IX-L),
(IX-D), ou (IX-D,L)

Hﬁa H J\ ch
oy “”)‘%\
?l‘vl Yy May Y May

IX-L X1 EX-Tx L

em que

Y1 representa (CR7R8)1(CR5R6)M(CR3R4)nCR1R2S-, em que:

R1 e R2 sdo cada um independentemente alquila ou alquenila
linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou alquenila ramificada ou
ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, fenila substituida ou radi-
cal aromatico heterociclico ou heterocicioalquila, e, além disso, R2 pode ser
H;

R3, R4, R5, R6, R7 e R8 sdo cada um independentemente H,
alquila ou alquenila linear tendo de 1 a 10 atomos de carbono, alquila ou al-
quenila ramificada ou ciclica tendo de 3 a 10 atomos de carbono, fenila, feni-
la substituida, ou radical aromatico heterociclico ou heterocicloalquila;

I, m e n sdo cada um independentemente um numero inteiro de
1 a5, e além disso n pode ser 0; e

Pode representar um maitansinol que carrega a cadeia lateral
em C-3, C-14 hidroximetil, C-15 hidréxi ou C-20 desmetil.

Modalidades preferenciais de formulas (IX-L), (IX-D) e (IX-D,L)
incluem compostos de formulas (1X-L), (IX-D) e (IX-D,L) em que:

R1 é metila, R2 é H, ou R1 e R2 sao metila.

R1 é metila, R2 é H; R5, R6, R7, R8 sdao cada um H, | e m sao
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cadaum 1;néo0,

R1 e R2 séo metila; R5, R6, R7, e R8 sao cada um H, | e m sao
1,néo0.

Preferenciaimente o agente citotdxico & representado pela for-

5 mula (IX-L).

Um conjugado adicional preferencial da presente invengao é a-
quele que compreende o anticorpo anti-C242 variante A70D; Q45K/R; D26G;
K46E; K46E/T89V; K46E/K82S; KA46E/E16A/D26G; A70D/K46E/T89V;,
K46E/D26G; K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G; A70D/K46E;

10 Q45K(R)/K46E/T89V; A70D/D26G; Q45K(RYK46E; A70D/K46E/D26G;
Q45K(R)/D26G; Q45K(R)/K46E/D26G ou um homoélogo ou fragmento do

mesmo, conjugados a um maitansinoide da formula (X):

O
0‘«
T
O

"lfm“

1

A j/['\
N7 Y
A |
\ ,.J(
N ‘ ;. O
MeO\\‘ //L / N /\prx,\

§ MeO (X3

em que os substituintes sdo como definidos para a férmula (IX) acima.
Um conjugado adicional preferencial da presente invengao € a-
15 quele que compreende o anticorpo anti-C242 variante A70D; Q45K/R; D26G;
K46E; K46E/T89V; K46E/K82S; K46E/E16A/D26G; A70D/K46E/T89V,
K46E/D26G; K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G; A70D/K46E;
Q45K(R)/K46E/T89V; A70D/D26G; Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G;
Q45K(R)/D26G; Q45K(R)/K46E/D26G ou um homdlogo ou fragmento do

20 mesmo, conjugados a um maitansinoide da férmula (XI):
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B e

(X1-1L) ?&ID) (X1- DI)

em que os substituintes sdo como definidos para a féormula (VIIl) acima.

Especialmente preferenciais sdo quaisquer compostos descritos
acima, em que R1 é H, R2 é metila, R5, R6, R7 e R8 sdo cada um H, le m
sdocada1,enél.

Alem disso, especialmente preferenciais sdo quaisquer dos
compostos descritos acima, em que R1 e R2 sdo metila, R5, R6, R7, R8 sao
cadaumH,lemsao1,enéO.

Além disso, o estereocisdmero L-aminoacila é preferencial.

Exemplos de alquilas ou alquenilas lineares tendo de 1 a 10 a-
tomos de carbono incluem, mas nao sdo limitados a, metila, etila, propila,
butila, pentila, hexila, propenila, butenila e hexenila.

Exemplos de alquilas ou alquenilas ramificadas tendo de 3 a 10
atomos de carbono incluem, mas nao sao limitados a, isopropila, isobutila,
sec-butila, terc-butila, isopentila, 1-etil-propila, isobutenila e isopentenila.

Exemplos de alquilas ou alquenilas ciclicas tendo de 3 a 10 ato-
mos de carbono incluem, mas nao sao limitados a, ciclopropila, ciclobutila,
ciclopentila, ciclo-hexila, ciclopentenila, e ciclo-hexenila.

Arilas simples incluem arilas que tém de 6 a 10 atomos de car-
bono, e arilas substituidas incluem arilas que tém de 6 a 10 atomos de car-
bono que carregam pelo menos um substituinte alquila que contém de 1 a 4
atomos de carbono, ou substituinte alcoxi, tal como metdxi, etdxi, ou um
substituinte halogénio ou um substituinte nitro.

Exemplos de arila simples que contém de 6 a 10 atomos de car-
bono incluem o fenila e naftila.

Exemplos de arila substituida incluem nitrofenil, dinitrofenil.

Radicais aromaticos heterociclicos incluem grupos que tém a-

néis de 3 a 10 membros contendo um ou dois heteroatomos selecionados de

N, Oou S.
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Radicais heterocicloalquila incluem compostos ciclicos, compre-
endendo sistemas de anéis de 3 a 10 membros, contendo um ou dois hete-
roatomos, selecionados de N, O, ou S.

Exemplos de radicais aromaticos heterociclicos incluem piridila,
nitro-piridila, pirolila, oxazolila, tienila, tiazolila, e furila.

Exemplos de radicais heteroalquila incluem di-hidrofurila, tetra-
hidrofurila, tetra-hidropirolila, piperidinila, piperazinila, € morfolino.

Cada um dos maitansinoides ensinados em Patente U.S. N.
7.276.497 também podem ser usados no conjugado citotoxico da presente
invengao. A revelagao inteira de Patente U.S. N. 7.276.497 ¢é incorporada
neste pedido por referéncia.

Grupos de ligacido contendo dissulfeto

A fim de ligar o maitansinoide a um anticorpo, tal como o anti-
corpo anti C242 variante A70D; Q45K/R; D26G; K46E; K46E/T89V:
K46E/K82S; K46E/E16A/D26G,; A70D/K46E/T89V; K46E/D26G;
K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/D26G; A70D/K46E; Q45K(R)/K46E/T89V:
A70D/D26G; Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G;
Q45K(R)/K46E/D26G, o maitansinoide compreende uma porgao de ligacao.
A porgao de ligagao contém uma ligacado quimica que leva em conta a libe-
racdo de maitansinoides totalmente ativos em um determinado sitio. Liga-
¢des quimicas adequadas sdao bem conhecidas na técnica e incluem liga-
codes dissulfeto, ligacdes acido-labeis, ligagcdes fotolabeis, ligagbes peptida-
se-labeis e ligagdes esterase-labeis. Sao preferenciais ligacées dissulfeto.

A porc¢ao de ligagao também compreende um grupo quimico rea-
tivo. Em uma modalidade preferencial, o grupo quimico reativo pode estar
covalentemente ligado ao maitansinoide através de uma porg¢éo de ligagao
ligada ao dissulfeto.

Grupos quimicos reativos particularmente preferenciais séo éste-
res de N-succinimidila e ésteres de N-sulfossuccinimidila.

Maitansinoides particularmente preferenciais compreendendo
uma porcéo de ligacdo que contém um grupo quimico reativo sao ésteres C-

3 de maitansinol e seus analogos onde a porg¢ao de ligagdo contém uma li-
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gacao dissulfeto e o grupo reativo quimico compreende um éster de N-
succinimidila ou N-sulfossuccinimidila.

Muitas posi¢cdées em maitansinoides podem servir como a posi-
¢ao para ligar-se quimicamente a porg¢éo de ligagao. Por exemplo, a posi¢cao
C-3 tendo um grupo hidroxila, a posigdo C-14 modificada com hidroximetila,
a posicdo C-15 modificada com hidréxi e a posigdao C-20 tendo um grupo
hidroxi sao todos esperados a serem uteis. Entretanto, a posi¢cao C-3 é pre-
ferencial e a posigdo C3 de maitansinol € especialmente preferencial.

Enquanto a sintese de ésteres de maitansinol que tem uma por-
¢ao de ligagao € descrita quanto a por¢des de ligagdo contendo ligacao dis-
sulfeto, um versado na técnica entendera que porgdes de ligagdo com outras
ligacdes quimicas (como descrito acima) também podem ser usadas com a
presente invengao, como podem outros maitansinoides. Exemplos especifi-
cos de outras ligacoes quimicas incluem ligagdes acido-labeis, ligagcdes foto-
labeis, ligacdes peptidase-labeis e ligagdes esterase-labeis. A descrigdo de
Patente U.S. N. 5.208.020, incorporado neste pedido, ensina a producao de
maitansinoides carregando tais ligagdes.

A sintese de maitansinoides e derivados de maitansinoides que
tém uma porgao dissulfeto que carrega um grupo reativo sdo descritos em
Patente U.S. N°% 6.441.163 e 6.333.410, e Patente U.S. Publication No.
2003-0055226 A1, cada uma dos quais € neste pedido incorporado por refe-
réncia.

Os maitansinoides contendo grupo reativo, tal como DM1, sao
reagidos com um anticorpo anti-C242 variante A70D; Q45K/R; D26G; K46E;
K46E/T89V; K46E/K82S; K46E/E16A/D26G; A70D/K46GE/T89V; K46E/D26G;
K46E/K82S/D26G; K46E/T89V/ID26G; A70D/K46E; Q45K(R)/K46E/T89V;
A70D/D26G; Q45K(R)/K46E; A70D/K46E/D26G; Q45K(R)/D26G;
Q45K(R)/K46E/D26G, para produzir conjugado citotéxico. Estes conjugados
podem ser purificados por HPLC ou por filtragao em gel.

Varios esquemas excelentes para producéo de tais conjugados
anticorpo-maitansinoide sao fornecidos em Patente U.S. Nos. 6.333.410,
6.411.163 e 6.716.821 e Patente U.S. No. 2003-0055226 Ai, cada um dos
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quais € incorporado neste pedido em sua totalidade.

Em geral, uma solugdo de um anticorpo em tampéo aquoso po-
de ser incubada com um excesso molar de maitansinoides tendo uma por-
cao de dissulfeto que porta um grupo reativo. A mistura de reagéao pode ser
extinta pela adicao de amina em excesso (tal como etanolamina, taurina,
etc.). O conjugado maitansinoide-anticorpo entdo pode ser purificado pela
filtracdo em gel.

O numero de moléculas maitansinoides ligadas por molécula de
anticorpo pode ser determinado medindo espectrofotometricamente a faixa
da absorvancia em 252 nm e 280 nm. Uma média de 1 a 10 de moléculas de
maitansinoides/ molécula de anticorpo é preferencial.

Conjugados de anticorpos com farmacos maitansinoides podem
ser avaliados pela sua capacidade de suprimir a proliferagéo de varias linha-
gens celulares nao desejadas in vitro. Por exemplo, linhagens celulares, tais
como a linhagem de carcinoma epiderméide humano A-431, a linhagem ce-
lular de cancer de pulméao de pequenas células humano SW2, a linhagem de
tumor de mama humana SKBR3 e a linhagem de linfoma de Burkitt Namal-
wa podem ser facilmente usadas para a avaliacao de citotoxicidade destes
compostos. Células a serem avaliadas podem ser expostas aos compostos
durante 24 horas e as fragées de sobrevivéncia das células medidas em en-
saios diretos por métodos conhecidos. Valores de IC50 podem entao ser
calculados a partir dos resultados dos ensaios.

Grupos de ligacao contendo PEG

Maitansinoides também podem ser ligados a anticorpos usando
grupos de ligacdao PEG, como apresentado em U.S Patent No. 6.716.821.
Estes grupos de ligacdo de PEG s&o solluveis tanto na agua como em sol-
ventes nao-aquosos, e podem ser usados para juntar um ou mais agentes
citotéxicos a um agente de ligacao celular. Exemplos de grupos de ligagcao a
PEG incluem ligantes de PEG hetero-bifuncionais que se ligam a agentes
citotéxicos e agentes de ligacéo celular em extremidades opostas dos ligan-
tes através de um grupo funcional sulfidrila ou dissulfeto em uma extremida-

de, e um éster ativo em outra extremidade.
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Como um exemplo geral da sintese de um conjugado citotoxico
utilizando um grupo de ligacao a PEG, referéncia € novamente feita a U.S
Patent. 6.716.821 para detalhes especificos. A sintese comeca com a rea-
cao de um ou mais agentes citotdxicos que portam uma por¢édo de PEG rea-
tiva com um anticorpo, resultando no deslocamento do éster ativo terminal
de cada porgao de PEG reativa por um residuo de aminoacido do anticorpo,
para render um conjugado citotdxico compreendendo um ou mais agentes
citotoxicos covalentemente ligados a um anticorpo através de um grupo de
ligacado a PEG.
Outros grupos de ligacao

Conjugados de maitansinoide compreendendo ligadores né&o-
clivaveis sao descritos em Patente U.S. N° 2005-0169933 Al, a descrigao

inteira do qual é incorporada neste pedido por referéncia.

Taxanos

O agente toxico usado nos conjugados citotoxicos de acordo
com a presente invengdo também pode ser um taxano ou derivados do
mesmo.

Taxanos sao uma familia de compostos que inclui paclitaxel (Ta-
xol), um produto natural citotéxico, e docetaxel (Taxotere), um derivado se-
missintético, dois compostos que sio largamente usados no tratamento de
cancer. Taxanos sao toxinas para o fuso mitdético que inibem a despolimeri-
zacédo da tubulina, resultando em morte celular. Enquanto docetaxel e pacli-
taxel sdo agentes uteis no tratamento de céncer, a sua atividade antitumoral
é limitada por causa da sua toxicidade nao-especifica em relagéo a células
normais. Além disso, os compostos como os proéprios paclitaxel e docetaxel
ndo sdo suficientemente potentes para serem usados em conjugados de
agentes de ligagao celular.

Um taxano preferencial para uso na preparagéo de conjugados

citotoxicos € o taxano da férmula (XI):
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(X1y

Métodos para sintetizar taxanos exemplares que pode ser usa-
dos nos conjugados citotdéxicos da presente invencao, junto com métodos
para conjugar os taxanos a agentes de ligagdo celular, tais como anticorpos,
sdo descritos detalhadamente em Patente U.S. Nos. 5.416.064, 5.475.092,
6.340.701, 6.372.738. 6.436.931, 6.596.757, 6.706.708 e 6.716.821 e em
Patente U.S. No. 2004-0024049 Al.
Analogos CC-1065

O agente toxico usado nos conjugados citotéxicos de acordo

com a presente invengao também pode ser CC-1065 ou derivado do mesmo.

CC-1065 &€ um antibiético antitumoral potente isolado a partir do
caldo de cultura de Streptomyces zelensis. CC-1065 & aproximadamente
1000 vezes mais potente in vitro do que s&o os farmacos anti-cancer comu-
mente usados, tais como doxorrubicina, metotrexato e vincristina (B.K. Bhu-
yan e outros, Cancer Res., 42, 3532-3537 (1982)). Exemplos n&o-restritivos
de CC-1065 e seus analogos adequados para uso na presente invengao sao
descritos em Patente U.S. N°s 6.372.738, 6.340.701, 5.846.545 e 5.585.499.

A poténcia citotoxica do CC-1065 foi correlacionada com sua
atividade alquilante e sua atividade de ligacdo ao DNA ou intercalante de
DNA. Estas duas atividades residem em partes separadas da molécula.
Dessa maneira, a atividade alquilante & contida na subunidade ciclopropapir-
roloindol (CPI) e a atividade de ligagao ao DNA reside em duas subunidades
pirroloindol.

Embora CC-1065 tenha certas caracteristicas atraentes como
um agente citotoxico, tem limitagées no uso terapéutico. Administracéo de

CC-1065 a camundongos causou uma hepatotoxicidade retardada levando a
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mortalidade no dia 50 apés uma dose intravenosa unica de 12,5 Dug/kg
{V.L. Reynolds e al.. J. Antibiotics, XXIX, 319-334 (1986)}. Isto estimulou es-
forcos para desenvolver analogos que nao causam a toxicidade retardada, e
a sintese de analogos mais simples modelados no CC-1065 foram descritas
{M.A. Warpehoski e outros, J. Med. Chem., 31, 590-603 (1988)}.

Em outra série de analogos Uteis na presente invengao, a por¢éao
CPI foi substituida por uma porgao ciclopropabenzindol (CBI) {D.L. Boger e
outros, J. Org. Chem., 55, 5823-5833, (1990), D.L. Boger e outros, BioOrg.
Med. Chem. Lett,, 1, 115-120 (1991)}. Estes compostos mantém a alta po-
téncia in vitro do farmaco parental, sem causar a toxicidade retardada em
camundongos. Como CC-1065, estes compostos sdao agentes alquilantes
que se ligam ao sulco menor do DNA de uma maneira covalente para causar
a morte celular. Entretanto, a avaliagao clinica dos analogos mais promisso-
res, Adozelesin e Carzelesin, tém levado a resultados decepcionantes {B.F.
Foster e outros, Investigational New Drugs, 13, 321-326 (1996); |. Wolff e
outros, Clin. Cancer Res., 2,1717-1723 (1996)}. Estos farmacos apresentam
baixos efeitos terapéuticos por causa da sua alta toxicidade sistémica.

A eficacia terapéutica dos analogos de CC-1065 pode ser muito
melhorada pela modificagao pela distribuigédo in vivo através da entrega dire-
cionada ao sitio tumoral, resultando em menor toxicidade para tecidos nao-
direcionados, e dessa maneira, menor toxicidade sistémica. A fim de alcan-
car este objetivo, conjugados de analogos e derivados de CC-1065 com a-
gentes de ligagao celular que visam especificamente células tumorais foram
descritos {US Patents; 5.475.092; 5.585.499; 5.846.545}. Estes conjugados
tipicamente apresentam alta citotoxicidade alvo especifica in vitro, e excep-
cional atividade antitumoral em modelos de xenoenxerto de tumor humano
em camundongos {R.V. J. Chari e outros, Cancer Res., 55, 4079-4084
(1995)}.

Os métodos para sintetizar analogos de CC-1065 que podem ser
usados nos conjugados citotdxicos da presente invengéo, junto com meéto-
dos para conjugar os analogos a agentes de ligagéo celular, tais como anti-
corpos, sdo descritos detalhadamente em Patente U.S. Nos. 5.475.092,
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5.846.545, 5.585.499, 6.534.660, 6.586.618 e 6.756.397 e no Pedido de Pa-
tente U.S. N° 2003-0195365 A1.

Outros farmacos

Farmacos, tais como metotrexato, daunorrubicina, doxorrubicina,
vincristina, vinblastina, melfalan, mitomicina C, clorambucil, caliqueamicina,
tubulisina e analogos de tubulisina, duocarmicina e analogos de duocarmici-
na, dolastatina e analogos de dolastatina, tais como auristatinas e analogos,
sado também adequados para a preparacao de conjugados da presente in-
vencao. As moléculas de farmaco também podem ser ligadas as moléculas
de anticorpos através de uma molécula veiculo intermediaria, tal como al-
bumina sérica. Compostos Doxarrubicina e Danorrubicina, como descritos,
por exemplo, em Série U.S. N° 09/740991, também podem ser agentes cito-
toxicos uteis. Estes farmacos também podem ser usados para a coterapia
como discutido abaixo.

Coterapia

A frase "terapia de combinag¢ao" (ou "coterapia"), significa o uso
de um anticorpo variante, tal como uma variante do anticorpo huC242, um
agente quimioterapico, ou um imunotoxina, e é destinada incluir administra-
¢ao de cada agente em uma maneira sequencial em um regime que fornece-
ra efeitos benéficos da combinagao de farmacos. Coterapia € destinada da
mesma forma para incluir a coadministragao destes agentes em uma manei-
ra simultanea substancialmente, tal como pela ingestdo de uma dosagem
unica que tem uma propor¢ao fixada destes agentes ativos ou ingestdo de
multiplos medicamentos, separados de cada agente. "Terapia de combina-
cao" também inclui a administragdo simultdnea ou sequencial por via intra-
venosa, intramusculares ou outra parenteral, no corpo, inclusive a absorgao
direta através tecidos membranosos de mucosas, como encontrado nas
passagens dos seios. Administragdo sequencial também inclui combinagdes
de farmacos onde os elementos individuais podem ser administrados em
tempos diferentes e/ou por vias diferentes mas que atuam em combinagao
para fornecer um efeito benéfico.

A frase "terapeuticamente eficaz" & destinada a qualificar a
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quantidade de cada agente para uso na terapia de combinacéo que alcanca-
ra o objetivo de meihorar a redugéo ou prevengao tumoral, por exemplo, a
progresséo de tumores, evitando efeitos colaterais adversos tipicamente as-
sociados com cada agente.

Uma terapia de combinagado preferencial consistiria essencial-
mente em dois ou mais agentes ativos, ou seja, um anticorpo huC242 vari-
ante descoberto ou um conjugado do mesmo e outro agente selecionado de
uma imunotoxina, um agente quimioterapico, um imunomodulador ou um
anticorpo, que se diferencia do anticorpo variante. Os agentes seriam usa-
dos em combinagdo em uma faixa de variagédo de peso de aproximadamente
0,5 para um a aproximadamente vinte para um do anticorpo descoberto ou
conjugado do mesmo a qualquer um dos outros agentes. Uma faixa prefe-
rencial destes dois agentes seria de aproximadamente um para um a apro-
ximadamente quinze para um, enquanto uma faixa mais preferencial seria de
aproximadamente um para um a aproximadamente cinco para um, depen-
dendo no final da sele¢cdo do anticorpo ou conjugado e qualquer um dos ou-
tros agente. Dependendo das necessidades do paciente, a propor¢ao do
anticorpo ou conjugado do mesmo, e outro agente também pode ser inverti-
da. Por exemplo, apos o tratamento inicial, se um paciente & encontra-se
mais responsivo a uma dose maior de um dos outros agentes quando com-
parado ao anticorpo descoberto variante ou um conjugado do mesmo, um
provedor de tal medicacao pode trocar a proporgao para fazer o tratamento
mais eficaz. A preparagdo de imunotoxinas € geralmente bem conhecida na
técnica (vide, por exemplo, Patente U.S. N° 4.340.535, incorporado neste
pedido por referéncia). Cada uma das seguintes patentes e pedidos de pa-
tentes sdo incorporados neste pedido por referéncia para os efeitos ainda
mais completos dos presentes ensinamentos quanto a geracgéo, purificacao
e uso da imunotoxina: U.S. Pat. Nos. 5.855.866; 5.776.427, 5.863.538,
6.004.554; 5.965.132; 6.051.230; e 5.660.827; e U.S. Application Ser. No.
07/846.349.

Anticorpos variante, tais como uma variante de huC242, tambéem

podem estar ligados diretamente ou indiretamente a um imunomodulador.
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Entre os modificadores de resposta biologica (tais como um imunomodulado-
res) que de algum modo pode aumentar a destruicido do tumor pelo anticor-
po desta invengao estao incluidos linfocinas, tais como: Fator de Necrose
Tumoral, Fator de Ativagcdo de Macroéfago, Fator de Estimulagdo de Coldnia,
Interferons, etc.

Quando a coterapia envolve um complexo injetavel, pode com-
preender ainda um agente terapéutico selecionado do grupo composto de
horménios, immunossupressores, antibiéticos, citostaticos, diuréticos, agen-
tes gastrintestinais, agentes cardiovasculares, agentes anti-inflamatoérios,
analgésicos, anestésicos locais, e um agente neurofarmacolégico, em que
estes agentes sao administrados para reduzir o risco de qualquer efeito cola-
teral.

Composicao Terapéutica

A invencdo também refere-se a uma composicao terapéutica
para tratamento de um disturbio hiperproliferativa em um mamifero que
compreende uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo vari-
ante da invencgao e veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em uma modalida-
de, a composicdo farmacéutica € para o tratamento de cancer do pulméo,
mama, célon, préstata, rim, pancreas, ovario, cérvice e érgaos linfaticos, os-
teossarcoma, carcinoma sinovial, um sarcoma ou um carcinoma na qual Ca-
nAg esta expresso, e ainda outros canceres para serem determinados no
quais CanAg esta predominantemente expresso. Em outra modalidade, a
composicao farmacéutica refere-se ao tratamento de outros disturbios tais
como, por exemplo, doencas autoimunes, tais como lupus sistémico, artrite
reumatodide, e esclerose multipla; rejeicdes a enxerto, tais como rejeigéo a
transplante renal, rejeicéo a transplante de figado, rejeigao a transplante de
pulmao, rejeicao a transplante cardiaco, e rejeicdo a transplante de medula
ossea; doenca do enxerto contra o hospedeiro; infecgdes virais, tais como
infeccdo por mV, infecgao por HIV, AIDS, etc.; e infecgdes parasitarias, tais
como giardiase, amebiase, esquistossomose, e outros como determinadas
por um versado na técnica ordinaria.

A invencdo imediata fornece composi¢gdes farmacéuticas com-
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preendendo:

uma quantidade eficaz de um anticorpo variante ou fragmento de
ligacédo a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente citotdéxico e um
anticorpo variante ou fragmento de ligagao a epitopo do mesmo da presente
invencao, e

um veiculo farmaceuticamente aceitavel, que pode ser inerte ou
fisiologicamente ativo.

Como usado neste pedido, "veiculos farmaceuticamente aceita-
veis" incluem todos e quaisquer solventes, meios de dispersao, revestimen-
tos, agentes antibacterianos e antifungicos, e similares que sao fisiologica-
mente compativeis. Exemplos dos veiculos, excipientes e/ou diluentes ade-
quados incluem um ou mais de agua, solugéao salina, de solugéo salina tam-
ponada com fosfato, dextrose, glicerol, etanol, e similares, bem como combi-
nagdes dos mesmos. Em muitos casos, sera preferencial incluir agentes iso-
tdnicos, tais como agucar, polialcoois, ou cloreto de sédio na composigéo.
Em particular, exemplos relevantes de veiculos adequados incluem: (1) so-
lucao salina tamponada com fosfato de Dulbecco, pH ~ 7,4, contendo ou nao
contendo aproximadamente 1 mg/ml a 25 mg/ml de albumina sérica huma-
na, (2) solugéo salina a 0,9% (cloreto de sédio (NaCl) 0,9% p/v) e (3) dextro-
se a 5% (p/v); e também pode conter um antioxidante, tal como triptamina e
um agente estabilizante, tal como Tween 20.

As composigcdes neste pedido também podem conter um agente
terapéutico adicional, segundo a necessidade para um disturbio particular
que é tratado. Preferencialmente, o anticorpo variante ou fragmento de liga-
cao a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente citotoxico e o anti-
corpo variante ou fragmento de ligacéo a epitopo do mesmo da presente
invencao, e o composto ativo suplementar terdo atividades complementares,
que ndo afetam adversamente um ao outro. Em uma modalidade preferenci-
al, o agente terapéutico adicional é antagonista do fator de crescimento de
fibroblasto (FGF), fator de crescimento de hepatécito (HGF), fator tecidual
(TF), proteina C, proteina S, fator de crescimento derivado da plaqueta
(PDGF), ou receptor HER2.
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As composi¢des da invengdo podem estar em varias formas.
Estas incluem, por exemplo, formas de dosagem liquida, semissolida, e soli-
da, mas a forma preferencial depende do modo desejado de administragéo e
aplicagao terapéutica. Composigdes tipicas preferenciais estdo na forma de
solugdes injetaveis ou infusiveis. O modo preferencial da administracao &
parenteral (por exemplo, intravenoso, intramuscular, intraperinoneal, subcu-
taneo). Em uma modalidade preferencial, as composi¢ées da invencao sio
administradas intravenosamente como um bolus ou pela infusdo continua
durante o periodo do tempo. Em outra modalidade preferencial, sao injeta-
dos por via intramuscular, subcuténeo, intra-articular, intrassinovial, intratu-
moral, peritumoral, intralesional, ou perilesional, para exercer efeitos tera-
péuticos locais bem como sistémicos.

Composicdes estéreis para administragéo parenteral podem ser
preparadas pela incorporacédo de anticorpo variante ou fragmento de ligagcéo
a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente citotéxico e o anticorpo
variante ou fragmento de ligagdo ao epitopo do mesmo da presente inven-
¢ao na quantidade necessaria no solvente apropriado, seguido pela esterili-
zacéao por microfiltragdo. Como solvente ou veiculo, pode ser usado agua,
solugao salina, solugéo salina tamponada com fosfato, dextrose, glicerol,
etanol, e similares, bem como combinagbes dos mesmos. Em muitos casos,
sera preferencial incluir agentes isotonicos, tais como agtcares, polialcoois,
ou cloreto de s6dio na composigéo. Estas composi¢cdes também podem con-
ter adjuvantes, em particular, agentes umectantes, isotonizantes, emulsifi-
cantes, dispersantes e estabilizantes. Composi¢cdes estéreis para adminis-
tragdo parenteral também podem ser preparadas na forma de composigcdes
solidas estéreis que podem ser dissolvidas no momento do uso em agua
estéril ou qualquer outro meio estéril injetavel.

Anticorpo variante ou fragmento de ligagao a epitopo do mesmo
ou um conjugado de um agente citotoxico e o anticorpo variante ou fragmen-
to de ligacao a epitopo do mesmo da presente invengao também podem ser
administrados oralmente. Como composi¢des soélidas para administracio

oral, pastilhas, pilulas, pés (capsulas gelatinosas, sachés) ou granulos po-
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dem ser usados. Nestas composigdes, o ingrediente ativo de acordo com a
invengédo € misturado com um ou mais diluentes inertes, tais como amido,
celulose, sacarose, lactose ou silica, sob uma corrente de argénio. Estas
composicoes também podem compreender substancias com excecdo de
diluentes, por exemplo, um ou mais lubrificantes, tais como estearato de
magneésio ou talco, um colorante, um revestimento (pastilha revestida de a-
guicar) ou um esmalte.

Como composigdes liquidas para administragao oral, podem ser
usadas solugdes farmaceuticamente aceitaveis, suspensées, emulsdes, xa-
ropes e elixires contendo diluentes inertes, tais como agua, etanol, glicerol,
Oleos vegetais ou 6leo de parafina. Estas composi¢gées podem compreender
substancias com excecédo de diluentes, por exemplo, produtos umectantes,
adocantes, espessantes, flavorizantes ou estabilizantes de produtos.

As doses dependem do efeito desejado, a duragéao do tratamen-
to e a via da administracdo usada; estao geralmente entre 5 mg e 1000 mg
por dia oralmente para um adulto com doses unitarias nos limites de 1 mg a
250 mg da substancia ativa. Em geral, o médico determinara a dosagem a-
propriada dependendo da idade, peso e quaisquer outros fatores especificos
para o individuo a ser tratado.

A melhoria ou os anticorpos variantes ou o conjugados dos
mesmos da presente invengdo pode ser usado em formulacdes terapéuticas
como um agonista ou antagonista que sao preparados para armazenamento
pela mistura das variantes ou dos conjugados dos mesmos que tém o grau
desejado de pureza com opcionais veiculos, excipientes ou estabilizadores
fisiologicamente aceitaveis, [Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edi-
tion, Osol, A. Ed. (1980); Pedido de Patente N° 10/846.129], na forma de
solugcdes aquosas ou formulagdes liofilizadas. Veiculos, excipientes, ou es-
tabilizadores aceitaveis s&o nao-téxicos aos recipientes nas dosagens e
concentragdes empregadas, e incluem tampdes, tais como fosfato, citrato, e
outros acidos organicos; antioxidantes incluindo acido ascérbico e metionina;
conservantes (tais como octadecildimetilbenzil cloreto de amoénio; cloreto de

hexametdnio; cloreto de benzalcénio, cloreto de benzetdnio; fenol, butila ou



10

15

20

25

30

49

benzil alcool; parabenos de alquila, tal como parabeno de metila ou propila;
catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipeptideos de
baixo peso molecular (menos do que aproximadamente 10 residuos); protei-
nas, tais como albumina sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hi-
drofilicos, tais como polivinilpilorridona; aminoacidos, tais como glicina, glu-
tamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina; monossacarideos, dissaca-
rideos, e outros carboidratos incluindo glicose, manose, ou dextrinas; agen-
tes quelantes, tais como EDTA; acucares, tais como sacarose, manitol, tre-
halose ou sorbitol; contra-ions formadores de sal, tais como sbédio; comple-
xos metalicos (por exemplo, complexos de Zn-proteina); e/ou tensoativos
nao-idnico, tal como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG).

As variantes também podem ser formuladas em lipossomos. Li-
possomos que contém a molécula do interesse sao preparados por métodos
conhecidos na técnica, tal como descritos em Epstein e outros, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:3688 (1985); Hwang e outros, Proc. Natl Acad. Sci. USA
77:4030 (1980); e Patente U.S. Nos 4.485.045 e 4.544.545. Lipossomos com
o tempo de circulagdo aumentado sdo descritos em Patente U.S. No.
5.013.556.

Imunolipossomos particularmente Gteis pode ser gerados pelo
método de evaporacao em fase reversa com uma composi¢ao lipidica com-
preendendo fosfatidilcolina, colesterol e fosfatidiletanolamina derivatizada
com PEG (PEG-PE). Lipossomas s&o expulsos através de filtros do tamanho
de poro definido para produzir lipossomos com didmetro desejado. Fragmen-
tos Fab de um anticorpo da presente invengcdo podem ser conjugados aos
lipossomos como descrito em Martin e outros, J. Biol. Chem. 257:286-288
(1982) através de uma reagéo de permutacédo de dissulfeto. Um agente qui-
mioterapico (tal como Doxorrubicina) & opcionalmente contido no lipossomo.
Vide Gabizon e outros, J. National Cancer Inst. 81(19):1484(1989).

A formulagéo neste pedido também pode conter mais de um
composto ativo como necessaria para indicagéo particular que é tratada, pre-
ferencialmente aquelas atividades complementares que nao afetam adver-

samente um ao outro. Tais moléculas estdo presentes apropriadamente em
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combinacdo em quantidades que sao eficazes para o objetivo desejado. Por
exemplo, uma variante C242 ou um conjugado da mesma pode ser combi-
nado com um agente coterapéutico, tal como, agente quimioterapico.

Os ingredientes ativos também podem ser capturadas em micro-
capsulas preparadas, por exemplo, por técnicas coacervagao ou por polime-
rizagao interfacial, por exemplo, microcapsula de gelatina ou hidroximetilce-
lulose e microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, em siste-
mas de entrega de farmaco coloidal (por exemplo, lipossomos, microesferas
de albumina, microemulsdes, nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macro-
emulsbes. Tais técnicas sdo descritas em Remington's Pharmaceutical Sci-
ences 16th edition. Osol, A. Ed. (1980).

As formulacdes a serem usadas para administracdo in vivo de-
vem ser estéreis. Isto é prontamente executado pela filtracdo através de
membranas de filtracao estéreis, como discutido acima.

Preparacdes de liberacdo sustentada podem ser preparadas.
Exemplos adequados de preparagdes de liberagdo sustentada incluem ma-
trizes semipermeaveis de polimeros hidrofébicos sélidos contendo o antago-
nista, matrizes as quais estdo na forma de artigos modelados, por exemplo,
filmes, ou microcapsulas. Exemplos de matrizes de liberagao sustentada
incluem poliésteres, hidrogéis [por exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou
poli(vinilalcool)], polilactideos (Patente U.S. N° 3.773.919), co-polimeros de
acido L-glutdmico e L-glutamato de etila, acetato de etileno vinil nao-
degradavel, co-polimeros de acido lactico acido glicolico degradaveis, tais
como o Lupron Depot™ (microesferas injetaveis compostas de co-polimero
de acido lactico acido glicélico e acetato de leuprolida), e acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico. Enquanto polimeros, tais como acetato de etileno vinil e acido
lactico acido glicolico permitem a liberagédo de moléculas durante mais de
100 dias, certos hidrogéis liberam proteinas de periodos do tempo menores.
Quando anticorpos encapsulados permanecem no corpo por um longo tem-
po, podem desnaturar ou agregar como resultado da exposi¢ao a umidade a
37°C, resultando em uma perda de atividade biolégica e possiveis modifica-

cdes na imunogenicidade. Estratégias racionais podem ser planejadas para
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a estabilizacado dependendo do mecanismo envolvido. Por exemplo, se o
mecanismo de agregacgao & descoberto que é a formacgado de ligagdo S-S
intermolecular através da permuta de tiodissulfeto, a estabilizagao pode ser
alcangada pela modificagdo dos residuos sulfidrila, liofilizagao das solugdes
acidicas, controle da umidade do conteudo, uso de aditivos apropriados, e
desenvolvimento de composi¢cées de matriz de polimero especificas.
Métodos Terapéuticos de Uso

Em outra modalidade, a presente inveng¢ao fornece um método
de inibigdo da atividade do antigeno C242 pela administragdo de um anticor-
po que antagoniza a fungédo de anti-CD44/CanAg (antigeno), a um paciente
em necessidade do mesmo. Qualquer um anticorpo variante ou fragmento
de ligagcao a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente citotéxico e
o anticorpo variante ou fragmento de ligagéo a epitopo do mesmo da inven-
¢ao, pode ser usado terapeuticamente.

Em uma modalidade preferencial, os anticorpos variantes ou
fragmento de ligacdo a epitopo do mesmo ou conjugado de um agente cito-
toxico e os anticorpos variantes ou epitopo dos mesmos de fragmentos de
ligacao da invengéao estao usados para o tratamento de um disturbio hiper-
proliferativa em um mamifero. Em modalidade mais preferencial, uma das
composi¢des farmacéuticas descrita acima, e a qual contém um anticorpo
variante ou fragmento de ligacdo a epitopo do mesmo ou um conjugado de
um agente citotdxico e um anticorpo variante ou fragmento de ligagao a epi-
topo do mesmo da invengao, é usada para o tratamento de um distarbio hi-
perproliferativa em um mamifero. Preferencialmente, a disturbio € cancer do
pulmao, mama, colon, prostata, rim, pancreas, ovario, cérvice e érgaos linfa-
ticos, osteossarcoma, carcinoma sinovial, um sarcoma ou uma carcinoma
em que CanAg esta expresso, e outros canceres ainda para ser determina-
dos no quais CanAg é predominantemente expresso. Em outra modalidade,
dita que a composigao farmacéutica refere-se a outros disturbios tais como,
por exemplo, doencas autoimunes, tais como lupus sistémico, artrite reuma-
toide, e esclerose multipla; as rejeicbes a enxerto, tais como rejeicdo a

transplante renal, rejeicao a transplante de figado, rejei¢cao a transplante de
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pulmao, rejeicéo a transplante cardiaco, e rejeigdo a transplante de medula
Ossea; doenca do enxerto contra o hospedeiro; infecgdes virais, tais como
infecgcdo por mV, infeccao por HIV, AIDS, etc.; e infecgdes parasitarias, tais
como giardiase, amebiase, esquistossomose, e outras como determinadas
por um versado na técnica ordinaria.

Similarmente, a presente invengao fornece um método para ini-
bicao do crescimento de populagdes celulares selecionadas compreendendo
células contatantes com alvo, ou tecido contendo células alvo que expres-
sam CanAg, com uma quantidade eficaz de um anticorpo variante ou frag-
mento de ligagao a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente cito-
toxico e um anticorpo variante ou fragmento de ligagao a epitopo do mesmo
da presente invengédo, ou agente terapéutico compreendendo um anticorpo
variante ou fragmento de ligagcado a epitopo do mesmo ou um conjugado de
um agente citotdéxico e um anticorpo variante ou fragmento de ligagao a epi-
topo do mesmo, sozinhos ou em combinagédo com outros agentes citotoxicos
ou terapéuticos.

O método para inibicdo do crescimento de populagdes celulares
selecionadas pode ser praticado in vitro, in vivo, ou ex vivo. Como usado
neste pedido, "inibicdo do crescimento" significa reduzir a velocidade do
crescimento de uma célula, reduzindo viabilidade celular, causando a morte
de uma célula, lisar uma célula e induzir morte celular, ao longo de um curto
ou longo periodo de tempo.

Exemplos de usos in vitro incluem tratamentos de medula 6ssea
autdloga antes do seu transplante no mesmo paciente a fim de matar células
doentes ou malignas; tratamentos da medula 6ssea antes do seu transplante
a fim de matar células T competentes e prevenir a doenga do enxerto contra
o hospedeiro (GVHD); tratamentos das culturas celulares a fim de matar to-
das as células exceto as variantes desejadas que ndo expressam o antigeno
alvo; ou matar variantes que expressam antigeno indesejado.

As condigdes de uso in vitro nao-clinico sdo prontamente deter-
minadas por um versado na técnica.

[166] Exemplos de uso clinicos ex vivo sdo para remover células
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tumorais ou células linféides da medula 6ssea antes do transplante autélogo
no tratamento de cancer ou no tratamento de doenga autoimune, ou para
remover celulas T e outras células linfoides da medula 6ssea ou tecido autoé-
logo ou halogeneico antes do transplante a fim de prevenir a doenca do en-
xerto contra o hospedeiro (GVHD). O tratamento pode ser realizado como se
segue. A medula 6ssea é coletada do paciente ou de outro individuo e entao
incubada em meio contendo soro ao qual é adicionado o anticorpo variante
ou fragmento de ligagdo a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agen-
te citotéxico e o anticorpo variante ou fragmento de ligacdao a epitopo do
mesmo da invengédo. Faixas de concentragcido de aproximadamente 10 uM a
1 pM, durante aproximadamente 30 minutos a aproximadamente 48 horas
em aproximadamente 370C. As condigbes exatas da concentragdo e o tem-
po da incubacéo, isto &, a dose, sdo prontamente determinadas por um ver-
sado na técnica. Apo6s a incubacgéo, as células de medula éssea sao lavadas
com meio contendo soro e devolvidas ao paciente pela infuszo i.v. de acordo
com meétodos conhecidos. Em circunstancias onde o paciente recebe outro
tratamento, tal como um curso de quimioterapia ablativa ou irradiagcéo do
corpo total entre o tempo de coleta do tutano e a reinfusdo das células trata-
das, as células de tutano tratadas sdo armazenadas congeladas em nitrogé-
nio liquido usando equipamento médico padrao.

Para uso clinico in vivo, o anticorpo variante ou fragmento de
ligacao a epitopo do mesmo ou um conjugado de um agente citotdxico e o
anticorpo variante ou fragmento de ligacéao a epitopo da invencao serao for-
necidos como solugcdes que séo testadas para esterilidade e para niveis de
endotoxina. Exemplos de protocolos adequados de administracéo de conju-
gado citotoxica sdo como se segue. Conjugados sdo dados semanalmente
durante 4 semanas como um bolo i.v. cada semana. Doses em bolus s&o
dadas em 50 a 100 ml da solugao salina normal a qual 5 a 10 mi da albumi-
na sérica humana podem ser adicionados. As dosagens serao 100uga 1 g
por administracao, i.v. (faixa de 100 ng a 10 mg/kg por dia). Mais preferenci-
almente, as dosagens variardo de 50 ug a 30 mg. Ainda mais preferencial-

mente, as dosagens variardo de 1 mg a 20 mg. Apos quatro semanas de
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tratamento, o paciente pode continuar a receber tratamento segundo uma
base semanal. Protocolos clinicos especificos quanto a via de administra-
cao, excipientes, diluentes, dosagens, tempos, etc. podem ser determinados
por um versado na técnica como as garantias da situag&o clinica.
Diagnéstico

Os anticorpos ou os fragmentos de anticorpo da invengao tam-
bém podem ser usados para detectar o antigeno C242(anti-CD44/CanAg)
em uma amostra biolégica in vitro ou in vivo. Em uma modalidade, os anti-
corpos C242 variantes da invengdo sao usados para determinar o nivel de
anti-CD44/CanAg em um tecido ou em células derivadas do tecido. Em uma
modalidade preferencial, o tecido € um tecido doente. Em uma modalidade
preferencial do método, o tecido € um tumor ou uma biopsia do mesmo. Em
uma modalidade preferencial do método, um tecido ou uma biopsia do mes-
mo é primeiro excisada de um paciente, e os niveis de anti-CD44/CanAg no
tecido ou biopsia podem entao ser determinados em um imunoensaio com
os anticorpos ou fragmentos de anticorpo da invengéo. O tecido ou biopsia
do mesmo pode ser congelado ou fixado. O mesmo método pode ser usado
para determinar outras propriedades do anti-CD44/CanAg, tais como sua
modificacdo pos-traducional (por exemplo, glicolagéo), niveis de superficie
celular, ou localizagao celular.

O método descrito acima pode ser usado para diagnosticar um
cancer em um individuo que se sabe ou se suspeita ter cancer, em que o
nivel de CanAg medido no dito paciente € comparado com aquele de um
individuo normal referéncia ou padrao. O dito método pode entédo ser usado
para determinar se um tumor expressa CanAg, que pode sugerir que o tumor
respondera bem ao tratamento com os anticorpos, fragmentos de anticorpo
ou conjugados de anticorpo da presente invengao. Preferencialmente, o tu-
mor & um cancer do pulmao, mama, célon, prostata, rim, pancreas, ovario,
cérvice e o6rgaos linfaticos, osteossarcoma, carcinoma sinovial, um sarcoma
ou um carcinoma em que CanAg esta expresso, e outros canceres ainda
para serem determinados nos quais CanAg é predominantemente expresso.

A presente invengao fornece ainda para anticorpos monoclonais
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variantes, anticorpos variantes humanizados e fragmentos de ligagdo a epi-
topo dos mesmos que sao ainda marcados para uso em pesquisa ou aplica-
¢cOes diagndsticas. Em modalidades preferenciais, o marcador € um radio-
marcador, um fluoréforo, um croméforo, um agente de visualizagdo ou um
ion metalico.

Um método do diagnéstico € também fornecido no qual os ditos
anticorpos marcados ou de fragmentos de ligagdo a epitopo dos mesmos
sa&o administrados a um individuo suspeitando ter cancer, e a distribuicao do
marcador no corpo do individuo € medida ou monitorada.

Conjunto

A presente inveng¢ao também inclui conjuntos, por exemplo,
compreendendo um conjugado citotoxico descrito e instrugdes para uso do
conjugado citotdéxico para morte de tipos particulares de célula. As instrugbes
podem incluir instrugdes para uso dos conjugados citotdxicos in vitro, in vivo
Ou ex Vivo.

Tipicamente, o conjunto terd um compartimento contendo o con-
jugado citotéxico. O conjugado citotoxico pode estar em uma forma liofiliza-
da, forma liquida, ou outra forma modificavel para ser incluida em um con-
junto. O conjunto pode também conter elementos adicionais necessarios a
pratica do método descrito nas instrugdes no conjunto, tais como uma solu-
cao esterilizada para reconstituicdo de um po liofilizado, agentes adicionais
para combinagdo com o conjugado citotoxico antes da administragdo a um
paciente, e instrumentos que ajudam na administragao do conjugado a um
paciente.

Desenho da sequéncia consenso

As sequéncias consenso foram criadas pela marcagéao dos resi-
duos presentes de cada posicdo no banco de dados de sequéncia de anti-
corpo murino de Kabat. Varios milhares de sequéncias da regiao variavel da
cadeia leve e pesada foram alinhadas com o médulo ClustalW na analise de
sequéncia e programa de manipulagédo de dados "Vector NTI" (um produto
da Invitrogen Corp.). Vide também Lu G, Moriyama EN Vector NTI, a bal-
anced all-in-one sequence analysis suite. Brief Bioinform. 2004
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Dec;5(4):378-88. O alinhamento foi importado para uma planilha do Micro-
soft Excel para calcular que residuos foram mais frequentemente encontra-
dos em cada posicéo nos bancos de dados da regido variavel da cadeia leve
e pesada murino e entao emitiu os resultados como sequéncias "consenso".
Em ocasi&o, consenso poderia ser dividido entre dois residuos de aminoaci-
do, em que o menor de dois aminoacidos conservados € escolhido para me-
Ihorar as propriedades biofisicas ou consideragées de humanizagao de um
anticorpo. Por exemplo, no caso imediato, na cadeia leve Q45 é substituida
pelo R que nao substitui o residuo nao-consenso com o residuo consenso
murino, que é K. Tais observa¢ées sao evidentes para um versado na técni-
ca sem experimentacao indevida ou necessitando destes detalhes especifi-
COS.

O banco de dados de sequéncia Kabat estda comercialmente dis-
ponivel através da compra de uma licenga. Além disso, milhares de sequén-
cias de anticorpo murino estido publicamente disponiveis para baixar no sitio
eletrénico do NCBI e podem ser usados para gerar dados similares.

Todas as referéncias citadas neste pedido e nos exemplos que
seguem sao expressamente incorporadas por referéncia em sua plenitude.

O amplo escopo desta invencao € melhor entendido com refe-
réncia aos seguintes exemplos, que nao sao destinados a limitar a invencao

a modalidades especificas.

EXEMPLOS
Materiais

Os preps de plasmideo pSynC242 e controle foram preparados
por técnicas de purificagdo padrao com CsCI2. QuikChange Site-Directed
Mutagenesis System foi obtido de Stratagene(#200518). RNeasy Mini Kit foi
encomendado da Qiagen (#74104). Superscript First Strand Synthesis para
reacdes de transcriptase reversa foi de GibcoBRL(#11904-418). Cyber Gre-
en real time PCR Master Mix foi obtida de Applied Biosystems (#4309155).
Estreptavidina conjugada fluoresceina foi de Jackson Immuno Research (#
016-010-084 Img/ml). Placas com fundo em U de 96 cavidades foram da
FALCON (#3077). EZ-Link Sulfo-NHS-LC-Biotin foi da Pierce (#21335).
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Métodos
Substituicdo de aminoacido nas estruturas HC e LC de huC242 por mutagé-

nese sitio-dirigida

Desenho do lniciador

Pares de iniciadores para PCR complementares para reagoes de
mutagénese eram em tamanho de 30 bases e continham a substituicdo de
nucleotideo(s) desejada no meio dos iniciadores. Purificou-se iniciadores em
PAGE e foram reconstituidos em 150 ng/pl.

Reacdes de Mutagénese por PCR

Reacdes de PCR foram preparadas como se segue: 5 ul de
tampao de reagdo 10 vezes (Stratagene), 20 ng dsDNA molde, 0,85 ul (125
ng) de iniciador reverso, 1 yl de dNTP 400 mM (Stratagene), e ddH20 foram
adicionados a um volume final de 50 ul em um tubo epindorf de parede fina.
Finalmente, 1 pyl de Pfu Turbo DNA polimerase (2,5 U/ul, Stratagene) foi adi-
cionado a mistura de reacao e os tubos foram colocados em um termocicla-
dor MJ Research. As condi¢cdes das reagdes foram como se segue:

1 ciclo em 95°C por 30 segundos

12 ciclos de 95°C por 30 segundos, seguidos por 55°C por 1 mi-
nuto, e 68°C por 11 minutos (1 minuto/kb com um molde de 11kb). O nimero
de ciclos foi aumentado para 14 quando duas bases foram modificadas.

1 ciclo a 68°C por 8 minutos

Mantido a 4°C

Transformagao de células competentes foi realizada como se
segue:

O molde de DNA da PCR foi neutralizado por digestdo com en-
zima de restricao de dependente de metilagdo, Dpn1 (Stratagene). A diges-
tdo por restricao foi realizada com 1 yl de Dpn1 adicionada diretamente a
reacédo de PCR e incubada a 27°C durante 1 hora. A reacéo foi ent&ao trans-
formada pela adigéo de 3 Oul do produto de PCR digerido por Dpn1 a 50 (Jpl
de células competentes XL-1 (Stratagene), incubagdo em gelo durante 30
minutos, seguidos por um pulso de calor de 42°C por 45 segundos, retor-

nando ao gelo durante 2 minutos, e entdo adicionando 0,5 ml de tampéao



10

15

20

25

30

58

SOC para uma incubagéo final a 37°C por 1 hora em agitagdo a 225 RPM.
As células transformadas foram plaqueadas em placas LB/Amp (300 ul por
placa) e incubadas a 37°C durante a noite.

Confirmacao da mutagénese

O plasmideo de DNA foi isolado a partir das coldnias transfor-
madas com colunas Qiagen mini prep e separadas por eletroforese em gel
de agarose. Plasmideos que mantiveram a mesma mobilidade eletroforética
que o DNA molde foram ainda analisados por sequenciamento das regides
VH e VL a fim de confirmar os produtos de mutagénese esperados. Reacdes
de sequenciamento foram realizadas por técnicas de sequenciamento auto-
matico padrao (Sterky F, Lundeberg J Sequence analysis of genes and ge-
nomes. J Biotechnol. 2000 Jan 7;76(1):1-31).

Transfeccdes transientes

Transfecgéo transiente com plasmideos de expressao de anti-
corpo foram realizadas com Qiagen's Superfection reagent Kit. Para assegu-
rar a equivaléncia de transfecgao entre os plasmideos testados, as concen-
tracoes de DNA foram medidas pela OD260 e confirmadas pela visualizagao
em um gel de agarose. Antes de transfecgdo, 3 x 105 células 293T foram
plagueadas em 6 discos de cavidades. Misturas de transfecgao foram feitas
até 0,6 ml por cavidade com 2 ug de plasmideo de DNA (ou TE para o bran-
co controle), misturadas com 15 ul de Superfect (Qiagen) e incubadas em
temperatura ambiente por 10 minutos. A mistura foi adicionada as células
293T que foram entdo colocadas em uma incubadora a 37°C, CO2 5% por 2
horas. Ap6s, as células foram lavadas com meio de cultura celular e final-
mente incubadas em 1 mL do meio de cultura por Oh, 14 h, 22 he 48 h em
uma incubadora a 37°C, CO2 5% para permitir a producédo de anticorpo. Os
anticorpos secretados foram coletados do meio de cultura a O h, de 14 h, de
22 h e de 48 h apés transfecgédo. A concentragéao de anticorpo foi medida por
ELISA quantitativa anti-hulgGl (QE).

Quantitativo do ELISA
Quantitativo do ELISA foi realizado em placas de 96 cavidades

cobertas com um anticorpo IgG anti-ovelha humano (The Binding Site Limi-
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ted, UK, product code AUOOO06) por 1 hora a temperatura ambiente. As pla-
cas foram entédo bloqueadas com 1% de soro neonatal de cabra em PBS por
1 hora a temperatura ambiente. Os sobrenadantes de transfecgao foram di-
luidos em série e aplicados as placas blogueadas seguido por outra incuba-
¢ao a temperatura ambiente por 1 h. As placas do ELISA foram entdo lava-
das 4 vezes com PBS./0,05% Tween-20, anticorpo secundario foi adicionado
(anticorpo anti-humano Kappa conjugado a peroxidase (The Binding Site
Limited, UK, product code APO 15), e as placas foram novamente incubadas
por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, as placas foram lavadas 4
vezes com PBS./0,05% de Tween-20 e ABTS foi adicionado (ABTS 0,5
mg/ml, H202 0,03% em tampaéo citrato 0,1 M). A absorvancia da placa de
ELISA foi lida em OD405 e a concentracédo de IgGl humana foi calculada em
relacdo a absorvancia dos padrdes internos.

Comparacido quantitativa de mRNA e niveis intracelulares HC/LC do huC242

original e mutado

Isolamento de RNA total
RNA total foi isolado a partir de 6 x 106 células 293T transfecta-

das transientemente com Qiagen RNeasy spin columns seguindo os proto-

colos do conjunto. As células foram tripsinizadas, lavadas com PBS, peleta-
das, o sobrenadante foi removido e os péletes foram congelados a -80°C
durante a noite. Os péletes celulares foram partidos em 500 pl de tamp&ao
RLT contendo -mercaptoetanol 1% (v/v), misturado completamente, e entao
homogeneizado por passagem por uma agulha de 20 gauge 5 vezes. A cada
homogeneizado, 500 ul de etanol 70% foi adicionado, o tubo foi misturado,
entdo 700 ul da amostra foram aplicados em uma mini coluna RNeasy, e os
tubos foram girados em 10.000 rpm por 15 segundos. O fluxo continuo foi
descartado e a coluna foi lavada com 350 pl de tampao RW1 seguida por
outro giro a 10.000 rpm por 15 segundos. O DNA celular foi removido com
80 ul de solugdo de DNase | (10 pl de DNase | em 70 pl de Tamp&o RDD)
adicionado ao centro da membrana da coluna, incubada a temperatura am-
biente (20 a 30°C) por 15 min, entdo 350 pyl do Tampao RW1 foram adicio-

nados a coluna e os tubos foram girados a 10.000 rpm por 15 segundos. O
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fluxo continuo foi descartado e a coluna foi transferida para um novo tubo
coletor de 2 mi para duas lavagens adicionais com 500 ul de Tampao RPE
cada e girada a 10.000 rpm por 15 segundos para primeira lavagem e 2 mi-
nutos para a segunda lavagem. A coluna foi colocada em um novo tubo cole-
tor de 2 ml e girada a velocidade total por 1 minuto para secar completamen-
te a coluna. Finalmente, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor
de 1,5 ml e o RNA foi eluido com 30 yl agua livre de RNase e girado a
10.000 rpm por 1 minuto. A concentragdo de RNA foi medida por OD260 e
entdo as amostras foram armazenadas em -80°C.

Sintese de cDNA

As reagdes de sintese de cDNA de fita foram realizadas com

transcriptase reversa Superscript |l (Invitrogen), seguindo os protocolos do
conjunto. A mistura de reacao foi feita com 3 ug de RNA total , 3 uL de he-
xameros randémicos, 1 yL de dNTP 10 mM, e completado a 10 Oul com a-
gua tratada com DEPC. A mistura foi incubada a 65°C por 5 minutos, e en-
tao posta no gelo por pelo menos 1 minuto. A cada reagao, 2 pl de tampéao
RT 10x, 4 yl de MgCI2 25 mM, 2 pL de DTT 0,1 M e 01 pL de inibidor de
ribonuclease RNaseOUT foram adicionados, misturados, e incubados a
25°C por 2 minutos. Apds, 1 pl de transcriptase reversa Superscript 1l (50U)
foi adicionado a cada tubo, misturado e incubado por 25°C por 10 minutos,
42°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e entao resfriado no gelo. A rea-
¢ao foi coletada por um giro breve e o RNA foi removido com RNase H (1 pl
adicionado a cada tubo e incubado a 37°C por 20 minutos) antes de prosse-
guir com a PCR quantitativa.

Estrutura da PCR quantitativa

As reacdes de PCR quantitativas foram realizadas em placas 96
cavidades usando o Cyber Green Real Time PCR Master Mix Kit (Applied
Biosystems). As reagbes de transcriptase reversa foram diluidas 1:500 e 10
pl de cada amostra foram plaqueadas em triplicata nas cavidades. Para ca-
da par de iniciador, uma curva padrao (4 a 5 pontos) foi gerada usando 10 pl
de diuicdes 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600 de uma amostra de RNA.

Controles internos de transfecgcao foram também realizados em triplicata pa-
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ra cada amostra com iniciadores especificos para o gene de resisténcia a
neomicina presente em cada plasmideo. Um controle de nimero de célula
separado também foi realizado para cada amostra usando iniciadores espe-
cificos para actina. A cada cavidade experimental e controle, 15 [yl da mis-
tura de reacao (0,05 ul de cada iniciador 100 uM, 12,50ul de 2x Cyber Gre-
en Real Time PCR Master Mix e 2,4 ul de ddH20) foram adicionados. As
placas foram seladas e giradas para coletar os conteidos antes de serem
colocadas no termociclador em tempo real ABI prism 7000. As reagdes fo-
ram realizadas a 95°C por 10 minutos seguido por 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Os dados de reagao foram analisados com o
programa ABI prism 7000.

Analise dos niveis intracelulares das cadeias pesada e leve

Células expressando IgGs estavelmente ou transientemente fo-
ram lisadas em tampao RIPA e as concentragdes de proteina foram normali-
zadas. Os lisados celulares foram submetidos a eletroforese sob condi¢des
desnaturantes ou nao-desnaturantes. As IgGs nos lisados foram purificadas
ou concentradas por técnicas de precipitagdo em Proteina A antes da eletro-
forese como necessario. Os géis de acrilamida foram analisados por técni-
cas de Western blotting usando anticorpos anti-lgG humana e anti-LCk hu-
mano para visualizar as bandas da cadeia pesada e da cadeia leve, respec-
tivamente.

Medicado da afinidade de ligacdo HuC242 a células positivas para o antigeno

Ligacao ndao-competitiva

Os anticorpos huC242 e o variante foram normalizados para 1 a
2 Oug/ml com tampéo de FACS (NGS 2,5% em meio RPMI). Amostras de
500l em duplicatas foram aplicadas em uma placa de 96 cavdiades e dilui-
das em série 1:1 em tampao de FACS. Células Colo205 foram ressuspensas
no tampao de FACS a 4x106 células/m! e 50 ul foram adicionados a cada
cavidade. A placa foi incubada por 2 horas e entéo lavada 2 vezes com 200
ul de tampao de FACS por cavidade seguido por giro a 4°C por 5 minutos
em 1200 rpm. Os sobrenadantes foram retirados e 50 pl do anticorpo secun-

dario marcado com FITC (1:100 diluido em tampao de FACS) foram adicio-
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nados a cada cavidade e a placa foi incubada a 4°C por 30 minutos. Final-
mente, a placa foi lavada como descrito acima e as células foram fixadas
com 200 pl/cavidade de Formaldeido 1% em PBS. A ligagcdo de anticorpo
relativa as células alvo foi analisada pela fluorescéncia em um citdmetro de
fluxo BD FACScalliber.
Ligacaéo competitiva

HuC242 foi biotinilada com | mg/ml de EZ-Link Sulfo-NHS-LC-

Biotin (Pierce #21335) incubado a temperatura ambiente por 1 hora. A rea-

c¢ao foi parada com taurina e entao dialisada contra PBS 1x a 4°C durante a
noite. O huC242 biotinilado foi diluido a 1,6x10-9 M para uma concentracao
de reacao final em 4x10-10 M.

O huC242 nao marcado e os anticorpos variantes foram diluido
em série 1:2 de 4x10-8 M a 1x10-11 M e 50 OUul de cada amostra foram adi-
cionados a placa. Apéds, 50 ul por cavidade de huC242 biotinilado foram mis-
turados por pipetacao de cima para baixo 3 vezes. As células Colo 205 fo-
ram lavadas duas vezes com o tampao de FACS, ressuspensas a 2x105
células/ml, e 100 ul foram misturados em cada cavidade contendo as mistu-
ras de anticorpo. A placa foi incubada em gelo por 2 horas, lavadas 2 vezes
com o tampao de FACS e entdao 50 ul Estreptavidina Conjugada a Fluores-
ceina diluida 1:100 foram adicionados. Apds, a placa foi incubada em gelo
por 1 hora, lavadas 2 vezes com o tampéo de FACS e as células foram fixa-
das com 200 pi por cavidade de formaldeido 1% em PBS. A ligagcdo competi-
tiva foi analisada em um citdmetro de fluxo BD FACScalliber.

Baixa de producido de huC242 é observada dentro de horas apés transfec-

cdo transiente de células 293T.

Transfeccdes transientes foram realizadas em células 293T para
comparar a expressdo de huC242 com anticorpos de controle conhecidos
terem moderados a altos potenciais de expressdo. Plasmideos que codifi-
cam os dois anticorpos humanizados de controle, bem como huC242 foram
transfectados em células 293T em paralelo e anticorpos segregados foram
coletados do meio de cultura O h, 14 h, 22 h e 48 h apés a transfecgao. Logo

quatorze horas ap6s transfecgdo, o huC242 foi secretado muito menor do
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que os anticorpos controle (Figura 2), e a diferenga aumentou além do tem-
po. Em 48 horas, o huC242 acumulado produzido foi somente aproximada-
mente 7% do Controle A e 12% do Controle B.

Os niveis RNAmM das cadeias pesada e leve de huC242 transfeccées transi-

entes em 293T parecem normais

A fim de examinar se a baixa produgao de huC242 é devida a
baixos niveis de RNA mensageiro para IgG, os mRNAs das cadeias pesada
e leve de huC242 foi comparado com outros anticorpos humanizados no re-
pertério da ImmunoGen. HuC242 e os anticorpos de controles foram trans-
fectados em células 293T em paralelo e mRNAs foram isolados a partir das
células apds 72 h. As amostras foram analisadas por técnicas de RT-PCR
quantitativa e os resultados (Figura 3) indicam que os niveis de RNAm de
huC242 sdo comparaveis aos anticorpos controles. O RNAmM da cadeia pe-
sada de huC242 normalizado foi um tanto maior que a maioria dos anticor-
pos, mas foi similar ao controle C. O RNAmM da cadeia leve de huC242 foi
menor que aquele do controle A, mas similar aos controles A e C. Tomados
em conjunto, os niveis celulares de RNAmM das cadeias pesada e leve de
huC242 foi encontrado ser comparaveis com varios outros anticorpos capa-
zes de alta produtividade.

A proporcao relativa de huC242 montado (H2L2) para HC (H) é significante-

mente menor que a razao huB4 em linhagens celulares CHO estaveis

Com base nos resultados de qPCR, a baixa produtividade de
huC242 provavelmente é pés-transcricional. Para analisar os eventos pos-
transcricionais, a expressao intracelular e a montagem dos peptideos das
cadeias pesada e leve foram comparadas entre o controle A e huC242. A
linhagem celular CHO estavel que expressa o controle A foi comparado com
duas linhagens celulares CHO estaveis que expressam huC242. Lisados
celulares totais foram submetidos a purificagcdo em proteina A e as IgGs iso-
ladas foram separadas em um gel ndo-desnaturante e coradas com Coo-
massie Blue (Figura 4). A presenca de multiplas espécies de montagem in-
completa de huC242 comparadas com o anticorpo de controle sugere que a

montagem ineficiente das cadeias pesada e leve, possivelmente devido a
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baixa compatibilidade entre os peptideos ou suprimento insuficiente da ca-
deia leve, possa ser uma raiz da baixa expresséo do anticorpo huC242.
Multiplos residuos de estrutura das cadeias pesada e leve de huC242 nio se

adequam as sequéncias consenso

A presenca de residuos nao-consenso nas estruturas das cadei-
as pesada e leve de huC242 foi inicialmente realizada por alinhamento das
sequéncias de aminoacido da regidao variavel de huC242 com anticorpos
controle com superficie recoberta conhecidos por ser capazes de alto nivel
de expresséo em linhagens CHO estaveis. Uma vez que residuos que levam
a baixa expressao provavelmente ndo sao prevalentes na natureza, as estru-
turas da regido variavel das cadeias pesada e leve de huC242 foram alinha-
das as sequéncias consenso geradas a partir das entradas dos bancos de
dados Kabat de IgG 1 murino e cadeia leve Kappa respectivamente (Figura
5). As sequéncias consenso murino foram utilizadas porque os residuos in-
seridos na superficie recoberta do anticorpo, tal como huC242 conserva to-
dos os residuos murinos do anticorpo murino parental original e os residuos
de superficie humanos seriam nao geralmente considerados para substitui-
¢ao. O residuo 26(D), mostrado na Figura 5 € uma excegdo aquele que é um
residuo inserido porque esta exposto na superficie. Este residuo foi substitu-
ido com G porque comegar com ele (D) € um residuo murino e como uma
regra geral, os residuos murinos podem ser substituidos mesmo que sejam
encontrados fora dos residuos inseridos. O residuo G a partir do consenso
murino, neste caso, sucede ser consistente com a sequéncia humana usada
para a humanizagao de C242.

As mesmas posi¢coes de estrutura huC242 que nao combinam
com um pequeno grupo de anticorpos de recombinante também nao combi-
na com a sequéncia consenso do amplo banco de dados. Além disso, muitos
destes residuos de huC242 foram encontrados por serem extremamente
raros nas mesmas posi¢cdes no banco de dados Kabat, variando no presente
em 16% de anticorpos murinos baixo para tdo pouco como 0,80% (vide Ta-
bela abaixo). Estes residuos de estrutura inseridos raros foram escolhidos

para investigacao adicional em se algum contribui para o baixo potencial de
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expressao do anticorpo huC242.

Tabela: Residuos de aminoacidos raros na estrutura da regiao variavel de
huC242 e a frequéncia do seu aparecimento no banco de dados de anti-
corpo de Kabat. Para comparagao, os residuos de aminoacidos corres-

pondentes da sequéncia consenso e sua frequéncia 1 é dada
ESTRUTURA DA REGIAO VARIAVEL DA CADEIA PESADA
Resi- huC242 Sequéncia consenso a partir de
duo N° Kabat
Amino- Frequéncia em Amino- Frequéncia em
acido Kabat acido Kabat
16 E 95/3408: 2,8% A 1533/3408: 45,6%
26 D 29/3661: 0,8% G 3612/2661: 98,7%
46 K 88/3715: 2,4% E 3563/3715: 95,9%
82A K 17/3745: 0,45% S 1953/3745: 52,1%
89 T 648/3894: 16,6% Vv 2147/3894: 55,1%
ESTRUTURA DA REGIAO VARIAVEL DA CADEIA LEVE
45 Q 244/2606: 9,4% K/R 2307/2606: 88,5%
70 A 39/2987: 1,3% D 1652/2987: 55,3%

Aumento moderado de producéo de 1gG por uma substituicao DE aminoaci-
do unico em huC242 ou nas estruturas da cadeia leve.

Para investigar se os residuos incomuns identificados nas estru-
turas das cadeias pesada e leve de huC242 podem impactar negativamente
na producao de anticorpo, estes residuos foram substituidos pelos residuos
consenso correspondentes usando mutagénese sitio dirigida. A expressao
de anticorpo variante de aminoacido unico de huC242 foi comparado a
huC242 e anticorpo de controle por transfeccéo transiente. Os respectivos
plasmideos de expressio foram transfectados em células 293T e apos 72
horas, os niveis de IgGs secretados foram determinados por ELISA quantita-
tivo. Aumentos moderados da producgéo de IgG foram alcangados por substi-
tuicbes de aminoacido unico nas regides de estrutura da cadeia pesada ou
leve de huC242 (Figura 6).

Para assegurar que as substituicdes de residuo nao alteraram a
atividade de ligacao ao anticorpo, as variantes huC242 foram avaliadas por

FACS em células Colo 205 antigeno positivas. Os resultados mostraram que
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as substituicGes de aminoacido nao modificaram o perfil de ligacdo (Figura
6).

Aumentos significantes na produtividade de anticorpo sdo alcancados pela

combinagcao de duas a trés modificacées de residuo na estrutura das cadei-

as pesada e leve de huC242

As substituicdes de aminoacido em huC242 foram estendidas
para incluir multiplas modificagdes de residuo de estrutura. Os construtos
das cadeias pesada e leve variantes também foram misturados e combina-
dos para construir um arranjo de pares de variantes huC242, cada um con-
tendo duas ou mais substituicdes de residuo. As produtividades relativas das
variantes de huC242 foram comparadas em transfecgbes transientes de
293T como descrito acima. As varias combinagdes de substituicao de resi-
duos resultaram em diferentes niveis de produtividade, com os maiores au-
mentos vistos naquelas contendo duas ou trés modificagbes combinadas
entre a estrutura de regido variavel das cadeias pesada e leve de huC242
(Figura 7).

Os niveis de RNAm das cadeias pesada e leve de variantes
huC242 permanecem inalterados.

O aumento na produtividade de huC242 vista com as variantes
de sequéncias seriam devidas as propriedades melhoradas de transcricao,
traducao ou pés-traducionais do anticorpo. Para investigar a fonte do au-
mento da expressdo de huC242, um experimento de qPCR foi conduzido
avaliando os niveis de RNAmM de huC242 e das variantes de sequéncias
huC242 expressas em células 293T transfectadas transientemente. Os re-
sultados indicam que as variantes de huC242 produziram niveis similares de
RNAmM tanto da cadeia pesada como da leve quando comparada com
huC242 (Figura 8). Isto sugere que o aumento da produc¢éo de anticorpo das
variantes huC242 nao foi devido ao aumento da transcricdo ou estabilidade
do RNAm, mas possivelmente devido as propriedades pos-transcricionais
melhoradas.

Um aumento no peptideo de cadeia leve intracelular & observa-

do em consequéncia das variagdes de cadeia pesada
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Para estudar ainda os mecanismos possiveis associados com a
produtividade aumentada de huC242 pelas substituicbes de residuo de es-
trutura da regiao variavel, os niveis de peptideo das cadeias pesada e leve
intracelular foram comparados. O huC242 e as variantes de sequéncia foram
transientemente transfectadas em células 293T que foram lisadas 72 horas
apos, e os lisados celulares totais foram avaliados por técnicas de Western
blotting sob condi¢des desnaturantes. Tanto anticorpos secundarios anti-
hulgG 1 como anti-huK foram utilizados para visualizar ambas as bandas
das cadeias pesada e leve no mesmo gel. De maneira interessante, as subs-
tituicbes de residuo na estrutura da regido variavel da cadeia pesada nao
afetaram a expresséao de cadeia pesada mas sim aumentado o acumulo in-
tracelular da cadeia leve de huC242 nao contendo substituicées de residuo
(Figura 9). Estes resultados sugerem que as variantes da cadeia pesada de
huC242 protegem a cadeia leve de huC242 de ser degradada, possivelmen-
te através do aumento da compatibilidade da cadeia pesada com a cadeia
leve que leva a um aumento da montagem de anticorpo e enfim a producgéao
de anticorpo aumentada. Estes resultados também mostraram que as produ-
tividades das variantes huC242 foram aproximadamente proporcionais aos
seus niveis de cadeia leve intracelular, mas ndo os de cadeia pesada.

As substituicdes de residuo em huC242 levam a montagem melhorada das

cadeias pesada e leve

Western blots realizados sob condigbes nao-desnaturantes for-
necem evidéncias adicionais de propriedades poés-traducionais melhoradas
nas variantes de huC242. Lisados celulares totais a partir de células 293T
transfectadas transientemente com huC242 e os construtos variantes foram
avaliados com técnicas de Western blotting nao-desnaturantes (Figura 10).
Nestes experimentos, os anticorpos totalmente montados ndo-desnaturados
poderiam ser visualizados em conjunto com as cadeias leve e pesada nao-
montada bem como produtos de montagem intermediaria. A proporgéao intra-
celular de IgG totalmente montada (H2L2) versus produtos de montagem
intermediaria (H2, H2L1, etc.) foi significativamente melhorada como um re-

sultado das substituicdes de aminoacido (Figura 10(a)). Além disso, estes
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resultados mostraram que quando as variantes das cadeias pesada e leve
foram usadas em combinagio, os niveis intracelulares de ambas as cadeias
foram aumentados. Isto sugere que as interacbes melhoradas entre as se-
quéncias de variantes das cadeias pesada e leve resuitam na protecao intra-
cadeia mutua da degradacao.

Os construtos e variantes de huC242 foram avaliados em géis
corados com Coomassie Blue para evitar artefatos potenciais associados
com as técnicas de Western blotting (Figura 10(b)). Os lisados celulares to-
tais a partir das células 293T transientemente transfectadas foram submeti-
dos a técnicas de purificacdo em Proteina A, entdo as IgGs isoladas foram
aplicadas em PAGE nao-desnaturante e posteriormente coradas com Coo-
massie Blue. Os resultados sdo consistentes com os observados por Wes-
tern blot, demonstrando niveis significantes de anticorpo parcialmente mon-
tado na coluna huC242 e um aumento na proporgéao de anticorpo totalmente
montado (H2L2) nas colunas de variante de huC242

As substituicées de residuo nas variantes de huC242 nao afetam
o atividade de ligagdo ao antigeno

A atividade de ligacao relativa de huC242 e os construtos de va-
riantes foram avaliados no células Colo205 antigeno positivas por FACS. As
variantes de huC242 capazes aumentar a produtividade de anticorpo nao
exibiram modificagdes significantes no atividade de ligagao a antigeno (Figu-
ra 11(a)). Para confirmacao adicional destes resultados, um ensaio de liga-
cdo competitiva foi realizado pelo desafio de huC242 biotinilado ligado a cé-
lulas Col0205 com variantes de huC242 nao marcadas serialmente diluidas
(Figura 1l (b)). Este experimento demonstrou que as variantes de huC242
poderiam competir com huC242 pela ligagdo a células Colo205 antigeno
positivas em uma maneira dependente da concentragcdo. Os resultados
combinados dos ensaios de ligagao direta e competitiva indicam que huC242
e os construtos de variantes tém similares atividades de ligagao.

Aqueles versados na técnica apreciarao que as condigbes e tec-
nicas de re-engenharia, incluindo processos, com excecao daqueles que sao

especificamente ilustrados neste pedido podem ser empregadas na pratica
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desta inveng&o como reivindicado sem recurso a experimentacgdo indevida.
Aqueles versados na técnica reconhecerao e entenderdo que equivalentes
funcionais dos procedimentos, condigées de processo, e técnicas ilustradas
neste pedido existem na técnica. Todos esses equivalentes conhecidos sdo

destinados a ser englobados por esta invencgao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> ZHOU, Xiao-Mai

TAVARES, Daniel

<120> METODOS PARA MELHORAR A PRODUGCAO DE ANTICORPO
<130> A9267

<150> US 60/855361

<151> 2006-10-31

<160> 16

<170> Patentin verséo 3.3

<210> 1

<211> 119

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 cadeia pesada

<400> 1

Gln Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
151015

Thr Val Lys lle Ser Cys Lys Ala Ser Asp Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Lys Gin Ala Pro Gly Gin Gly Leu Lys Trp Met
3540 45

Gly Trp lle Asp Thr Thr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Gin Lys Phe
50 55 60

Gin Gly Arg lle Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 7075 80

Leu GIn lle Lys Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Gly Pro Tyr Asn Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115
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<210> 2

<211> 112

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 cadeia leve

<400> 2

Asp lle Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Val Pro Val Thr Pro Gly
151015

Glu Pro Val Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro Gly GIn Ser
3540 45

Pro GIn Leu Leu lle Tyr Arg Met Ser Asn Leu Val Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu GIn His
8590 95

Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 3

<211> 132

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> sequéncia consensual de murino de cadeia pesada
<400> 3

Glu Val GIn Leu GIn GIn Ser Gly Ala Glu Leu Val Lys Pro Gly Ala
151015

Ser Val Lys Leu Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30
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Trp Met His Asn Ser Trp Val Lys GIn Arg Pro Gly Lys Gly Leu Glu
3540 45

Trp lle Gly Tyr lle Asn Pro Lys Ala Gly Asn Gly Gly Thr Lys Tyr
50 55 60

Asn Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Val Asp Lys Ser Ser
65 70 75 80

Ser Thr Ala Tyr Met GIn Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala
8590 95

Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Gly Ser Tyr Tyr Tyr
100 105 110

Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gin Gly Thr Thr Val
115120 125

Thr Val Ser Ser

130

<210> 4

<211> 119

<212> PRT

<213> Sequéncia attificial

<220>

<223> sequéncia consensual de murino de cadeia leve

<400> 4

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Ala Ser Leu Ser Val Ser Leu Gly
151015

Glu Lys Val Thr lle Ser Cys Arg Ala Ser GIn Ser Leu Leu His Ser
20 25 30

Gly Asn Gly Asn Ser Tyr Leu His Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn
3540 45

Ser Pro Lys Leu Leu lle Tyr Asp Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val
50 55 60

Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr

65 70 75 80
lle Ser Ser Val Glu Ala Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn
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85 90 95

Trp Ser Ser Tyr Pro Pro Ser Thr His Thr Pro Leu Thr Phe Gly Gly
100 105 110

Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys

115

<210>5

<211> 132

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia de cadeia leve

<400> 5

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Val Pro Val
2025 30

Thr Pro Gly Glu Pro Val Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu
3540 45

Leu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro GIn Leu Leu lle Tyr Arg Met Ser Asn Leu Val Ser
65 70 75 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr
85 90 95

Leu Arg lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Leu GIn His Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu
115120 125

Glu Leu Lys Arg

130

<210> 6

<211> 132
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<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huMy96 sequéncia cadeia leve

<400> 6

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Glu lle Val Leu Thr Gin Ser Pro Gly Ser Leu Ala Val
20 25 30

Ser Pro Gly Glu Arg Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser GIn Ser Val
354045

Phe Phe Ser Ser Ser GiIn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gin GIn lle
50 55 60

Pro Gly Gin Ser Pro Arg Leu Leu lle Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu
65 70 75 80

Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
8590 95

Thr Leu Thr lle Ser Ser Val GIn Pro Glu Asp Leu Ala lle Tyr Tyr
100 105 110

Cys His GIn Tyr Leu Ser Ser Arg Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu
115120 125

Glu lle Lys Arg

130

<210>7

<211> 122

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> rB4 sequéncia cadeia leve

<400> 7

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015
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Val His Ser Glu lle Val Leu Thr GIn Ser Pro Ala lle Met Ser Ala
2025 30

Ser Pro Gly Glu Arg Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Val Asn Tyr
3540 45

Met His Trp Tyr GIn Gin Lys Pro Gly Thr Ser Pro Arg Arg Trp lle
50 55 60

Tyr Asp Thr Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
65 70 75 80

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr lle Ser Ser Met Glu Pro
85 90 95

Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys His GIn Arg Gly Ser Tyr Thr Phe
100 105 110

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg

115 120

<210> 8

<211> 132

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huEM164 sequéncia cadeia leve

<400> 8

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Asp Val Val Met Thr Gin Thr Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30

Ser Leu Gly Asp Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser lle
3540 45

Val His Ser Asn Val Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro Arg Leu Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ala Gly Thr Asp Phe Thr
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8590 95

Leu Arg lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly lle Tyr Tyr Cys
100 105 110

Phe GIn Gly Ser His Val Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Glu Hle Lys Arg

130

<210> 9

<211> 132

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huN901 sequéncia cadeia leve

<400> 9

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Asp Val Val Met Thr Gin Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30

Thr Leu Gly Gin Pro Ala Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Gin lle lle
3540 45

lle His Ser Asp Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Phe GIn Gin Arg Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro Arg Arg Leu lle Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser
65 70 75 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
85 90 95

Leu Lys lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Phe GIn Gly Ser His Val Pro His Thr Phe Gly GIn Gly Thr Lys Val
115 120 125

Glu lle Lys Arg

130
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<210> 10

<211> 121

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> sequéncia de cadeia leve consensual

<400> 10

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val
20 25 30

Ser Pro Gly Glu Pro Val Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser GIn Ser lle
3540 45

lle His Ser Asn Thr Tyr Leu Trp Tyr Gin GIn Lys Pro Gly GIn Ser
50 55 60

Pro Arg Leu Leu lie Tyr Lys Val Ser Asn Arg Ser Gly Val Pro Asp
65 70 75 80

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Arg lle Ser
85 90 95

Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly lle Tyr Tyr Cys GIn Pro Thr Phe
100 105 110

Gly Gly Thr Lys Leu Glu lle Lys Arg

115 120

<210> 11

<211> 468

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia de cadeia pesada

<400> 11

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015
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Val His Ser GIn Val GIn Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
20 25 30

Pro Gly Glu Thr Val Lys lle Ser Cys Lys Ala Ser Asp Tyr Thr Phe
3540 45

Thr Tyr Tyr Gly Met Asn Trp Val Lys GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu
50 55 60

Lys Trp Met Gly Trp lle Asp Thr Thr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala
65 70 75 80

GIn Lys Phe GIn Gly Arg lle Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser
85 90 95

Thr Ala Tyr Leu GIn lle Lys Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Thr
100 105 110

Tyr Phe Cys Ala Arg Arg Gly Pro Tyr Asn Trp Tyr Phe Asp Val Trp
115 120 125

Gly GIn Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
130 135 140

Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
145 150 155 160

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr
165 170 175

Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro
180 185 190

Ala Val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr
195 200 205

Val Pro Ser Ser Ser Leu Gly Thr GIn Thr Tyr lle Cys Asn Val Asn
210 215 220

His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Glu Pro Lys Ser
225 230 235 240

Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu
245 250 255

Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu
260 265 270
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Met lle Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser
275 280 285

His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu
290 295 300

Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu GIn Tyr Asn Ser Thr
305 310 315 320

Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His GIn Asp Trp Leu Asn
325 330 335

Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
340 345 350

lle Glu Lys Thr lle Ser Lys Ala Lys Gly GIn Pro Arg Glu Pro Gin
355 360 365

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn GIn Val
370 375 380

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp lle Ala Val
385 390 395 400

Glu Trp Glu Ser Asn Gly GIn Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
420 425 430

Val Asp Lys Ser Arg Trp GIn GIn Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val
435 440 445

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu
450 455 460

Ser Pro Gly Lys

465

<210> 12

<211> 1404

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia de cadeia pesada
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<400> 12

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactcccag 60
gtccagttgg tgcagtctgg agccgaggtg aagaagectg gagagacagt caagatctcc 120
tgcaaggctt ctgattatac cttcacatac tatggaatga actgggtgaa gcaggctccg 180
ggacagggtc tgaagtggat gggctggatc gacaccacca ctggagagcc aacatatgct 240
cagaagtttc agggacggat tgccttctct ttggagacct ctgccagcac tgcctatctg 300
cagatcaaaa gcctgaaatc tgaggacacc gctacatatt tctgtgccag acgggggcect 360
tacaactggt actttgatgt ctggggccag gggaccacgg tcaccgtcte ctcagectec 420
accaagggcc catcggtctt cccecctggea cectectcca agagcaccte tgggggcaca 480
gcggccectgg getgectggt caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtecgtggaac 540
tcaggcgccc tgaccagegg cgtgcacacc ttcceggetg tectacagte ctcaggacte 600
tactccctca gecagegtggt gaccgtgece tccagcagcet tgggcacceca gacctacatc 660
tgcaacgtga atcacaagcc cagcaacacc aaggtggaca agaaagttga gcccaaatct 720
tgtgacaaaa ctcacacatg cccaccgtgc ccagcacctg aactcctggg gggaccgtca 780
gtcttcctcet tcccecccaaa acccaaggac accctcatga tectcccggac cectgaggte 840
acatgcgtgg tggtggacgt gagccacgaa gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg 900
gacggcgtgg aggtgcataa tgccaagaca aagccgcggg aggagcagta caacagcacg
960

taccgtgtgg tcagcgtcct caccgtectg caccaggact ggctgaatgg caaggagtac 1020
aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca gecccccatcg agaaaaccat ctccaaagec 1080
aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac accctgcccc catcccggga tgagctgacc
1140

aagaaccagg tcagcctgac ctgcctggtc aaaggcttct atcccagega catcgecgtg 1200
Page 10

gagtgggaga gcaatgggca gccggagaac aactacaaga ccacgcctcc cgtgctggac
1260

tccgacggct ccttettect ctacagcaag ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag 1320
gggaacgtct tctcatgete cgtgatgcat gaggcetctge acaaccacta cacgcagaag 1380
agcctctcec tgtctcecggg taaa 1404

<210> 13

<211> 238

<212> PRT
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<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia cadeia leve

<400> 13

Met Gly Trp Ser Cys lle lle Leu Phe Leu Val Ala Thr Ala Thr Gly
151015

Val His Ser Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Val Pro Val
20 25 30

Thr Pro Gly Glu Pro Val Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu
35 40 45

Leu His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro
50 55 60

Gly GIn Ser Pro Gin Leu Leu lle Tyr Arg Met Ser Asn Leu Val Ser
65 70 75 80

Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr
85 90 95

Leu Arg lle Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys
100 105 110

Leu GIn His Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu
115 120 125

Glu Leu Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe lle Phe Pro Pro
130 135 140

Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu
145 150 155 160

Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val GIn Trp Lys Val Asp Asn
165 170 175

Ala Leu GIn Ser Gly Asn Ser GIn Gilu Ser Val Thr Glu GIn Asp Ser
180 185 190

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
195 200 205

Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His GIn Gly
210 215 220




10

15

20

25

30

82

Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225 230 235

<210> 14

<211> 714

<212> DNA

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia cadeia leve

<400> 14

atgggatgga gctgtatcat cctcttcttg gtagcaacag ctacaggtgt ccactccgat 60
attgtgatga ctcagtctcc actgtctgta cctgtcacte ctggagagcc tgtatccatc 120
tcctgcaggt ctagtaagag tctcctgcat agtaatggca acacttactt gtattggtic 180
ctgcagaggc caggccagtc tcctcagcete ctgatatatc ggatgtccaa cctggtctca 240
ggagtcccag acaggttcag tggcagtggg tcaggaactg ctttcacact gagaatcagt 300
agagtggagg ctgaggatgt gggtgtttat tactgtctgc aacatctgga gtatccgttc 360
acgttcggtc ctgggaccaa gctggagcetg aaacgaactg tggctgcacc atctgtcttc 420
atcttcccgce catctgatga gecagttgaaa tctggaactg cctctgttgt gtgcctgetg 480
aataacttct atcccagaga ggccaaagta cagtggaagg tggataacgc cctccaatcg 540
ggtaactccc aggagagtgt cacagagcag gacagcaagg acagcaccta cagcctcage 600
agcaccctga cgctgagcaa agcagactac gagaaacaca aagtctacgc ctgcgaagtc 660
acccatcagg gcctgagctc gcccgtcaca aagagcttca acaggggaga gtgt 714
<210> 15

<211> 119

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia de dominio variavel de cadeia pesada

<400> 15

GIn Val GIn Leu Val GIn Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Glu
151015

Thr Val Lys lle Ser Cys Lys Ala Ser Asp Tyr Thr Phe Thr Tyr Tyr

20 25 30




10

15

20

25

30

83

Gly Met Asn Trp Val Lys GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Lys Trp Met
3540 45

Gly Trp lle Asp Thr Thr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

GIn Gly Arg lle Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu GIn lle Lys Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95

Ala Arg Arg Gly Pro Tyr Asn Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly GIn Gly
100 105 110

Thr Thr Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 16

<211> 113

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> huC242 sequéncia de dominio variavel de cadeia leve
<400> 16

Asp lle Val Met Thr GIn Ser Pro Leu Ser Val Pro Val Thr Pro Gly
151015

Glu Pro Val Ser lle Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser
20 25 30

Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Tyr Trp Phe Leu GIn Arg Pro Gly GIn Ser
3540 45

Pro Gin Leu Leu lle Tyr Arg Met Ser Asn Leu Val Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Ala Phe Thr Leu Arg lle
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Leu Gin His
85 90 95

Leu Glu Tyr Pro Phe Thr Phe Gly Pro Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys




100 105 110
Arg

84
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REIVINDICACOES

1. Método para aumentar a produgéo de um anticorpo murino
humanizado ou um fragmento do mesmo em uma célula hospedeira pela re-
engenharia de sequéncia, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) alinhamento de uma colegdo de sequéncias de estrutura da
regido variavel de anticorpo murino, em que tal alinhamento identifica os re-
siduos de aminoacidos mais frequentemente encontrados (residuos consen-
s0) em cada posicao na dita estrutura;

b) comparacdo dos ditos residuos consenso com os residuos
correspondentes na sequéncia da estrutura da regido variavel do anticorpo
humanizado;

¢) identificagdo no dito anticorpo humanizado de um ou mais re-
siduos de aminoacidos nado-consenso de na sequéncia da estrutura da regi-
ao variavel; e

d) substituicdo no dito anticorpo humanizado ou fragmento do
mesmo de um ou mais residuos de aminoacidos n&o-consenso com o resi-
duo consenso na posigdo equivalente para produzir um anticorpo variante,
em que o dito anticorpo variante é produzido na dita célula hospedeira em
um rendimento maior quando comparado com o dito anticorpo humanizado;
e

e) opcionalmente, um ou mais de aminoécidoé sao substituidos
com um residuo ndo-consenso por consideragdes biofisicas.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o dito rendimento maior é pelo menos 2 vezes ou maior.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita substituigdao é na dita cadeia pesada.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita substituicdo é na dita cadeia leve.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a dita substituicdo € em ambas as cadeias pesada e leve.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 3 a
5, caracterizado pelo fato de que a substituicdo é no nucleo da sequéncia da
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estrutura da regiao variavel.

7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 3 a
5, caracterizado pelo fato de que o aminoacido ndo-consenso é um aminoa-
cido raro.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado é huC242 e as substituicdes estdo em
uma ou mais posigdes da regido variavel da cadeia pesada selecionadas de
16, 26, 46, ou 89 na SEQ ID NO: 1 ou posi¢des da regido variavel da cadeia
leve 45 ou 70 na SEQ ID NO: 2, ou ambas, as posi¢gdes que sdo determina-
das pelo esquema de numeracgao de Kabat, e em que o aminoacido da se-
quéncia da regido variavel da cadeia leve é representado pela SEQ ID NO: 2
e a sequéncia de aminoéacidos da regido variavel da cadeia pesada é repre-
sentada pela SEQ ID NO: 1

9. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado é huC242 e as substituicdes de um ou
mais selecionados a partir do grupo composto de Q45K/R e A70D na cadeia
leve, e um ou mais selecionados a partir do grupo composto de residuos de
aminoacidos EIA, D26G, K46E e T89V na cadeia pesada, o residuo aminoa-
cido que é determinado pelo esquema de numeracgéo de residuo de anticor-
po Kabat, e em que a sequéncia de aminoacidos da regido vaﬁével da ca-
deia leve é representada pela SEQ ID NO: 2 e a sequéncia de aminoacidos
da regiao variavel da cadeia pesada é representado pela SEQ ID NO: 1.

10. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado € huC242 e as substituicdes sdo uma
ou mais selecionadas a partir do grupo composto de Q45K/R e A70D na ca-
deia leve, o residuo de aminoacido que é determinado pelo esquema de
numeracgao de residuo de anticorpo Kabat, e em que a sequéncia de amino-
acidos da regiao variavel da cadeia leve é representada pela SEQ ID NO: 2.

11. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado é huC242 e as substituicbes sdo aque-
las selecionadas a partir do grupo composto de residuos de aminoacidos
E1A, D26G, K46E, e T89V na cadeia pesada, o residuo de aminoacido que
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€ determinado pelo esquema de numeragéo de residuo de anticorpo Kabat,
€ em que a sequéncia de aminoacidos da regido variavel da cadeia pesada
€ representada pela SEQ ID NO:1.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado & huC242 e as substituigdes sao aque-
las selecionadas a partir grupo composto de residuos de aminoacidos E1A,
D26G, K46E, T89V, K46E/D26G, K46E/K82S, K46E/T89V,
K46E/E16A/D26G, K46E/K82S/D26G e K46E/T89V/D26G na cadeia pesada,
o residuo de aminoacido que é determinado pelo esquema de numeracéao de
residuo de anticorpo Kabat, e em que a sequéncia de aminoacidos da regiao
variavel da cadeia pesada é representada pela SEQ ID NO: 1.

13. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo humanizado é huC242 e as substituicdes sdo uma
de A70D ou Q45K/R na cadeia leve e uma de K46E, D26G, K46E/D26G ou
K46E/T89V na cadeia pesada, o residuo aminoacido que é determinado pelo
esquema de numeracéo de residuo de anticorpo Kabat, e em que a sequén-
cia de aminoacidos da regido variavel da cadeia leve é representada pela
SEQ ID NO: 2 e a sequéncia de aminoacidos da regido variavel da cadeia
pesada é representada pela SEQ ID NO: 1.

14. Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 8 a
13, caracterizado pelo fato de que o dito rendimento maior & de pelo menos
2 vezes ou maior.

15. Anticorpo, caracterizado pelo fato de ser produzido pelo mé-
todo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 e 8 a 13.

16. Acido nucléico isolado, caracterizado pelo fato de que com-
preende uma sequéncia humana inteira que codifica C242 tendo pelo menos
uma variacdo em uma regido da dita sequéncia que codifica uma regiao va-
riavel da cadeia pesada ou uma regiao variavel da cadeia leve, em que pelo
menos uma dita variacdo aumenta o rendimento de uma proteina codificada
pelo dito gene C242 e em que a dita proteina inclui pelo menos uma dita va-
riagcao.

17. Acido nucléico de acordo com a reivindicagao 16, caracteri-
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zado pelo fato de que pelo menos uma dita variagdo compreende uma varia-
¢ao em uma regido da dita sequéncia que codifica um motifo de aminoacido
da regi&o variavel da cadeia pesada (Figura 12) ou uma regido variavel da
cadeia leve (Figura 12) ou ambos.

18. Acido nucléico de acordo com a reivindicagao 17, caracteri-
zado pelo fato de que pelo menos uma dita variagao no dito motifo é sele-
cionada a partir da substituicdo de um cédon que codifica de Gin (CAG) para
Lys (AAA) ou Arg (CGG), de um codon que codifica Ala (GCT) para Asp
(GAT), de um cdédon que codifica Glu (GAG) para Ala (GCC), de um cédon
que codifica Asp (GAC) para Gly (GGC), de um cédon que codifica Lys (AA-
A) para Glu (GAA); ou de um cédon que codifica Thr (ACC) para Val (GTC).

19. Acido nucléico de acordo com a reivindicagao 16, caracteri-
zado pelo fato de que a dita substituicdo do dito codon ocorre em uma ca-
deia leve ou uma pesada.

20. Acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 16, caracteri-
zado pelo fato de que a dita substituicdo da cadeia leve é selecionada a par-
tir de:

Q45K/R GIn(CAG) para Lys(AAA) ou Arg(CGG) ou

A70D Ala(GCT) para Asp (GAT)

21. Acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 16, caracteri-

zado pelo fato de que a dita substituicio da cadeia pesada é selecionada a

partir de

E16A Glu (GAG) para Ala (GCC);
D26G Asp (GAC) para Gly (GGC);
K46E Lys (AAA) para Glu (GAA); ou

T8OW Thr(ACC) para Val (GTC)

22. Acido nucléico de acordo com a reivindicagdo 16, caracteri-
zado pelo fato de que a dita sequéncia codifica um produto génico variante
C242.

23. Acido nucléico de acordo com a reivindicagao 22, caracteri-
zado pelo fato de que o dito produto génico € um anticorpo.

24. Anticorpo variante ou fragmento de ligacdo a epitopo do
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mesmo, caracterizado pelo fato de que a dita variante tem uma ou mais
substituicbes de aminoacidos em um anticorpo parental que tem uma regido
variavel que compreende uma cadeia pesada da SEQ ID NO: 1 [huC242] e
uma cadeia leve da SEQ ID NO:2 [huC242] e a dita variante mostra uma
sintese melhorada quando introduzida em uma célula hospedeira unica
quando comparada com o dito anticorpo parental.

25. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado
pelo fato de que a dita substituicdo esta em uma ou mais posi¢des selecio-
nadas a partir de 45 e 70, na dita SEQ ID NO:2 ou 16, 26, 46, ou 89 na dita
SEQ ID NO:1, ditas posigées sendo determinadas pelo esquema de nume-
racéo Kabat.

26. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado
pelo fato de que a dita substituicido é selecionada a partir do grupo composto
de Q45K/R, A70D, E16A, D26G, K46E, ou T89V na cadeia pesada, ditas
posicdes sendo determinadas pelo esquema de numeracio Kabat.

27. Método para aumentar a produgdo de um anticorpo humani-
zado ou um fragmento de ligagao a epitopo do mesmo em uma célula hos-
pedeira pela re-engenharia da sequéncia, caracterizado pelo fato de que
compreende:

a) alinhamento de uma colegédo de sequéncias de estrutura da
regiao variavel de anticorpo a partir de anticorpos do mesmo género ou outra
classificagdo taxonédmica como aquela da qual o anticorpo humanizado foi
derivado pertence, em que tal alinhamento identifica os residuos de aminoa-
cidos mais frequentemente encontrados (residuos consenso) em cada posi-
¢ao na estrutura,

b) comparacdo dos residuos consenso com a sequéncia dos
residuos correspondentes na estrutura da regido variavel do anticorpo hu-
manizado;

¢) identificagao no anticorpo humanizado de um ou mais resi-
duos nao-consenso na sequéncia da estrutura da regiao variavel; e

d) substituicdo no anticorpo humanizado ou um fragmento dito
do mesmo de um ou mais residuos nao-consenso com o residuo consenso
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na posicao equivalente para produzir um anticorpo variante, em que o anti-
corpo variante é produzido em uma célula com um rendimento maior quando
comparado com o anticorpo humanizado.

e) Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substitu-
idos com um residuo nado-consenso por consideracées biofisicas.

28. Método para aumentar a produgdo de um anticorpo parental
ou um fragmento de ligagéo a antigeno do mesmo em uma célula hospedei-
ra pela re-engenharia da sequéncia, caracterizado pelo fato de que compre-
ende:

a) alinhamento de uma colegao de sequéncias de estrutura da
regiao variavel de anticorpo a partir de anticorpos do mesmo género ou outra
classificagéo taxonémica como aquela da qual o anticorpo parental foi deri-
vado pertence, em que tal alinhamento identifica os residuos de aminoacidos
mais frequentemente encontrados (residuos consenso) em cada posicéo na
estrutura;

b) comparacédo dos residuos consenso com os residuos corres-
pondentes na sequéncia da estrutura da regiao variavel do anticorpo paren-
tal;

c) identificacdo no anticorpo parental de um ou mais residuos de
aminoacidos ndo-consenso na sequéncia da estrutura da regiéo variavel; e

d) substituicdo no anticorpo parental ou fragmento do mesmo de
um ou mais residuos de aminoacidos nédo-consenso com o residuo consen-
SO na posi¢cao equivalente para produzir um anticorpo variante, em que o
anticorpo variante é produzido na célula hospedeira em um rendimento mai-
or quando comparado com o anticorpo parental.

e) Opcionalmente, um ou mais aminoacidos podem ser substitu-

idos com um residuo ndo-consenso por consideragdes biofisicas.



1/20

Anatomia de um Anticorpo
Regiao Variavel

Anticopor IgG1 humano RegiéoLccionservada
e
Regido \»/’elr)lg;ﬂ\fsl(w

Cadeia
Pesada

{ " g Cadeia
Cadeia : <= Pesada

Pesada =

Para
dominio CH1

Leve . e M : \

Cadeia
Leve

Para
dominio CL

Regido Conservada

FIG. 1




Nivel Relativo de IgG

0.75

0.50

0.25+

0.00

2/20

Horas Apé6s Transfecgao

FIG. 2

A
v

Vazio
Ac. Controle A
Ac. Controle B

huC242



3/20

RNA m de HC (normalizado pelo RNAm de neo)

1.8
1.6
1.4
1.2

‘n Desvio Padrao

11’: RNAmM de HC normalizado
in ng (/ng de RNAmM de Neo)

0.8
0.6
0.4
0.2

[ SN

Vazio huC242 Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac.
Controle Controle Controle Controle Controle Controle
A B C D E

RNA m de LC (normalizado pelo RNAm de neo)

187 |
N |
1.4} i
1217 @
1 3 = Desvio Padrio
08l 3 | :
N »_ ¢ i :8 RNAm de HC normalizado
0.4 % 1 ] in ng (/ng de RNAm de Neo)
0247 & I 5
0 2 ® 5 e
Vazio huC242 Ac. Ac. Ac. Ac. Ac. Ac.
Controle Controle Controle Controle Controle Controle
A B

FIG. 3



Kd

250
148

98

64
50

36

22

<
Q
=
I=
Q
&
S
<

4/20

huC242

clone1 clone2

FIG. 4

H2L2




5/20

FIG. 5a

A.Cadeia Pesada

Kabatf 1 26 CDR1 48
huC242 HC QUQLVQSGAEVEKP GETUKISCKASIJYTIT XYY GHE=<WUKQ APGQG]

CDR2 58
GRIDTTT G-~EPTYAQKIQG

cons. mallC EUVQLQQ3GAELUKP GASUKLSCKAS FT SYWHHN SWUKQRPGKG IGYINPKA RIGGTKYNEKIKG
* * T*x *

* % % x * L 4 xTx T
Kab acf (13 89 CDR3 113
huC242 NC RIAFSLETSASTAYLQIKSLKSEDT C —e— e DUWGQGTTUTVSS  (SCQ ID X0.1)
cons. muHC KATLTUDKSSSTAYMQLSSLTSEDSARYYCARYYYY GGSYYYYYEYYYFDYWGQGTTUTUSS  (SEQ ID X0.3)
E & 3 - - * - x>
B.Cadeia Leve
Kab acf 1 CDR1 45 CDR2 84
huC242 LC DIVMTQSPL3VPUTP GEPUSISCRS SKSLLHS -N@ITYLYWFLQRP GQ SP L IYRHSHLVSGUPDRISG
cons. mulC D!WQSP&SLML@MISC”.SQSLLHSGNWSWQQ@GQSPI L IYDT SHLASGUPIRISG
* * x * TR = *x
Kab acf 85 70 CIR3 107
huCz2492 LC 363G I'ILRISRUEAEDUWYYCLQHLBYP--g-_-!TI‘GPGHG—H,K (SEQ I NWO:2)

x* x

cons. malC SGSGTYFTLT ISSUE AED AKTYYCQQWSSYPPSTHTPLTFGGGTKLEIK (SEQ ID ¥O: 4)
* = ~ *




C.Alinhamento das cadeias leves de cinco anticorpos humanizados

Cadeia Leve

, huczAaz
{ huMyS6
: rB4
‘huEM164
i huNSO01

LC
LC
LC
LC
LC

Consenso

huC242
huMy9s6
rBa
huEM164
i huNSO01

LC

Consenso

hucC242
» huMyse
: rB4
jhuEM164
. huN901

LC
LC
LC
LC
LC

Consenso

(1)
(1)
(1)
(1)
{1)
(1)

(51)
(51)
(46)
(51)
(51)
151)

(100)
(101)

(94)
(100}
{100)
(101)
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FIG. 5¢
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51 Kpn1 ) 100
SNG-NTYL YVHLORBPGES P Qi I vMSNLVS GVP DRF SGSGSGTAFTLRI
~~3QEN YL AUYQOIPGOSPRLLIYUAS TRESGVPDRFEGSGSGTDFTLTI
8 G- -VN YBHUVYQORPGTSPRRUIYDTSKLASGVPARFSGSGSGTHESLTI
SNV-NTYLEV¥LOBPGES PRLE I YRUSNRFSGVPDRF SGSGRGTDFTLR I
SDG-NTYUEWl@oRPGQS PRREI YRUSNRFSGUPDRFSGSGSGTD FRLET
S NTYL UYQQKPGOSPRLLIYKVSNR SGVPDRFSGSGSGTDFTLRI

CDR3

101 133
SRVEAEDEGYY YCL QHLE YBF TF GPG TKISEEKR
SSVQPEDEREY YCHOY-LSSRTFGQGTKLEIKR
SSHEPEDLINTY YCHQO- -RGZYTF GGG TKISETKR
SRVEAEDHGEY YCF OGSHVEP TF GGG TKEETK P,
SRVEXE DEGRY YCFQGSHVPHTF QG TKEEIKR
SRVEAEDLGIYYC Q P TFG GTKLEIKR
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Substituigao d
e residuo na LC

FIG. 7
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residuo na HC
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FIG. 8

Produtividade Relativa de IgG

c— Ac. Controle A
E=9) huC242

R hyuC242 Vvariante

ER huC242 variante

=3 huC242 Variante

0 huC242 Variante

2.0

1.5+

18
13
17
13

8.3
1.0
78
4.7
6.5
4.5

o

L Ty
15
et

LC




10/20

FIG. 9
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FIG. 11a
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FIG. 11b
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FIG. 11c
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Sequéncias inteiras do HuC242

Sequéncia proteica de HC

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451

MGWSCIILFL
YGMNWVKQAP
QIKSLKSEDT
PSSKSTSGGT
YSLSSVVTVP
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQPEN
EALHNHYTQK

VATATGVHSQ
GQGLKWMGWI
ATYFCARRGP
AALGCLVKDY
SSSLGTQTYI
VFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD
SLSLSPGK

FIG. 12

VQLVQSGAEV
DTTTGEPTYA
YNWYFDVWGQ
FPEPVTVSWN
CNVNHKPSNT
TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLPPSRDELT
SDGSFFLYSK

KKPGETVKIS
QKFQGRIAFS
GTTVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKKVEPKS
TCVVVDVSHE
HODWLNGKEY
KNQVSLTCLV
LTVDKSRWQQ

CKASDYTFTY
LETSASTAYL
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
CDKTHTCPPC
DPEVKFNWYV
KCKVSNKALP
KGFYPSDIAV
GNVFSCSVMH

Sequéncia de DNA da HC

1

55
109
163
217
271
325
379
433
487
541
595
649
703
757
811
865
919
973
1027
1081
1135
1189
1243
1297
1351

ATGGGATGG
TCCCAGGTC
GTCAAGATC
TGGGTGAAG
ACCACTGGA
TTGGAGACC
GACACCGCT
GTCTGGGGC
TCGGTCTTC
CTGGGCTGC
TCAGGCGCC
GGACTCTAC
CAGACCTAC
AAAGTTGAG
CCTGAACTC
ACCCTCATG
CACGAAGAC
AATGCCAAG
AGCGTCCTC
AAGGTCTCC
AAAGGGCAG
CTGACCAAG
GACATCGCC
ACGCCTCCC
GTGGACAAG
GAGGCTCTG

AGCTGTATC
CAGTTGGTG
TCCTGCAAG
CAGGCTCCG
GAGCCAACA
TCTGCCAGC
ACATATTTC
CAGGGGACC
CCCCTGGCA
CTGGTCAAG
CTGACCAGC
TCCCTCAGC
ATCTGCAAC
CCCAAATCT
CTGGGGGGA
ATCTCCCGG
CCTGAGGTC
ACAAAGCCG
ACCGTCCTG
AACAAAGCC
CCCCGAGAA
AACCAGGTC
GTGGAGTGG
GTGCTGGAC
AGCAGGTGG
CACAACCAC

ATCCTCTTC
CAGTCTGGA
GCTTCTGAT
GGACAGGGT
TATGCTCAG
ACTGCCTAT
TGTGCCAGA
ACGGTCACC
CCCTCCTCC
GACTACTTC
GGCGTGCAC
AGCGTGGTG
GTGAATCAC
TGTGACAAA
CCGTCAGTC
ACCCCTGAG
AAGTTCAAC
CGGGAGGAG
CACCAGGAC
CTCCCAGCC
CCACAGGTG
AGCCTGACC
GAGAGCAAT
TCCGACGGC
CAGCAGGGG
TACACGCAG

TTGGTAGCA
GCCGAGGTG
TATACCTTC
CTGAAGTGG
AAGTTTCAG
CTGCAGATC
CGGGGGCCT
GTCTCCTCA
AAGAGCACC
CCCGAACCG
ACCTTCCCG
ACCGTGCCC
AAGCCCAGC
ACTCACACA
TTCCTCTTC
GTCACATGC
TGGTACGTG
CAGTACARC
TGGCTGAAT
CCCATCGAG
TACACCCTG
TGCCTGGTC
GGGCAGCCG

-TCCTTCTTC

AACGTCTTC
AAGAGCCTC

ACAGCTACA
AAGAAGCCT
ACATACTAT
ATGGGCTGG
GGACGGATT
AARAGCCTG
TACAACTGG
GCCTCCACC
TCTGGGGGC
GTGACGGTG
GCTGTCCTA
TCCAGCAGC
AACACCAAG
TGCCCACCG
CCCCCAAAA
GTGGTGGTG
GACGGCGTG
AGCACGTAC
GGCAAGGAG
AAAACCATC
CCCCCATCC
AAAGGCTTC
GAGAACAAC
CTCTACAGC
TCATGCTCC
TCCCTGTCT

GGTGTCCAC
GGAGAGACA
GGAATGAAC
ATCGACACC
GCCTTCTCT
AAATCTGAG
TACTTTGAT
AAGGGCCCA
ACAGCGGCC
TCGTGGAAC
CAGTCCTCA
TTGGGCACC
GTGGACAAG
TGCCCAGCA
CCCAAGGAC
GACGTGAGC
GAGGTGCAT
CGTGTGGTC
TACAAGTGC
TCCAAAGCC
CGGGATGAG
TATCCCAGC
TACAAGACC
AAGCTCACC
GTGATGCAT
CCGGGTAAA
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Sequéncia combinada DNA/Proteina da HC _ ]
Na sequéncia proteica, 1-19 representa a sequéncia de aminoacidos lider

55
109

163

271

325

379

433

487

541

595

649

703

757

865

919

973

1027

1081

1135

1189

1243

1297

1351

M G W
ATGGGATGG
S Q vV
TCCCAGGTC
vV K I
GTCAAGATC
W Vv K
TGGGTGAAG
T T G
ACCACTGGA
L E T
TTGGAGACC
D T a
GACACCGCT
V W G
GTCTGGGGC
S V F
TCGGTCTTC
L G C
CTGGGCTGC
S G A
TCAGGCGCC
G L Y
GGACTCTAC
Q T Y
CAGACCTAC
K Vv E
AAAGTTGAG
P E L
CCTGAACTC
T L M
ACCCTCATG
H E D
CACGAAGAC
N A K
AATGCCAAG
S V L
AGCGTCCTC
K Vv s
AAGGTCTCC
K G Q
AAAGGGCAG
L T K
CTGACCAAG
D I A
GACATCGCC
T P P
ACGCCTCCC
Vv D K
GTGGACAAG
E A L
GAGGCTCTG

s ¢ I
AGCTGTATC
Q L Vv
CAGTTGGTG
S C K
TCCTGCAAG
Q A P
CAGGCTCCG
E P T
GAGCCAACA
S A S
TCTGCCAGC
T Y F
ACATATTTC
Q G T
CAGGGGACC
P L A
CCCCTGGCA
L VvV K
CTGGTCAAG
L T S8
CTGACCAGC
S L s
TCCCTCAGC
I C N
ATCTGCAAC
P KX S
CCCAAATCT
L G G
CTGGGGGGA
I S R
ATCTCCCGG
P E V
CCTGAGGTC
T K P
ACAAAGCCG
T V L
ACCGTCCTG
N K A
AACAAAGCC
P R E
CCCCGAGAA
N QO V
AACCAGGTC
V E W
GTGGAGTGG
Vv L D
GTGCTGGAC
S R W
AGCAGGTGG
H N H
CACAACCAC

17/20

I L F
ATCCTCTTC
Q S8 G
CAGTCTGGA
A S D
GCTTCTGAT
G Q G
GGACAGGGT
Y A Q
TATGCTCAG
T A Y
ACTGCCTAT
CcC A R
TGTGCCAGA
T VvV T
ACGGTCACC
P S5 s
CCCTCCTCC
D Y F
GACTACTTC
G V H
GGCGTGCAC
S v V
AGCGTGGTG
V N BH
GTGAATCAC
C D K
TGTGACAAA
P s v
CCGTCAGTC
T P E
ACCCCTGAG
K F N
AAGTTCAAC
R E E
CGGGAGGAG
H QO D
CACCAGGAC
L P A
CTCCCAGCC
P Q V
CCACAGGTG
S L T
AGCCTGACC
E S N
GAGAGCAAT
S D G
TCCGACGGC
Q Q G
CAGCAGGGG
Y T Q
TACACGCAG

L vV A
TTGGTAGCA
A E V
GCCGAGGTG
Y T F
TATACCTTC
L K W
CTGAAGTGG
K F Q
AAGTTTCAG
L Q I
CTGCAGATC
R G P
CGGGGGCCT
v s s
GTCTCCTCA
K S T
AAGAGCACC
P E P
CCCGAACCG
T F P
ACCTTCCCG
T V P
ACCGTGCCC
K P S
AAGCCCAGC
T H T
ACTCACACA
F L F
TTCCTCTTC
vV T ¢C
GTCACATGC
W Yy v
TGGTACGTG
Q Y N
CAGTACAAC
W L N
TGGCTGAAT
P I E
CCCATCGAG
Y T L
TACACCCTG
C L V
TGCCTGGTC
G Q0 P
GGGCAGCCG
S F F
TCCTTCTTC
N V F
AACGTCTTC
K s L
AAGAGCCTC

T A T
ACAGCTACA
K K P
AAGAAGCCT
T Y Y
ACATACTAT
M G W
ATGGGCTGG
G R I
GGACGGATT
K 5§ L
AARAGCCTG
Y N W
TACAACTGG
A S T
GCCTCCACC
S G G
TCTGGGGGC
v T Vv
GTGACGGTG
A V L
GCTGTCCTA
S 8 s
TCCAGCAGC
N T K
AACACCAAG
cC P P
TGCCCACCG
P P K
CCCCCAAAA
v v v
GTGGTGGTG
D G vV
GACGGCGTG
S T Y
AGCACGTAC
G K E
GGCAAGGAG
K T I
AAAACCATC
P P S
CCCCCATCC
K G F
AAAGGCTTC
E N N
GAGAACAAC
L Y S
CTCTACAGC
S € §
TCATGCTCC
S L s
TCCCTGTCT

G V H
GGTGTCCAC
G E T
GGAGAGACA
G M N
GGAATGAAC
I DT
ATCGACACC
A F S
GCCTTCTCT
K S E
AAATCTGAG
Y F D
TACTTTGAT
K G P
AAGGGCCCA
T A A
ACAGCGGCC
S W N
TCGTGGAAC
Q S s
CAGTCCTCA
L G T
TTGGGCACC
VvV D K
GTGGACAAG
C P A
TGCCCAGCA
P X D
CCCAAGGAC
D v s
GACGTGAGC
E VvV H
GAGGTGCAT
R Vv Vv
CGTGTGGTC
Y K C
TACAAGTGC
S K A
TCCAAAGCC
R D E
CGGGATGAG
Y P S
TATCCCAGC
Y K T
TACAAGACC
K 1. 71
AAGCTCACC
vV M H
GTGATGCAT
P G K
CCGGGTAAA
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Sequéncia proteica da LC

1MGWSCIILFL
S1SNGNTYLYWF
101RVEAEDVGVY
151SGTASVVCLL
201STLTLSKADY

VATATGVHSD IVMTQSPLSV
LQRPGQSPQL LIYRMSNLVS
YCLQHLEYPF TFGPGTKLEL
NNFYPREAKV QWKVDNALQS
EKHKVYACEV THQGLSSPVT

Sequéncia de DNAda LC

1 ATGGGATGG
55TCCGATATT
109CCTGTATCC
163ACTTACTTG
217TATCGGATG
271TCAGGAACT
325GTTTATTAC
379AAGCTGGAG
433TCTGATGAG
487 TTCTATCCC
541GGTAACTCC
595CTCAGCAGC
649GCCTGCGAA
703AGGGGAGAG

AGCTGTATC
GTGATGACT
ATCTCCTGC
TATTGGTTC
TCCAACCTG
GCTTTCACA
TGTCTGCAA
CTGAAACGA
CAGTTGAAA
AGAGAGGCC
CAGGAGAGT
ACCCTGACG
GTCACCCAT
TGT

ATCCTCTTC
CAGTCTCCA
AGGTCTAGT
CTGCAGAGG
GTCTCAGGA
CTGAGAATC
CATCTGGAG
ACTGTGGCT
TCTGGAACT
AAAGTACAG
GTCACAGAG
CTGAGCAAA
CAGGGCCTG

TTGGTAGCA
CTGTCTGTA
AAGAGTCTC
CCAGGCCAG
GTCCCAGAC
AGTAGAGTG
TATCCGTTC
GCACCATCT
GCCTCTGTT
TGGAAGGTG
CAGGACAGC
GCAGACTAC
AGCTCGCCC

ACAGCTACA
CCTGTCACT
CTGCATAGT
TCTCCTCAG
AGGTTCAGT
GAGGCTGAG
ACGTTCGGT
GTCTTCATC
GTGTGCCTG
GATAACGCC
AAGGACAGC
GAGAAACAC
GTCACAAAG

PVTPGEPVSI SCRSSKSLLH
GVPDRFSGSG SGTAFTLRIS
KRTVAAPSVF IFPPSDEQLK
GNSQESVTEQ DSKDSTYSLS
KSFNRGEC

GGTGTCCAC
CCTGGAGAG
AATGGCAAC
CTCCTGATA
GGCAGTGGG
GATGTGGGT
CCTGGGACC
TTCCCGCCA
CTGAATAAC
CTCCAATCG
ACCTACAGC
AAAGTCTAC
AGCTTCAAC
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Sequéncia combinada DNA/Proteina da LC
Na sequéncia proteica, 1-19 representa a sequéncia de aminodacidos lider

55
109
163
217
271
325
379
433
487
541
595
649

703

M G U
ATGGGATGG
S D I
TCCGATATT
P V 8
CCTGTATCC
T Y L
ACTTACTTG
Y R M
TATCGGATG
S G T
TCAGGAACT
vV Y Y

s ¢ 1
AGCTGTATC
V M T
GTGATGACT
I s C
ATCTCCTGC
Y W F
TATTGGTTC
S N L
TCCAACCTG
A F T
GCTTTCACA
C L qQ

GTTTATTAC
K L E
AAGCTGGAG
S D E
TCTGATGAG
F Y P
TTCTATCCC
G N S
GGTAACTCC
L 8 s
CTCAGCAGC
A C E
GCCTGCGAA
R G E
AGGGGAGAG

TGTCTGCAA
L K R
CTGAAACGA
Q L K
CAGTTGAAA
R E A
AGAGAGGCC
Q E S
CAGGAGAGT
T L T
ACCCTGACG
VvV T H
GTCACCCAT
C
TGT

I L F
ATCCTCTTC
Q S P

L Vv &
TTGGTAGCA
L s V

CAGTCTCCA
R S5 s
AGGTCTAGT
L Q@ R
CTGCAGAGG
vV 8 ©
GTCTCAGGA
L R I
CTGAGAATC
H L E
CATCTGGAG
T V A
ACTGTGGCT
S 6 T
TCTGGAACT
K v Q@
AAAGTACAG
VvV T E
GTCACAGAG
L S K
CTGAGCAAA
Q G L
CAGGGCCTG

CTGTCTGTA
K 8 L
AAGAGTCTC
P G a
CCAGGCCAG
v P D
GTCCCAGAC
S R V¥V
AGTAGAGTG
Y P F
TATCCGTTC
A P S
GCACCATCT
A S V
GCCTCTGTT
U K V
TGGAAGGTG
Q D s
CAGGACAGC
A D Y
GCAGACTAC
S 8 P
AGCTCGCCC

T A T
ACAGCTACA
P Vv T
CCTGTCACT
L H S
CTGCATAGT
S P Q
TCTCCTCAG
R F 5§
AGGTTCAGT
E A E
GAGGCTGAG
T F G
ACGTTCGGT
vV F I
GTCTTCATC
v € L
GTGTGCCTG
D N A
GATAACGCC
K D S
AAGGACAGC
E K H
GAGAAACAC
v T K
GTCACAAAG

G VvV H
GGTGTCCAC
P G E
CCTGGAGAG
N G N
AATGGCAAC
L L I
CTCCTGATA
G S G
GGCAGTGGG
L Vv G
GATGTGGGT
P G T
CCTGGGACC
F P P
TTCCCGCCA
L N N
CTGAATAAC
L Q S
CTCCAATCG
T Y S
ACCTACAGC
K VvV Y
AAAGTCTAC
S F N
AGCTTCAAC
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Painel C
Sequéncia do Dominio Variavel da HC de HuC242

16 26 46
QVQLVQSGAE VKKPGETVKI SCKASDYTFT YYGMNWVKQA PGQGLKWMGW

IDTTTGEPTY AQKFQGRIAF SLETSASTAY LQIKSLKSED TATYFCARRG

51
82A 89

101 PYNWYFDVWG QGTTVTVSS

16 E (GAG) to 16 A (GCC)
26 D (GAC) to 26 G (GGO)
46 K (AAA) to 46 E (GAA)
82A K (AAA) to 82A S (AGC)

89 T (ACC) to 89 V (GTCO)

Sequéncia do Dominio Variavel da LC de HuC242

45
1 DIVMTQSPLS VPVTPGEPVS ISCRSSKSLL HSNGNTYLYW FLQRPGQSPQ
51 LLIYRMSNLV SGVPDRFSGS GSGTAFTLRI SRVEAEDVGV YYCLQHLEYP

101 FTFGPGTKLE LKR 70

45 Q (CAG) to 45 R (CGG)

70 A (GCT) to 70 D (GAT)



10

15

RESUMO

Patente de Invengado: "METODOS PARA AUMENTAR A PRODUGAO DE
UM ANTICORPO HUMANIZADO, MURINO HUMANIZADO OU ANTICOR-
PO PARENTAL; OU UM FRAGMENTO, FRAGMENTO DE LIGACAO A
EPITOPO OU FRAGMENTO DE LIGAGAO A ANTIGENO DOS MESMOS
EM UMA CELULA HOSPEDEIRA PELA RE-ENGENHARIA DE SEQUEN-
CIA, ANTICORPO E ANTICORPO VARIANTE OU FRAGMENTO DE LI-
GAGAO A EPITOPO DO MESMO E ACIDO NUCLEICO ISOLADO".

A presente invengao engloba a producao de variantes de anti-
corpo tais como variante de huC242, ou fragmentos do mesmo em que as
variantes s&o produzidas pela substituicido de um ou mais residuos de ami-
noacido em um anticorpo parental. Tal(is) substituicao(bes) é(sao) preferen-
cialmente feita(s) na sequéncia da estrutura da regido variavel compreen-
dendo uma cadeia pesada e uma leve. Como uma consequéncia de tal(is)
substituicao(des), anticorpos variantes ou fragmentos dos mesmos mostram
sintese de anticorpos aumentada quando introduzidos em uma célula hos-
pedeira quando comparado com um anticorpo parental.
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