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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para "ANTICORPO
MONOCLONAL ANTI-CD52 HUMANA OU PARTE DE LIGACAO A ANTI-
GENO DESTE E SEU USO, ACIDO NUCLEICO ISOLADO O CODIFICAN-
DO E SEU USO, BEM COMO CADEIA LEVE OU PARTE DESTA DE AN-
TICORPO, CADEIA PESADA OU PARTE DESTA DE ANTICORPO E CE-
LULA HOSPEDEIRA".

Este pedido de patente reivindica prioridade deste ao Pedido de
Patente U.S. Provisério 61/177 837, depositado em 13 de maio de 2009, cu-
jo contetdo é aqui incorporado, em sua totalidade, por referéncia neste pe-
dido de patente.

Antecedentes da invencao

CD52 é uma proteina glicosilada, glicosilfosfatidilinositol (GPI),
ancorada na superficie celular e encontrada em abundancia (500.000 molé-
culas/célula) em uma variedade de células linfoides normais e malignas (por
exemplo, células T e B). Consultar, por exemplo, Hale et al., J Biol regul
Homeost Agents 15:386-391 (2001); Huh et al., Blood 92: Abstract 4199
(1998); Elsner et al., Blood 88:4684-4693 (1996); Gilleece et al., Blood
82:807-812 (1993); Rodig et al., Clin Cancer Res 12:7174-7179 (2006); Gi-
naldi et al., Leuk Res 22:185-191 (1998). CD52 é expressa em niveis mais
baixos em células mieloides, como mondcitos, macrofagos e células dendri-
ticas, com pouca expressdo encontrada em células natural killer (NK) madu-
ras, neutrofilos e células-tronco hematolégicas. /d. CD52 é produzida tam-
bém por células epiteliais no epididimo e duto deferente, e adquirida por es-
perma durante a passagem através do trato genital (Hale et al., 2001, supra;
Domagala et al., Med Sci Monit 7:325-331 (2001)). A funcéao biologica exata
de CD52 permanece incerta, porém algumas evidéncias sugerem que possa
estar envolvida em migragao e co-estimulagao de células T (Rowan et al., Int
Immunol 7:69-77 (1995); Masuyama et al., J Exp Med 189:979-989 (1999);
Watanabe et al., Clin Immunol 120:247-259 (2006)).

Campath-1H® (alentuzumabe, Campath®, MabCampath®) & um
anticorpo monoclonal humanizado anti-CD52 humana que exibe potentes

efeitos citotoxicos in vitro (citotoxicidade mediada por células dependente de

Segue-se folha 1a/222
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anticorpo (ADCC) e citotoxicidade dependente de complemento (CDC)).
Campath® reconhece um epitopo, constituido pelos quatro aminoacidos na
carboxila terminal da proteina CD52 madura e uma parte da ancora GPI car-

regada negativamente. Gragas aos seus efeitos citotdxicos significativos,

Segue-se folha 2/222
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Campath® é capaz de depletar células CD52 positivas in vivo, sendo apro-
vado para o tratamento de primeira linha e de terceira linha de leucemia lin-
focitica crénica (CLL). Campath® foi avaliado quanto a sua utilidade no tra-
tamento de varias doengas autoimunes, incluindo artrite reumatoide, vasculi-
te, miosite e doenca de Wegener. No entanto, os estudos mais avancados
de Campath® sdo no tratamento de esclerose multipla (MS) recidivante-
remitente. Estes estudos mostraram melhora significativa em tempo para
recidiva em relagéo a um comparador ativo (Rebif® (ou seja, interferon beta-
1a)).

Existe necessidade de agentes terapéuticos e abordagens adi-
cionais- direcionados para CD52.

Sumario da invencao

Imunoglobulinas humanizadas

A invencéo refere-se a imunoglobulinas humanizadas com espe-
cificidade de ligagao por CD52 humana (huCD52). Estas podem compreen-
der as regides determinantes de complementaridade (CDRs) de anticorpos
de camundongo anti-CD52 humana. As imunoglobulinas humanizadas da
invencdo contém sequéncias de aminoacidos que séo diferentes de outras
imunoglobulinas humanizadas e, especificamente, de outras imunoglobuli-
nas humanizadas que compreendem CDRs de anticorpos murinos anti-
CD52 humana. As imunoglobulinas humanizadas da invengéo s&o diferentes
da imunoglobulina humanizada Campath®. Em algumas concretizagGes,
estas oferecem vantagens sobre anticorpos humanizados que compreendem
as CDRs de Campath®.

As imunoglobulinas humanizadas descritas neste relatério po-
dem compreender uma cadeia pesada humanizada e uma cadeia leve hu-
manizada. Em uma concretizacdo, a imunoglobulina humanizada compreen-
de uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) da SEQ ID NO: 3 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
(por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID

NO: 4 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, to-
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das as trés CDRs) da SEQ ID NO: 17; uma cadeia leve incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 5 e uma ca-
deia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés C-
DRs) da SEQ ID NO: 18; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 6 e uma cadeia pesada inclu-
indo uma ou mais CDRs da SEQ ID NO: 19; uma cadeia leve incluindo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 7 € uma
cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) da SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs
(por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 8 e uma cadeia pesada
incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID
NO: 21; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas
as trés CDRs) da SEQ ID NO: 9 e uma cadeia pesada incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 22; uma ca-
deia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da
SEQ ID NO: 10 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por e-
xemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 23; uma cadeia leve incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 11 e
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 24; uma cadeia leve incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 12 e uma cadeia
pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da
SEQ ID NO: 25; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 12 e uma cadeia pesada incluindo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 137; ou
uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) da SEQ ID NO: 13 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 26. As CDRs nas
SEQ ID NOs citadas acima sdo indicadas pelas Figuras 2 e 3 e menciona-
das nas Tabelas 1 — 6 apresentadas neste relatério descritivo.

Em outra concretizagédo, a imunoglobulina humanizada com es-

pecificidade de ligagdo por CD52 humana compreende uma cadeia leve in-
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cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés), selecionadas a par-
tir do grupo constituido por SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID
NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 e
SEQ ID NO: 48; uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por e-
xemplo, todas as trés) selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID
NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53,
SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62,
SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID
NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71,
SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294; ou uma
cadeia leve e uma cadeia pesada de tal modo que a imunoglobulina humani-
zada nao seja Campath®.

Em outra concretizacdo, a imunoglobulina humanizada com es-
pecificidade de ligagdo por CD52 humana compreende uma cadeia leve in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou
SEQ ID NO: 13; uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por e-
xemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID
NO: 137; ou uma cadeia leve e uma cadeia pesada de tal modo que a imu-
noglobulina humanizada nao seja Campath®.

Em algumas concretizagoes, a regiao framework (arcabougo) da
imunoglobulina humanizada possui pelo menos 50% de homologia a regiao
framework da imunoglobulina a partir da qual as CDRs da cadeia leve CDRs
e as CDRs da cadeia pesada sao obtidas. Por exemplo, a regido framework

da imunoglobulina humanizada pode ser pelo menos 50%, pelo menos 60%,
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pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98%, pelo menos 99% ou mesmo 100% idéntica a uma sequéncia da
linhagem germinativa de imunoglobulina humana. Em uma concretizacéo, a
regido framework da imunogliobulina humanizada pode ser obtida ou deriva-
da de uma regiao variavel de um anticorpo IgG humano. Em outra concreti-
zacéo, a CD52 é CD52 humana do tipo selvagem. Em ainda outra concreti-
zacgéo, a imunoglobulina humanizada pode competir com alentuzumabe pela
ligacdo a CD52 humana, por exemplo, pode ligar-se a um epitopo que seja
idéntico ou que se sobreponha ao epitopo ao qual o alentuzumabe se liga.

A invencéo refere-se também a uma cadeia leve humanizada de
uma imunoglobulina humanizada da invengdo. Em uma concretizagéo, a ca-
deia leve humanizada compreende uma ou mais CDRs selecionadas a partir
do grupo constituido por SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29,
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID
NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38,
SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID
NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 e
SEQ ID NO: 48 ou uma combinacao destas, em que a cadeia leve humani-
zada nao é a cadeia leve humanizada de Campath®.

Em outra concretizacdo, a cadeia leve humanizada compreende
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID
NO: 13, em que a cadeia leve humanizada ndo é a cadeia leve humanizada
de Campath®.

A invencao refere-se também a uma cadeia pesada humanizada
de uma imunoglobulina humanizada da invengédo. Em uma concretizagao, a
cadeia pesada humanizada compreende uma ou mais CDRs de um dominio
variavel de lg, selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 49,
SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID
NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58,
SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID
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NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67,
SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID
NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294, ou uma combi-
nacao destas, em que a cadeia pesada humanizada nao é a cadeia pesada
humanizada de Campath®.

Em outras concretizagbes, a cadeia pesada humanizada com-
preende uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 137, em que a cadeia pesada hu-
manizada néo é a cadeia pesada humanizada de Campath®.

De preferéncia, as imunoglobulinas humanizadas da presente
invencao compreendem tanto uma cadeia leve humanizada da invengao
como uma cadeia pesada humanizada da invengao.

Em outras concretizagées, a invengéo prové uma imunoglobulina
humanizada que se liga ao mesmo epitopo em CD52 humana, ou com o
qual compete direta ou indiretamente, que um anticorpo monoclonal de ca-
mundongo compreendendo uma regiao variavel de cadeia leve da SEQ 1D
NO: 3 e uma regido variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 16; uma regi-
a0 variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 4 e uma regido variavel de cadeia
pesada da SEQ ID NO: 17; uma regido variavel de cadeia leve da SEQ ID
NO: 5 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 18; uma regi-
30 variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 6 e uma regido variavel de cadeia
pesada da SEQ ID NO: 19; uma regiao variavel de cadeia leve da SEQ ID
NO: 7 e uma regido variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 20; uma regi-
a0 variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 8 e uma regiao variavel de cadeia
pesada da SEQ ID NO: 21; uma regido variavel de cadeia leve da SEQ ID
NO: 9 e uma regido variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 22; uma regi-
a0 variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 10 e uma regiao variavel de ca-
deia pesada da SEQ ID NO: 23; uma regido variavel de cadeia leve da SEQ
ID NO: 11 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 24; uma

regiao variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 12 e uma regi&o variavel de
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cadeia pesada da SEQ ID NO: 25; ou uma regiao variavel de cadeia leve da
SEQ ID NO: 13 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 26.
Em outras concretizagbes, a imunoglobulina humanizada liga-se a um epito-
po em CD52 humana que se sobrepée ao epitopo ao qual tal anticorpo mo-
noclonal de camundongo se liga.

Em outras concretizac¢des, a invengdo prové uma imunoglobulina
humanizada que se liga a um epitopo em CD52 humana (por exemplo, SEQ
ID NO: 104), compreendendo pelo menos o residuo 1 da sequéncia da
CD52 humana madura (em que o residuo 1 € o N-terminal da sequéncia da
CD52 madura, ou seja, o residuo de glicina [G] em N-terminal; consultar a
Figura 4). A imunoglobulina humanizada pode ligar-se a um epitopo com-
preendendo pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 da sequéncia da CD52 hu-
mana madura (estes residuos sendo de glicina [G], asparagina [N], aspartato
[D] e treonina [T], respectivamente). A imunoglobulina humanizada pode }i-
gar-se a um epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1, 2, 3,4 e 5
da sequéncia da CD52 humana madura (estes residuos sendo de glicina [G],
glutamina [Q], asparagina [N], aspartato [D] e treonina [T], respectivamente).
Em outras concretizagdes, a invengao prové uma imunoglobulina humaniza-
da que se liga a um epitopo, em CD52 humana, compreendendo pelo menos
os residuos 7, 8 e 9 da sequéncia da CD52 humana madura (estes residuos
sendo de glutamina [Q], treonina [T] e serina [S], respectivamente). Em al-
gumas concretizagées, o epitopo compreende pelo menos os residuos 7 (Q),
8 (T) e 11 (P) da sequéncia da CD52 humana madura. Em algumas concre-
tizacoes, o epitopo compreende pelo menos os residuos 4 (D) e 11 (P) da
sequéncia da CD52 humana madura.

Em algumas concretizagdes, a invencao prové uma imunoglobu-
lina humanizada que se liga a CD52 humana e que compreende uma cadeia
leve, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exemplo, to-
das as trés das referidas CDRs), ou uma cadeia pesada, incluindo uma ou
mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo, todas as trés das referi-
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das CDRs) ou tal cadeia leve e tal cadeia pesada. Em outras concretizagoes,
a invencdo prové uma imunoglobulina humanizada que se liga a CD52 hu-
mana e que compreende uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs se-
lecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO:
119 e SEQ ID NO: 122 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs), ou
uma cadeia pesada, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do
grupo constituido por SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131
(por exemplo, todas as trés das referidas CDRs), ou tal cadeia leve e tal ca-
deia pesada. Em ainda outras concretizagées, a invengao prové uma imuno-
globulina humanizada que se liga a CD52 humana e que compreende uma
cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por
exemplo, todas as trés das referidas CDRs), ou uma cadeia pesada, incluin-
do uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ
ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs), ou tal cadeia leve e tais cadeias pesadas.

Em certas concretizagdes, a imunoglobulina humanizada com-
preende uma cadeia leve incluindo as CDRs da SEQ ID NO: 115, SEQ ID
NO: 118 e SEQ ID NO: 121 e uma cadeia pesada incluindo as CDRs da
SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130. Em outras concreti-
zagdes, a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia leve incluin-
do as CDRs da SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 e uma
cadeia pesada incluindo as CDRs da SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e
SEQ ID NO: 131. Em outras concretizagdes, a imunoglobulina humanizada
compreende uma cadeia leve incluindo as CDRs da SEQ ID NO: 117, SEQ
ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 e uma cadeia pesada incluindo as CDRs da
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132.

As imunoglobulinas humanizadas da presente invengéo séo dife-
rentes da imunoglobulina humanizada Campath®.

As sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs: 115-132 su-
pracitadas s&o fornecidas abaixo e tém como base as sequéncias de amino-

acidos relatadas nas Tabelas 1 — 6, conforme fornecidas em outro lugar nes-
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te relatério descritivo. Nestas sequéncias de aminoacidos, "X" representa
qualquer aminoacido e o simbolo "/" indica que um dos (ou qualquer um)
aminoacidos tratados adjacentes aquele simbolo pode estar presente na
posicéo indicada (por exemplo, K/R indica que um residuo de lisina ou argi-
nina esta presente na posigdo indicada e F/L/V indica que um residuo de
fenilalanina, leucina ou valina esta presente na posicao indicada).
Sequéncias de CDR1 de cadeia leve:

K/RSSQSLLN/IXS/TN/DGXS/TYLX (SEQ ID NO: 115)
K/RSSQSLLA/IHS/TNGXS/TYLH (SEQ ID NO: 116)
RSSQSLVHTNGNS/TYLH (SEQ ID NO: 117)

Sequéncias de CDR2 de cadeia leve:

XVSXXXS (SEQ ID NO: 118)

XVSXRXS (SEQ ID NO: 119)

MVSXRFS (SEQ ID NO: 120)

Sequéncias de CDR3 de cadeia leve:

XQXXH/R/KF/LIVIXX (SEQ ID NO: 121)

SQSXH/R/KF/LNVI/IPX (SEQ ID NO: 122)

SQSXHVPF/P (SEQ ID NO: 123)

Sequéncias de CDR1 de cadeia pesada:

GFXFXXYW/YMX (SEQ ID NO: 124)

GFTFXXYW/YMX (SEQ ID NO: 125)

GFTFTDYW/YMS (SEQ ID NO: 126)

Sequéncias de CDR2 de cadeia pesada:

XIRXKXBXYXTXYXXSVKG (SEQ ID NO: 127)

XIRXKXNXYTTEYXXSVKG (SEQ ID NO: 128)

FIRNKANGYTTEYXXSVKG (SEQ ID NO: 129)

Sequéncias de CDR3 de cadeia pesada:

TXXXY/F/W (SEQ ID NO: 130)

TRYXY/FIWFDY (SEQ ID NO: 131)

TRYIF/WFDY (SEQ ID NO: 132)

A invencéo refere-se também a uma cadeia leve humanizada

compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constitu-
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ido por SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exemplo,
todas as trés das referidas CDRs); uma cadeia leve humanizada compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia leve humanizada compreenden-
do uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ
ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs).

A invencéao refere-se também a uma cadeia pesada humanizada
compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constitu-
ido por SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo,
todas as trés das referidas CDRs); uma cadeia pesada humanizada compre-
endendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia pesada humanizada compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs).

As cadeias leves humanizadas e as cadeias pesadas humaniza-
das da presente invengao sao diferentes da cadeia leve humanizada e das
cadeias pesadas humanizadas da imunoglobulina humanizada Campath®.

Em algumas concretizagdes da presente invengéo, as imunoglo-
bulinas humanizadas da invencéo (independentemente da maneira na qual
possam ser de outra forma definidas, por exemplo, indiferentemente do fato
de poderem ser definidas também em termos da sequéncia de uma ou mais
de suas CDRs e/ou por sua reatividade cruzada com um anticorpo monoclo-
nal de camundongo ou outra imunoglobulina humanizada): (1) exibem liga-
cao a CD52 glicosilada e desglicosilada sem preferéncia aparente; (2) exi-
bem ligacao especifica por CD52 glicosilada; (3) exibem ligacéo especifica
por CD52 desglicosilada; ou (4) exibem ligagao preferencial por CD52 des-
glicosilada sobre a glicosilada. Em certas concretizacoes, as imunoglobuli-

nas humanizadas da invengdo possuem maior afinidade de ligagao por
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CD52 humana glicosilada do que por CD52 humana n&o glicosilada ou des-
glicosilada. De fato, em certas concretizagbes da presente invengéo, as imu-
noglobulinas humanizadas da presente invengdo exibem ligacédo que é es-
pecifica por CD52 humana glicosilada. A afinidade de ligagcao por CD52 hu-
mana néo glicosilada ou desglicosilada pode ser determinada com o uso de
CD52 humana madura que tenha sido desglicosilada usando uma glicosida-
se, por exemplo, usando a endoglicosidase PNGase-F. Em certas concreti-
zagdes da presente invencao, as imunoglobulinas humanizadas da invengao
ligam-se a um epitopo em CD52 humana madura que compreende seu gru-
po carboidrato N-ligado. Este grupo carboidrato € uma polilactosamina siali-
lada contendo nucleo fucosilado de oligossacarideo N-ligado com estrutura
tetra-antenaria (Treumann, A. et al., (1995) J. Biol. Chem. 270:6088-6099).
Este epitopo pode compreender também pelo menos o residuo 1 da se-
quéncia da CD52 humana madura, pelo menos o residuo 3 da sequéncia da
CD52 humana madura, pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 da sequéncia da
CD52 humana madura ou pelo menos os residuos 1, 2, 3, 4 e 5 da sequén-
cia da CD52 humana madura. Em algumas concretizagbes, os anticorpos de
camundongo ou quiméricos da presente invengdo podem possuir qualquer
uma dessas caracteristicas de ligagao.

Moléculas isoladas de acido nucleico que codificam uma imuno-
globulina humanizada, cadeia leve humanizada ou cadeia pesada humani-
zada da invencao, conforme definidas em outro lugar neste relatério descriti-
vo, sdo também providas. Em algumas concretizagbes, a invencao € uma
(uma ou mais) molécula isolada de acido nucleico, codificador de uma ca-
deia pesada humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associ-
am para formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de li-
gacéao por CD52 humana, em que a cadeia leve humanizada compreende
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 3 e
uma cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, to-
das as trés CDRs) da SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve compreendendo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 4 e uma

cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
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trés CDRs) da SEQ ID NO: 17; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 5 e uma ca-
deia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 18; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 6 e uma ca-
deia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 19; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 7 e uma ca-
deia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 8 e uma ca-
deia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 21; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 9 e uma ca-
deia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 22; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 10 e uma
cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 23; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 11 e uma
cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 24; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 12 e uma
cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 25; uma cadeia leve compreendendo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 12 e uma
cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 137; ou uma cadeia leve compreendendo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) da SEQ ID NO: 13 e uma
cadeia pesada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) da SEQ ID NO: 26.

Em algumas concretizagdes, a invengédo é uma ou mais molécu-
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las isoladas de acido nucleico codificador de uma cadeia pesada humaniza-
da e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar uma i-
munoglobulina humanizada com especificidade de ligagao por CD52 huma-
na, em que a imunoglobulina humanizada liga-se ao mesmo epitopo em
CD52 humana que um anticorpo monoclonal de camundongo, compreen-
dendo uma regido variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 3 e uma regiao
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 16; uma regido variavel de cadeia
leve da SEQ ID NO: 4 e uma regido variavel de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 17; uma regiéo variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 5 e uma regiao
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 18; uma regiao variavel de cadeia
leve da SEQ ID NO: 6 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 19; uma regido variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 7 e uma regiao
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 20; uma regido variavel de cadeia
leve da SEQ ID NO: 8 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 21; uma regiéo variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 9 e uma regiéo
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 22; uma regi&o variavel de cadeia
leve da SEQ ID NO: 10 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 23; uma regiao variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 11 e uma regiao
variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 24; uma regiéo variavel de cadeia
leve da SEQ ID NO: 12 e uma regiao variavel de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 25; ou uma regiao variavel de cadeia leve da SEQ ID NO: 13 e uma re-
gido variavel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 26. Em outras concretiza-
coes, a invengdo € uma ou mais moléculas isoladas de acido nucleico, codi-
ficador de uma cadeia pesada humanizada e de uma cadeia leve humaniza-
da que se associam para formar uma imunoglobulina humanizada com es-
pecificidade de ligagdo por CD52 humana, em que a imunoglobulina huma-
nizada liga-se a um epitopo em CD52 humana que se sobrepde ao epitopo
ao qual tal anticorpo monoclonal de camundongo se liga.

Em outras concretizacbes, a invengao € uma ou mais moléculas
isoladas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada e
de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar uma imuno-

globulina humanizada com especificidade de ligagéo por CD52 humana, em
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que a imunoglobulina humanizada liga-se a um epitopo, compreendendo
pelo menos o residuo 1 da CD52 humana madura; a imunoglobulina huma-
nizada liga-se a um epitopo, compreendendo pelo menos os residuos 1,3,4
e 5 da CD52 humana madura; a imunoglobulina humanizada liga-se a um
epitopo, compreendendo pelo menos os residuos 1, 2, 3, 4 e 5 da CD52
humana madura; ou a imunoglobulina humanizada liga-se a um epitopo,
compreendendo pelo menos os residuos 7, 8 € 9 da CD52 humana madura.
Em algumas concretizagées, o epitopo compreende pelo menos os residuos
7, 8 e 11 da sequéncia da CD52 humana madura. Em algumas concretiza-
¢bes, o epitopo compreende pelo menos os residuos 4 e 11 da sequéncia da
CD52 humana madura.

Em outras concretizacdes, a invencdo é uma ou mais moleculas
isoladas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada e
de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar uma imuno-
globulina humanizada com especificidade de ligagdo por CD52 humana, em
que a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia leve, inciuindo
uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID
NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs), e/ou uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO:
127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs);
uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 (por
exemplo, todas as trés das referidas CDRs), e/ou uma cadeia pesada inclu-
indo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ
ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs); ou uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs sele-
cionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 120
e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs), e/ou
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do
grupo constituido por SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132

(por exemplo, todas as trés das referidas CDRs).
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Em certas concretizagbes, a invengdo € uma ou mais moléculas
isoladas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada e
de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar uma imuno-
globulina humanizada com especificidade de ligagao por CD52 humana, em
que a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia leve incluindo as
CDRs de SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 e uma ca-
deia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ
ID NO: 130; uma cadeia leve incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 116, SEQ
ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de
SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131; ou uma cadeia leve
incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123
e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO:
129 e SEQ ID NO: 132.

O Unico ou mais acidos nucleicos da invencdo nao codificam a
imunoglobulina humanizada Campath®.

Em outras concretizagbes, a invengdo € uma ou mais moléculas
isoladas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada e
de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar uma imuno-
globulina humanizada com especificidade de ligagdo por CD52 humana, em
que a imunoglobulina humanizada possui maior afinidade de ligacdo por
CD52 humana glicosilada ou desglicosilada, por exemplo, exibe ligagcao que
é especifica por CD52 humana glicosilada. A imunoglobulina humanizada
pode ligar-se a um epitopo em CD52 humana madura que compreende seu
grupo carboidrato N-ligado. Este epitopo pode compreender também pelo
menos o residuo 1 da sequéncia da CD52 humana madura, pelo menos o
residuo 3 da sequéncia da CD52 humana madura, pelo menos os residuos
1, 3, 4 e 5 da sequéncia da CD52 humana madura ou pelo menos os resi-
duos 1, 2, 3, 4 e 5 da sequéncia da CD52 humana madura.

Em outras concretizagbes, a invengdo € uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humanizada, compreen-
dendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
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NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou
SEQ ID NO: 13, em que a cadeia leve humanizada ndo € a cadeia leve hu-
manizada de Campath®.

Em outras concretizagdes, a invengdo € uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada, compre-
endendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20,
SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 137, em que a cadeia pesada hu-
manizada nao é a cadeia pesada humanizada de Campath®.

Em outras concretizacoes, a invengdo é uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humanizada, compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 e SEQ ID NO: 48, ou uma
combinacéo destas, em que a cadeia leve humanizada néo é a cadeia leve
humanizada de Campath®.

Em outras concretizagbes, a invengdo é uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada, compre-
endendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID
NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57,
SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66,
SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID
NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294,
ou uma combinacgao destas, em que a cadeia pesada humanizada ndo € a
cadeia pesada humanizada de Campath®.

Em outras concretizacdes, a invengdo € uma molécula isolada
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de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humanizada, compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs); uma cadeia leve humanizada compreendendo
uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID
NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs); ou uma cadeia leve humanizada compreendendo uma
ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO:
117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas as trés das
referidas CDRs).

Em outras concretizagdes, a invencdo € uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada, compre-
endendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs); uma cadeia pesada humanizada compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia pesada humanizada compreen-
dendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs).

A invencgéao refere-se também a vetores recombinantes (por e-
xemplo, vetores de expressao, incluindo vetores de expressao em células de
mamiferos) que compreendem um acido nucleico codificador de uma imuno-
globulina humanizada (por exemplo, uma cadeia leve humanizada e uma
cadeia pesada humanizada), uma cadeia leve humanizada ou uma cadeia
pesada humanizada da invengdo. Em algumas concretizagbes, a invengao €
um vetor recombinante, compreendendo um &cido nucleico codificador de
uma imunoglobulina humanizada que compreende uma cadeia leve, incluin-
do uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 3
e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as

trés CDRs) de SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve incluindo uma ou mais C-



10

15

20

25

30

18/222

DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 4 € uma cadeia pe-
sada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 17; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 5 e uma cadeia pesada incluindo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 18; uma
cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 6 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 19; uma cadeia leve incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 7 e
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) de SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 8 e uma cadeia pe-
sada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 21; a cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 9 e uma cadeia pesada incluindo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 22; uma
cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 10 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 23; uma cadeia leve incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 11 e
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) de SEQ ID NO: 24; uma cadeia leve incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 12 e uma cadeia
pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 25; uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 12 e uma cadeia pesada incluindo uma
ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 137; ou
uma cadeia leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) de SEQ ID NO: 13 e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 26.

Em outras concretizagdes, o vetor recombinante compreende

um acido nucleico codificador de uma cadeia leve humanizada, em que a
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cadeia leve humanizada compreende uma ou mais CDRs selecionadas a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO:
29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ
ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO:
38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47
e SEQ ID NO: 48, ou uma combinagao destas, em que a cadeia leve huma-
nizada n&o € a cadeia leve humanizada de Campath®.

Em outras concretizagdes o vetor recombinante compreende um
acido nucleico codificador de uma cadeia pesada humanizada, em que a
cadeia pesada humanizada compreende uma ou mais CDRs selecionadas a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO:
60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ
ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ
ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294, ou uma combinagao destas, em que a cadeia
leve humanizada nao é a cadeia leve humanizada de Campath®.

Em algumas concretizagdes, a invengéao prové um vetor recom-
binante compreendendo uma molécula de acido nucleico, ou um par de veto-
res recombinantes compreendendo moléculas de &cido nucleico, codificador
de uma cadeia pesada humanizada e de uma cadeia leve humanizada que
se associam para formar uma imunoglobulina humanizada com especificida-
de de ligacao por CD52 humana, em que a imunoglobulina humanizada liga-
se ao mesmo epitopo em CD52 humana que um anticorpo monoclional de
camundongo compreendendo uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 3 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ [ID NO: 16; uma regi-
30 variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 4 e uma regiao variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 17; uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 5 e uma regiéo variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 18; uma regi-

a0 variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 6 e uma regiao variavel de cadeia
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pesada de SEQ ID NO: 19; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 7 e uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 20; uma regi-
a0 variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 8 e uma regiao variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 21; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 9 e uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 22; uma regi-
a0 variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 10 e uma regiao variavel de ca-
deia pesada de SEQ ID NO: 23; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ
ID NO: 11 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24; uma
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e uma regiao variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 25; ou uma regido variavel de cadeia leve de
SEQ ID NO: 13 e uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26.
Em outras concretizagdes, a invengdo prové um vetor recombinante com-
preendendo uma molécula de acido nucleico, ou um par de vetores recombi-
nantes compreendendo moléculas de acido nucleico, codificador de uma
cadeia pesada humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se asso-
ciam para formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de
ligagdo por CD52 humana, em que a imunoglobulina humanizada liga-se a
um epitopo em CD52 humana que se sobrep6e ao epitopo ao qual tal anti-
corpo monoclonal de camundongo se liga.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, ou um par de vetores recombinantes com-
preende moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunogliobulina humanizada com especificidade de ligacao por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada liga-se a um epitopo com-
preendendo pelo menos o residuo 1 de CD52 humana madura; liga-se a um
epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 de CD52 huma-
na madura; liga-se a um epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1,
2, 3, 4 e 5 de CD52 humana madura; ou liga-se a um epitopo compreenden-
do pelo menos os residuos 7, 8 e 9 de CD52 humana madura. Em algumas
concretizacoes, o epitopo compreende pelo menos os residuos 7, 8 e 11 da

sequéncia da CD52 humana madura. Em algumas concretizacdes, o epitopo
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compreende pelo menos os residuos 4 e 11 da sequéncia da CD52 humana
madura.

Em algumas concretizacdes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, ou um par de vetores recombinantes com-
preende moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagao por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia
leve, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exemplo, to-
das as trés das referidas CDRs), e/ou uma cadeia pesada incluindo uma ou
mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo, todas as trés das referi-
das CDRs); uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID
NO: 122 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs), e/ou uma cadeia
pesada incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constitu-
ido por SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131 (por exempio,
todas as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia leve, incluindo uma ou
mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 117,
SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas as trés das referi-
das CDRs), e/ou uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs selecio-
nadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e
SEQ ID NO: 132 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs).

Em certas concretizagbes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, ou um par de vetores recombinantes com-
preende moléculas de &cido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagdo por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia
leve, incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO:
121, e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 124, SEQ ID
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NO: 127 e SEQ ID NO: 130; uma cadeia leve, incluindo as CDRs de SEQ ID
NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122, e uma cadeia pesada incluin-
do as CDRs de SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131; ou
uma cadeia leve, incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e
SEQ ID NO: 123, e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID NO:
126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132.

O Unico ou mais acidos nucleicos no vetor ou nos vetores re-
combinantes da presente invengao nao codificam a imunoglobulina humani-
zada Campath®.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, ou um par de vetores recombinantes com-
preende moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligacdo por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada possui maior afinidade de
ligacdo por CD52 humana glicosilada do que por CD52 humana n&o glicosi-
lada ou desglicosilada, por exemplo, exibe ligacdo que & especifica por
CD52 humana glicosilada. A imunoglobulina humanizada pode ligar-se a um
epitopo em CD52 humana madura que compreende seu grupo carboidrato
N-ligado. Este epitopo pode compreender também pelo menos o residuo 1
da sequéncia da CD52 humana madura, pelo menos o residuo 3 da sequén-
cia da CD52 humana madura, pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 da se-
quéncia da CD52 humana madura ou pelo menos os residuos 1, 2, 3,4 e 5
da sequéncia da CD52 humana madura.

Em outras concretizagdes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humaniza-
da compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 ou SEQ ID NO: 13, em que a cadeia leve humanizada ndo é a ca-
deia leve humanizada de Campath®.

Em outras concretizagdes, o vetor recombinante compreende
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uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humani-
zada compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés C-
DRs) de SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 137, em que a ca-
deia pesada humanizada nao é a cadeia pesada humanizada de Campath®.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humaniza-
da compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo cons-
tituido por SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exem-
plo, todas as trés das referidas CDRs); uma cadeia leve humanizada com-
preendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122 (por exemplo, to-
das as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia leve humanizada compre-
endendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas
as trés das referidas CDRs), em que a cadeia leve humanizada nao € a ca-
deia leve humanizada de Campath®.

Em outras concretizacbes o vetor recombinante compreende
uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humani-
zada compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por
exemplo, todas as trés das referidas CDRs); a cadeia pesada humanizada
compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constitu-
ido por SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131 (por exemplo,
todas as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia pesada humanizada com-
preendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132 (por exemplo, to-
das as trés das referidas CDRs), em que a cadeia pesada humanizada ndo é
a cadeia pesada humanizada de Campath®.

| In particular concretizagdes, o vetor recombinante da invencéao e

um vetor de expressao, tal como vetor de expressdo em célula de mamife-
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ros. Em certas concretizagées, o vetor é plasmideo ou vetor viral (por exem-
plo, vetor adenoviral ou AAV).

A invengdo refere-se também a uma célula hospedeira que
compreende um (um ou mais) acido nucleico (por exempio, recombinante),
codificador de uma imunoglobulina humanizada (cadeia leve humanizada e
cadeia pesada humanizada), uma cadeia leve humanizada ou de uma ca-
deia pesada humanizada da invengdo. Em algumas concretizactes, a célula
hospedeira compreende um vetor recombinante (por exemplo, vetor de ex-
pressao, incluindo vetores de expressdo em células de mamiferos) da inven-
céo.

Em uma concretizacio especifica, a célula hospedeira compre-
ende um acido nucleico (um ou mais acidos nucleicos), codificador de uma
cadeia leve humanizada e de uma cadeia pesada humanizada, em que a
cadeia leve humanizada e a cadeia pesada humanizada se associam para
formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagéo por
CD52 humana e em que a imunoglobulina humanizada compreende uma
cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 3, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve, incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 4, e
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) de SEQ ID NO: 17; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 5, e uma cadeia pe-
sada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 18; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exem-
plo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 6, e uma cadeia pesada incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 19;
uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) de SEQ ID NO: 7, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
(por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve, in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID

NO: 8, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
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todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 21; uma cadeia leve, incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 9, e uma ca-
deia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés C-
DRs) de SEQ ID NO: 22; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 10, e uma cadeia pesada in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ D
NO: 23; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas
as trés CDRs) de SEQ ID NO: 11, e uma cadeia pesada incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 24; uma ca-
deia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 12, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 25; uma cadeia leve, incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 12, e
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
trés CDRs) de SEQ ID NO: 137; ou uma cadeia leve, incluindo uma ou mais
CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 13, e uma cadeia
pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 26.

Em algumas concretizagoes, a célula hospedeira compreende
uma ou mais moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesa-
da humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para
formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagéo por
CD52 humana, em que a imunoglobulina humanizada liga-se ao mesmo epi-
topo em CD52 humana que um anticorpo monoclonal de camundongo, com-
preendendo uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3 e uma re-
giao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 16; uma regiao variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 4 e uma regiado variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 17; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 5 e uma
regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 18; uma regiao variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 6 e uma regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 19; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 7 e uma

regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 20; uma regiao variavel de
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cadeia leve de SEQ ID NO: 8 e uma regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 21; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 9 e uma
regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 22; uma regido variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 10 e uma regiao variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 23; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 11 e
uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24; uma regiéo varia-
vel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e uma regiao variavel de cadeia pesa-
da de SEQ ID NO: 25; ou uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO:
13 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26. Em outras
concretizacodes, a célula hospedeira compreende uma ou mais moléculas de
acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada e de uma
cadeia leve humanizada que se associam para formar uma imunoglobulina
humanizada com especificidade de ligagdo por CD52 humana, em que a
imunoglobulina humanizada liga-se a um epitopo em CD52 humana que se
sobrepbe ao epitopo ao qual tal anticorpo monoclonal de camundongo se
liga.

Em outras concretizagoes, a célula hospedeira compreende uma
ou mais moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligacao por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada liga-se a um epitopo com-
preendendo pelo menos o residuo 1 de CD52 humana madura; liga-se a um
epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 de CD52 huma-
na madura; liga-se a um epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1,
2, 3,4 e 5 de CD52 humana madura; ou liga-se a um epitopo compreenden-
do pelo menos os residuos 7, 8 e 9 de CD52 humana madura. Em algumas
concretizagdes, o epitopo compreende pelo menos os residuos 7, 8 e 11 da
sequéncia da CD52 humana madura. Em algumas concretizagbes, o epitopo
compreende pelo menos os residuos 4 e 11 da sequéncia da CD52 humana
madura.

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende

uma ou mais moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesa-
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da humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para
formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligacao por
CD52 humana, em que a imunoglobulina humanizada compreende uma ca-
deia leve, incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo cons-
tituido por SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ ID NO: 121 (por exem-
plo, todas as trés das referidas CDRs), e/fou uma cadeia pesada incluindo
uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID
NO: 124, SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs); uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs sele-
cionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119
e SEQ ID NO: 122 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs), e/ou
uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do
grupo constituido por SEQ 1D NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131
(por exemplo, todas as trés das referidas CDRs); ou uma cadeia leve, inclu-
indo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ
ID NO: 117, SEQ ID NO: 120 e SEQ ID NO: 123 (por exemplo, todas as trés
das referidas CDRs), e/ou uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO:
129 e SEQ ID NO: 132 (por exemplo, todas as trés das referidas CDRs).

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende
uma ou mais moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesa-
da humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para
formar uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligacdo por
CD52 humana, em que a imunoglobulina humanizada compreende uma ca-
deia leve, incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 115, SEQ ID NO: 118 e SEQ
ID NO: 121, e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 124,
SEQ ID NO: 127 e SEQ ID NO: 130; uma cadeia leve, incluindo as CDRs de
SEQ ID NO: 116, SEQ ID NO: 119 e SEQ ID NO: 122, e uma cadeia pesada
incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 125, SEQ ID NO: 128 e SEQ ID NO: 131;
ou uma cadeia leve, incluindo as CDRs de SEQ ID NO: 117, SEQ ID NO:
120 e SEQ ID NO: 123, e uma cadeia pesada incluindo as CDRs de SEQ ID
NO: 126, SEQ ID NO: 129 e SEQ ID NO: 132.
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Em outras concretizagoes, a célula hospedeira compreende uma
ou mais moléculas de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada
humanizada e de uma cadeia leve humanizada que se associam para formar
uma imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagao por CD52
humana, em que a imunoglobulina humanizada possui maior afinidade de
ligagdo por CD52 humana glicosilada do que por CD52 humana nao glicosi-
lada ou desglicosilada, por exemplo, exibe ligacdo que & especifica por
CD52 humana glicosilada. A imunoglobulina humanizada pode ligar-se a um
epitopo em CD52 humana madura que compreende seu grupo carboidrato
N-ligado. Este epitopo pode compreender também pelo menos o residuo 1
da sequéncia da CD52 humana madura, pelo menos o residuo 3 da sequén-
cia da CD52 humana madura, pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 da se-
quéncia da CD52 humana madura ou pelo menos os residuos 1,2, 3,4e 5
da sequéncia da CD52 humana madura.

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende
uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humaniza-
da compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:
7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID
NO: 12 ou SEQ ID NO: 13. A cadeia leve humanizada nao é a cadeia leve
humanizada de Campath®.

Em outras concretizagdes, a célula hospedeira compreende uma
molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada
compreendendo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 137. A cadeia pesada hu-
manizada n&o é a cadeia pesada humanizada de Campath®.

Em algumas concretizacdes, a célula hospedeira compreende
uma molécula de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve humaniza-
da, em que a cadeia leve humanizada compreende uma ou mais CDRs se-
lecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28,
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SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID
NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37,
SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID
NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 47 e SEQ ID NO: 48 ou uma combinacéo destas, em que a ca-
deia leve humanizada nao € a cadeia leve humanizada de Campath®.

Em outras concretizagdes, a célula compreende uma molécula
de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada humanizada, em que a
cadeia pesada humanizada compreende uma ou mais CDRs selecionadas a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO:
60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ
ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO:
69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73,SEQ
ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294, ou uma combinag¢ao destas, em que a cadeia
pesada humanizada nao é a cadeia pesada humanizada de Campath®.

A invencao refere-se também a um meétodo para preparar uma
imunoglobulina humanizada com especificidade de ligagao por CD52 huma-
na, compreendendo manter uma célula hospedeira a invengao (por exemplo,
uma célula hospedeira que contenha um ou mais acidos nucleicos recombi-
nantes que codificam uma imunoglobulina humanizada da inveng&o (por e-
xemplo, uma cadeia leve humanizada e uma cadeia pesada humanizada da
invencao)) em condigdes apropriadas para expressao de uma imunoglobuli-
na humanizada, pelo qual, cadeias da imunoglobulina humanizada s&o ex-
pressas e uma imunoglobulina humanizada € produzida. Em algumas con-
cretizacbes, o método compreende ainda purificar ou isolar a imunoglobulina
humanizada. Em algumas concretiza¢gdes, o método compreende ainda
combinar a imunoglobulina humanizada purificada ou isolada a um veiculo
ou carreador fisiologicamente aceitavel para produzir uma composicéo far-
macéutica.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
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cadeia leve humanizada com especificidade de ligacédo por CD52 humana,
compreendendo manter uma célula hospedeira da invencao (por exemplo,
uma célula hospedeira que contenha um ou mais acidos nucleicos recombi-
nantes que codificam uma cadeia leve humanizada da invengéo) em condi-
cbes apropriadas para expressdo de uma cadeia leve humanizada, pelo
qual, uma cadeia leve humanizada é expressa e uma cadeia leve humaniza-
da é produzida. Em algumas concretizagbes, o0 método compreende ainda
purificar ou isolar a cadeia leve humanizada.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
cadeia pesada humanizada com especificidade de ligacdo por CD52 huma-
na, compreendendo manter uma célula hospedeira da invengéo (por exem-
plo, uma célula hospedeira que contenha um ou mais acidos nucleicos re-
combinantes que codificam uma cadeia pesada humanizada da invencéo)
em condicbes apropriadas para expressdo de cadeia pesada humanizada,
pelo qual, uma cadeia pesada humanizada é expressa e uma cadeia pesada
humanizada é produzida. Em algumas concretizagbes, o método compreen-
de ainda purificar ou isolar a cadeia pesada humanizada.

A invencao refere-se ainda a uma composi¢cdo farmacéutica,
contendo uma imunoglobulina humanizada da invencao (por exemplo, com-
preendendo uma cadeia leve humanizada da invengao e/ou uma cadeia pe-
sada humanizada da invencao) e um veiculo ou um carreador fisiologica—
mente aceitdvel. Em algumas concretizagées, a composicao farmacéutica
compreende uma composi¢ao de dose unitaria.

A invencao refere-se ainda a um método para produzir um hibri-
doma que secreta um anticorpo monoclonal com especificidade de ligagao
por CD52 humana, compreendendo administrar linfécitos a um camundongo
transgénico para CD52 humana a um camundongo nado transgénico da
mesma linhagem, ou de semelhante (por exemplo, CD1) que o camundongo
transgénico para a CD52 humana, produzindo, pelo mesmo, um camundon-
go nao transgénico imunizado. Esplenécitos do camundongo né&o transgéni-
co imunizado sao fundidos com células imortalizadas, produzindo com isso

um hibridoma. O hibridoma é mantido em condi¢gdes nas quais secretarq um
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anticorpo monoclonal tendo especificidade de ligagcao por CD52 humana. Em
algumas concretizagées, a analise por FACS é utilizada para detectar um
hibridoma que secrete um anticorpo monoclonal com especificidade de liga-
cao por CD52 humana. Em outras concretizagbes, uma linhagem do camun-
dongo transgénico e a linhagem do camundongo n&o transgénico sao idénti-
cas. Em certas concretizagbes, a CD52 € CD52 humana do tipo selvagem.
Em algumas concretizagdes, o camundongo transgénico para CD52 e o ca-
mundongo nado transgénico sdo camundongos CD1. Em algumas concreti-
zagoes, os linfocitos usados para imunizagdo séo obtidos do bago do ca-
mundongo transgénico para CD52 humana. Em algumas concretizagoes, as
células imortalizadas sao selecionadas a partir do grupo constituido por célu-
las SP2/0 Ag14 e células de mieloma NS1. A invencéo refere-se também a
um hibridoma produzido pelos métodos da invengéo. Opcionalmente, o anti-
corpo monoclonal secretado pelo hibridoma é coletado e pode ser ainda pu-
rificado (por exemplo, substancialmente purificado, isolado). Em outras con-
cretizagbes, o método compreende ainda determinar a sequéncia de nucleo-
tideos do anticorpo monoclional secretado pelo hibridoma.

A invencéo refere-se também a um método para tratar uma do-
enga autoimune (por exemplo, esclerose multipla (MS), artrite reumatoide
(RA) (Consultar, por exemplo, Nature Reviews Drug Discovery 6. 75-92
(2007)), vasculite (Consultar, por exemplo, Rheumatology 39:229-237
(2000)), doenca de Behcet (BD) (Consultar, por exemplo, Rheumatology
42:1539-1544 (2003)), lapus e doenga celiaca (Vivas, S., et al., N. Engl. J.
Med., 354(23):2514-2515 (2006)), vasculite, psoriase, miosite, esclerodermi-
a, anemia aplasica e colite) em um paciente em necessidade deste, compre-
endendo administrar ao paciente uma quantidade eficaz de uma imunoglo-
bulina humanizada da invencao.

Em outro aspecto, uma quantidade eficaz de uma imunoglobuli-
na humanizada da invencao pode ser administrada em conjunto com um ou
mais agentes imunossupressores para preparar um paciente em necessida-
de deste para transplante de érgéo sélido (Agarwal et al., Transplant Immu-
nol., 20:6-11 (2008)) ou transplante de células-tronco CD34+ (Burt et al., The
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Lancet, publicagao online de 30 de janeiro de 2009).

A invencado refere-se também a um método para tratar cancer
em um paciente em necessidade deste, compreendendo administrar ao pa-
ciente uma quantidade eficaz de uma imunoglobulina humanizada da inven-
cao.

A invencao refere-se também a um método para tratar esclerose
multipla em um paciente em necessidade deste, compreendendo administrar
ao paciente uma quantidade eficaz de uma imunoglobulina humanizada da
invencgao.

A invencéo refere-se também a um método para tratar leucemia
linfocitica crénica em um paciente em necessidade deste, compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de uma imunoglobulina hu-
manizada da invengao.

A administracdo de uma imunoglobulina humanizada da presen-
te invencdo pode compreender a administracdo da imunoglobulina humani-
zada per se (por exemplo, em uma composi¢éo farmacéutica), a administra-
cao de um ou mais vetores recombinantes codificadores da imunoglobulina
humanizada ou a administragdo de uma célula hospedeira que compreenda
um ou mais acidos nucleicos (por exemplo, um ou mais vetores recombinan-
tes) codificadores das imunoglobulinas humanizadas e que expresse a imu-
noglobulina humanizada.

A invencdo refere-se também a um método para diagnosticar
uma doenca selecionada a partir do grupo constituido por doengas autoimu-
nes (por exemplo, esclerose mdltipla, lipus, vasculite), cancer (por exemplo,
leucemias (por exemplo, leucemia linfocitica crénica) e linfomas (por exem-
plo, linfoma ndo Hodgkin)), transplante (por exemplo, transplante de 6rgao
solido (por exemplo, transplante de rim) e transplante de células-tronco),
compreendendo analisar a amostra de um paciente in vifro com uma imuno-
globulina humanizada da invengao.

A invencao refere-se também a uma imunoglobulina humanizada
da invencao (por exemplo, compreendendo uma cadeia leve humanizada da

invencao e/ou cadeia pesada humanizada da invengdo), um vetor recombi-
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nante da invencdo ou a uma célula hospedeira da invengao para uso em
medicina, tal como para uso em terapia e/ou diagnéstico de uma doenca, tal
como para uso em tratar uma doenca ou transtorno descrito neste relatorio,
tal como doenca autoimune (por exemplo, esclerose multipla, artrite reuma-
toide e lapus), cancer, condi¢des hiperproliferativa de linfécitos (por exemplo,
neoplasias malignas de células T ou B, incluindo leucemia, como leucemia
linfocitica crénica de células B, e linfomas como linfoma ndo Hodgkin. Con-
sultar, por exemplo, Lundin, J., et al., Blood, 101:4267-4272 (2003); Rodig,
SJ., et al., Clinical Cancer Research, 12(23).:7174-7179 (2006). A invengao
refere-se também ao uso de uma imunoglobulina humanizada, cadeia leve
humanizada ou cadeia pesada humanizada da invencéao, vetor recombinante
da invencdo ou de uma célula hospedeira da invengéo para a produgao de
um medicamento destinado ao tratamento de uma doenga ou transtorno
descrito neste relatério (por exemplo, doengas autoimunes (por exemplo,
esclerose mudltipla, ltpus, vasculite), cancer (por exemplo, leucemias (por
exemplo, leucemia linfocitica cronica) e linfomas (por exemplo, linfoma néao
Hodgkin)) e transplante (por exemplo, transplante de 6rgao solido (por e-
xemplo, transplante de rim) e transplante de células-tronco)).

A invencao prové ainda anticorpos humanizados anti-CD52 hu-
mana, compreendendo regides framework da cadeia leve humana, que utili-
zam gene humano Vk2-A18b no qual os residuos 36 (Y) e 46 (L) (numera-
cao de Kabat) foram substituidos. Em algumas concretizacoes, o residuo 36
é V ou L e o residuo 46 é R. A invencado prové também anticorpos humani-
zados anti-CD52 humana, compreendendo regibes framework da cadeia
pesada humana, que utilizam gene humano VH 3-23 no qual o residuo 47
(W) (numerégéo de Kabat) foi substituido. Em algumas concretizagbes, os
residuos 47 (W) e 49 (S) (numeracao de Kabat) foram ambos substituidos.
Em algumas concretizagdes, o residuo 47 é L e o residuo 49 € S. Em outras
concretizacoes, o residuo 47 é L e o residuo 49 é A.

Em algumas concretizagbes, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invencao possui valor de ECsp, conforme determinado em

ensaio de ligacao celular, tal como o ensaio descrito no Exemplo 29, que &
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duas vezes mais baixo do que o valor de ECsp para o anticorpo Campath-
1H®. Em varias concretizagdes, o valor de ECsy do anticorpo humanizado
anti-CD52 humana é de 11 nM ou menos.

Em algumas concretizagbes, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invengao liga-se a CD52 em células na presenc¢a de anti-
corpos anti-Campath-1H® do soro de um paciente humano que foi tratado
com Campath-1H®. Ou seja, a ligacdo de um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invengdo a CD52 em células ndo é reduzida na presenca
de tais anticorpos anti-Campath-1H®, quando comparada a ligagao de Cam-
path-1H® a CD52, ou € menos reduzida na presencga de tais anticorpos anti-
Campath-1H® quando comparado a ligagao de Campath-1H® a CD52.

A invencao prové ainda anticorpos humanizados anti-CD52 hu-
mana com perfil de deplegao de linfécitos em sangue e/ou bago de um anti-
corpo humanizado anti-CD52 humana provido neste relatério descritivo.

Em algumas concretizagbées, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invengdo aumenta o nivel circulante de um ou mais de
TNF-alfa, IL-6 e MCP-1 no soro de um individuo.

Em algumas concretizagdes, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invenc¢ao reduz niveis de linfocitos em um individuo por
pelo menos 30 dias, pelo menos 50 dias, pelo menos 60 dias, pelo menos 70
dias, pelo menos 80 dias ou por mais de 80 dias.

Em algumas concretizagbes, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invencgao retarda o aparecimento de doenga e/ou diminui a
gravidade de doenca, conforme medido por escore clinico em modelo de
EAE de camundongo.

Em algumas concretizagbes, um anticorpo humanizado anti-
CD52 humana da invencdo € menos imunogénico do que Campath-1H® em
ensaio de imunogenicidade, tal como o ensaio descrito no Exemplo 69 ou
70.

Imunoglobulinas monoclonais de camundongo

A invencgao refere-se também a anticorpos monoclonais de ca-

mundongo (imunoglobulinas monoclonais de camundongo) com especifici-
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dade de ligacao por CD52 humana. Em uma concretizacéo, a invengao refe-
re-se a um anticorpo monoclonal de camundongo com especificidade de li-
gacdo por CD52 humana, compreendendo uma cadeia leve, incluindo SEQ
ID NO: 3, e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve,
incluindo SEQ ID NO: 4, e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 17,
uma cadeia leve, incluindo SEQ ID NO: 5, e uma cadeia pesada incluindo
SEQ ID NO: 18; uma cadeia leve, incluindo SEQ ID NO: 6, e uma cadeia
pesada incluindo SEQ ID NO: 19; uma cadeia leve, incluindo SEQ ID NO: 7,
e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve, incluindo
SEQ ID NO: 8, e uma cadeia pesada incluindo SEQ [ID NO: 21; uma cadeia
leve, incluindo SEQ ID NO: 9, e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO:
22: uma cadeia leve, incluindo SEQ ID NO: 10, e uma cadeia pesada inclu-
indo SEQ ID NO: 23; uma cadeia leve, incluindo SEQ ID NO: 11, e uma ca-
deia pesada incluindo SEQ ID NO: 24; uma cadeia leve, incluindo SEQ ID
NO: 12, e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 25; ou uma cadeia leve,
incluindo SEQ ID NO: 13, e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 26.

Em uma concretizagdo, o anticorpo monoclonal de camundongo
com especificidade de ligagdo por CD52 humana compreende uma regiao
variavel de cadeia leve selecionada a partir do grupo constituido por SEQ 1D
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e
SEQ ID NO: 13, ou uma regiao variavel de cadeia pesada selecionada a par-
tir do grupo constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26, ou tanto tal regi-
a0 variavel de cadeia leve como tal regido variavel de cadeia pesada.

A invencao refere-se também a uma cadeia leve de imunoglobu-
lina de camundongo, compreendendo a regido variavel de SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID
NO: 13.

A invencao refere-se também a uma cadeia pesada de imuno-
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globulina de camundongo, compreendendo a regido variavel de SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25
ou SEQ ID NO: 26.

De preferéncia, os anticorpos monoclonais de camundongo da
presente invencdo compreendem tanto uma cadeia leve de anticorpo de ca-
mundongo da invengdo como uma cadeia pesada de anticorpo de camun-
dongo da invengdo. Em algumas concretizagbes, a invengdo prové uma i-
munoglobulina monoclonal de camundongo que se liga ao mesmo epitopo
em CD52 humana que um anticorpo monoclonal de camundongo compreen-
dendo uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3 e uma regiao
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 16; uma regido variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 4 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID
NO: 17; uma regiao varidvel de cadeia leve de SEQ ID NO: 5 e uma regido
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 18; uma regiao variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 6 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID
NO: 19; uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 7 e uma regiao
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 20; uma regiao variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 8 e uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID
NO: 21; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 9 e uma regiao
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 22; uma regiao variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 10 e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID
NO: 23; uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 11 e uma regiéo
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24; uma regiao variavel de cadeia

leve de SEQ ID NO: 12 e uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID

- NO: 25; ou uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13 e uma re-

gido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26. Em outras concretiza-
¢oes, a invengdo prové uma imunoglobulina monoclonal de camundongo
que se liga a um epitopo em CD52 humana que se sobrep6e ao epitopo ao
qual tal anticorpo monoclonal de camundongo se liga.

Em outras concretizagbes, a invengéo prové uma imunoglobulina

monoclonal de camundongo que se liga a um epitopo, em CD52 humana,
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compreendendo pelo menos o residuo 1 da sequéncia da CD52 humana
madura. A imunoglobulina monoclonal de camundongo pode ligar-se a um
epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1, 3, 4 e 5 da sequéncia da
CD52 humana madura, pode ligar-se a um epitopo compreendendo pelo
menos os residuos 1, 2, 3, 4 e 5 da sequéncia da CD52 humana madura ou
pode ligar-se a um epitopo compreendendo pelo menos os residuos 7, 8 e 9
da sequéncia da CD52 humana madura. Em algumas concretizagées, o epi-
topo compreende pelo menos os residuos 7, 8 e 11 da sequéncia da CD52
humana madura. Em algumas concretizagdes, o epitopo compreende pelo
menos os residuos 4 e 11 da sequéncia da CD52 humana madura.

A invencao refere-se também a moléculas isoladas de acido nu-
cleico que codificam as imunoglobulinas monoclonais de camundongo, ca-
deias leves de imunoglobulina de camundongo ou cadeias pesadas de imu-
noglobulina de camundongo da invengdo. Em algumas concretizagbes, a
invengdo é uma molécula isolada de acido nucleico, codificador de uma ca-
deia pesada de imunoglobulina de camundongo e de uma cadeia leve de
imunoglobulina de camundongo que se associam para formar uma imuno-
globulina monoclonal de camundongo com especificidade de ligagdo por
CD52 humana, em que a cadeia leve de imunoglobulina de camundongo
compreende uma regido variavel selecionada a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13, ou a cadeia pesada de imunoglobulina de ca-
mundongo compreende uma regido variavel selecionada a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ [D NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26, ou tanto tal cadeia leve e
tal cadeia pesada.

Em algumas concretizagbes, o acido nucleico isolado codifica
uma cadeia leve de imunoglobulina de camundongo que compreende uma
regido variavel selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
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SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID
NO: 13.

Em outras concretizagdes, o acido nucleico isolado codifica uma
cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo que compreende uma
regido variavel selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e
SEQ ID NO: 26.

A invencgdo refere-se também a vetores recombinantes (por e-
xemplo, vetores de expressao, incluindo vetores de expressao em célula de
mamifero) que compreendem um acido nucleico codificador da imunoglobu-
lina monoclonal de camundongo (por exemplo, uma cadeia leve de imuno-
globulina de camundongo e uma cadeia pesada de imunoglobulina de ca-
mundongo), da cadeia leve de imunoglobulina de camundongo ou da cadeia
pesada de imunoglobulina de camundongo da invengédo. Em algumas con-
cretizagbes, a invengao € um vetor recombinante compreendendo um acido
nucleico, ou um par de vetores recombinantes compreendendo acidos nucle-
icos codificadores de uma imunoglobulina monoclonal de camundongo que
compreende uma regido variavel de cadeia leve selecionada a partir do gru-
po constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO:
6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13, ou uma regiao variavel de cadeia
pesada selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ
ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO:
21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ
ID NO: 26, ou tanto tal regidao variavel de cadeia leve como tal regiao varia-
vel de cadeia pesada.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
um &cido nucleico que codifica uma cadeia leve de imunoglobulina de ca-
mundongo, em que a cadeia leve de imunoglobulina de camundongo com-
preende SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ
ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11,
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SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
um acido nucleico que codifica uma cadeia pesada de imunoglobulina de
camundongo, em que a cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo
compreende SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO:
19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ
ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 ou SEQ 1D NO: 26.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
um acido nucleico que codifica uma cadeia leve de imunoglobulina de ca-
mundongo e uma cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo, em
que a cadeia leve de imunoglobulina de camundongo e a cadeia pesada de
imunoglobulina de camundongo se associam para formar uma imunoglobuli-
na monoclonal de camundongo com especificidade de ligagdo por CD52
humana. Em uma concretizagdo, a cadeia leve de imunoglobulina de ca-
mundongo compreende uma regido variavel selecionada a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13, e a cadeia pesada de imunoglobulina
de camundongo compreende uma regido variavel selecionada a partir do
grupo constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ
ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26.

Em concretizagbes especificas, o vetor recombinante da inven-
¢do é um vetor de expressao, tal como vetor de expressdo em célula de
mamifero. Em certas concretizagbes, o vetor & plasmideo ou vetor viral (por
exemplo, vetor adenoviral ou AAV).

A invengdo refere-se também a uma célula hospedeira que
compreende um ou mais acidos nucleicos codificadores da imunoglobulina
monoclonal de camundongo (cadeia leve de imunoglobulina de camundongo
e cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo), da cadeia leve de i-
munoglobulina de camundongo ou da cadeia pesada de imunoglobulina de

camundongo da invengao. Por exemplo, em algumas concretizagtes, a célu-
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la hospedeira compreende um vetor recombinante (por exemplo, vetor de
expressao, vetor de expressdo em célula de mamifero) da invehgéo.

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende
acido nucleico codificador de cadeia leve de imunoglobulina de camundongo
e de cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo, em que a cadeia
leve de imunoglobulina de camundongo e a cadeia pesada de imunoglobuli-
na de camundongo se associam para formar uma imunoglobulina monoclo-
nal de camundongo com especificidade de ligagdo por CD52 humana e em
que a cadeia leve de imunoglobulina de camundongo compreende uma regi-
Ao variavel, selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID
NO: 13, e/ou a cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo compre-
ende uma regido variavel selecionada a partir do grupo constituido por SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO:
20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ
ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26, ou ambas.

Em algumas concretizagbes, a célula hospedeira compreende
acido nucleico codificador de cadeia leve de imunoglobulina de camundon-
go, em que a cadeia leve de imunoglobulina de camundongo compreende
uma regiao variavel de cadeia leve selecionada a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13.

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende
acido nucleico codificador de cadeia pesada de imunoglobulina de camun-
dongo, em que a cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo com-
preende uma regiao variavel de cadeia pesada selecionada a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
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imunoglobulina monoclonal de camundongo, compreendendo manter uma
célula hospedeira da invencéo (por exemplo, célula hospedeira que conte-
nha um ou mais acidos nucleicos recombinantes (por exemplo, vetores re-
combinantes) que codificam uma imunoglobulina monoclonal de camundon-
go (por exemplo, cadeia leve de imunoglobulina de camundongo e cadeia
pesada de imunoglobulina de camundongo) da invengao) em condigbes a-
propriadas para expressdo de uma imunoglobulina monoclonal de camun-
dongo, pelo qual, cadeias de imunoglobulina monoclonal de camundongo
s&0 expressas e uma imunoglobulina monoclonal de camundongo é produ-
zida. Em algumas concretizagbes, o método compreende ainda purificar ou
isolar a imunoglobulina monoclonal de camundongo.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
cadeia leve de imunoglobulina monoclonal de camundongo, compreendendo
manter uma célula hospedeira da invencgado, contendo acido nucleico codifi-
cador de uma cadeia leve de imunoglobulina de camundongo da invencéo,
em condicbes apropriadas para expressao da referida cadeia leve de imuno-
globulina de camundongo, pelo qual uma cadeia leve é expressa. Em algu-
mas concretizagdes, o método compreende ainda purificar ou isolar a cadeia
leve.

The invencéo refere-se também a um método para preparar uma
cadeia pesada de imunoglobulina monoclonal de camundongo, compreen-
dendo manter uma célula hospedeira da invengdo, contendo acido nucleico
codificador de uma cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo da
invencao, em condigbes apropriadas para expressao da referida cadeia pe-
sada de imunoglobulina de camundongo, pelo qual uma cadeia pesada de
imunoglobulina de camundongo é expressa. Em algumas concretizagées, o
método compreende ainda purificar ou isolar a cadeia pesada de imunoglo-
bulina de camundongo.

A invencao refere-se também a um meétodo para diagnosticar
uma doenga (por exemplo, doengas autoimunes (por exemplo, esclerose
mdltipla, lapus, vasculite), cancer (por exemplo, leucemias (por exemplo,

leucemia linfocitica crénica) e linfomas (por exemplo, linfoma ndo Hodgkin))
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e transplante (por exemplo, transplante de érgao sélido (por exemplo, trans-
plante de rim) e transplante de células-tronco)), compreendendo analisar a
amostra de um paciente in vitro, com a imunoglobulina monoclonal de ca-
mundongo da invengdo (por exemplo, Lundin, J., et al., Blood, 101.4267-
4272 (2003); Rodig, SJ, ef al, Clin. Cancer res., 12(23);7174-717179
(2006)).

Imunoglobulinas quiméricas

A invencao refere-se também a imunoglobulinas quiméricas que
possuem especificidade de ligagdo por CD52 humana. Tais imunoglobulinas
quiméricas podem incluir as regiées variaveis de qualquer uma das imuno-
globulinas monoclonais de camundongo da presente invencdo. Em uma
concretizagao, a imunoglobulina quimérica da invengdo compreende a regi-
a0 variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3 e a regido variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 16; a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO:
4 e a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 17; a regiéo variavel
de cadeia leve de SEQ ID NO: 5 e a regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 18; a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 6 e a regiao
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 19; a regiao variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 7 e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO:
20; a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 8 e a regiao variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 21; a regido variavel de cadeia leve de SEQ
ID NO: 9 e a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 22; a regido
variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 10 e a regido variavel de cadeia pe-
sada de SEQ ID NO: 23; a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 11
e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24; a regiao variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ
ID NO: 25; ou a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13 e a regido
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26.

A invencgao refere-se também a um anticorpo quimérico que
possui especificidade de ligagdo por CD52 humana, compreendendo uma
sequéncia de regido variavel de cadeia leve selecionada a partir do grupo

constituido por: a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3, a regido
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variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 4, a regido variavel de cadeia leve de
SEQ ID NO: 5, a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 6, a regiao
variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 7, a regido variavel de cadeia leve de
SEQ ID NO: 8, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 9, a regiao
variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 10, a regiao variavel de cadeia leve
de SEQ ID NO: 11, a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e a
regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13, e/ou uma sequéncia de
regido variavel de cadeia pesada selecionada a partir do grupo constituido
por: a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 16, a regiao variavel
de cadeia pesada de SEQ ID NO: 17, a regiao variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 18, a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 19, a
regido varidvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 20, a regiao variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 21, a regiado variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 22, a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 23, a
regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24, a regiao variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 25 e a regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 26.

A invencao refere-se também a uma cadeia leve quimérica com-
preendendo uma regido variavel selecionada a partir do grupo constituido
por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ
ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13.

A invencao refere-se também a uma cadeia pesada quimérica
compreendendo uma regido variavel selecionada a partir do grupo constitui-
do por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26.

De preferéncia, as imunoglobulinas quiméricas da presente in-
vencao compreendem tanto uma cadeia leve quimérica da invengdo como
uma cadeia pesada quimérica da invengao.

Em algumas concretizacdes, a invengao prové uma imunoglobu-

lina quimérica que se liga ao mesmo epitopo em CD52 humana que um anti-
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corpo monoclonal de camundongo compreendendo uma regido variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 3 e uma regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 16; uma regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 4 e uma
regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 17; uma regi&o variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 5 e uma regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 18; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 6 e uma
regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 19; uma regido variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 7 e uma regiao variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 20; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 8 e uma
regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 21; uma regi&o variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 9 e uma regiao variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 22; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 10 e
uma regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 23; uma regi&o varia-
vel de cadeia leve de SEQ ID NO: 11 e uma regido variavel de cadeia pesa-
da de SEQ ID NO: 24; uma regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12
e uma regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 25; ou uma regiao
variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13 e uma regido variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 26. Em outras concretizagbes, a imunoglobulina
quimérica liga-se a um epitopo em CD52 humana que se sobrepbe ao epito-
po ao qual tal anticorpo monoclonal de camundongo se liga.

Em outras concretizagdes, a invengao prové uma imunoglobulina
quimérica que se liga a um epitopo, em CD52 humana, compreendendo pelo
menos o residuo 1 da sequéncia da CD52 humana madura. A imunoglobuli-
na quimérica pode ligar-se a um epitopo compreendendo pelo menos os re-
siduos 1, 3, 4 e 5 da sequéncia da CD52 humana madura, pode ligar-se a
um epitopo compreendendo pelo menos os residuos 1, 2, 3, 4 e 5 da se-
quéncia da CD52 humana madura, ou pode ligar-se a um epitopo em CD52
humana compreendendo pelo menos os residuos 7, 8 e 9 da sequéncia da
CD52 humana madura. Em algumas concretizagbes, o epitopo compreende
pelo menos os residuos 7, 8 e 11 da sequéncia da CD52 humana madura.
Em algumas concretizacées, o epitopo compreende pelo menos os residuos

4 e 11 da sequéncia da CD52 humana madura.
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A invencao refere-se também a moléculas isoladas de acido nu-
cleico que codificam as imunoglobulinas quiméricas, as cadeias leves quime-
ricas ou as cadeias pesadas quiméricas da invencao. Em algumas concreti-
zagdes, a invengdo é uma molécula isolada de &cido nucleico (uma ou mais
moléculas de acido nucleico), codificador de uma cadeia pesada quimérica e
de uma cadeia leve quimérica que se associam para formar uma imunoglo-
bulina quimérica com especificidade de ligagdo por CD52 humana, em que a
cadeia leve quimérica compreende uma regido variavel selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13; e/ou a cadeia pesada
quimérica compreende uma regido variavel selecionada a partir do grupo
constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26.

Em algumas concretizagdes, a invengao € uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia leve quimérica que compreen-
de a regiao variavel de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13.

Em algumas concretizacdes, a invencdo é uma molécula isolada
de acido nucleico, codificador de uma cadeia pesada quimérica que compre-
ende a regido variavel de SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26.

A invencao refere-se também a vetores recombinantes (por e-
xemplo, vetores de expressao, vetores de expressdo em célula de mamifero)
que compreendem um acido nucleico codificador da imunoglobulina quimeri-
ca (cadeia leve quimérica e cadeia pesada quimérica), da cadeia leve quime-
rica ou da cadeia pesada quimérica da invengdo. Em algumas concretiza-
coes, a invengdo é um vetor recombinante compreendendo um acido nuclei-

co (ou par de vetores recombinantes compreendendo acidos nucleicos), co-
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dificador de uma imunoglobulina quimérica que compreende uma regiao va-
riavel de cadeia leve selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e
SEQ ID NO: 13; ou uma regido variavel de cadeia pesada selecionada a par-
tir do grupo constituido por SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18,
SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e SEQ ID NO: 26; ou tanto tal ca-
deia leve e cadeia pesada.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
um acido nucleico codificador de uma cadeia leve quimérica, em que a ca-
deia leve quimérica compreende a regiao variavel de SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13.

Em outras concretizagbes, o vetor recombinante compreende
um acido nucleico codificador de uma cadeia pesada quimeérica, em que a
cadeia pesada quimérica compreende a regiao variavel de SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 ou
SEQ ID NO: 26.

Em concretizacdes especificas, o vetor recombinante da inven-
cao € um vetor de expressdo, tal como vetor de expressdo em célula de
mamifero. Em certas concretizagées, o vetor é plasmideo ou vetor viral (por
exemplo, vetor adenoviral ou AAV).

A invencao refere-se também a uma célula hospedeira que
compreende um ou mais acidos nucleicos (por exemplo, um ou mais vetores
recombinantes), codificadores da imunoglobulina quimérica (cadeia leve
quimérica e cadeia pesada quimérica), da cadeia leve quimérica ou da ca-
deia pesada quimérica da invengdo. Por exemplo, em algumas concretiza-
coes, a célula hospedeira compreende um vetor recombinante (por exemplo,
vetor de expressao, vetor de expressao em célula de mamifero) da inven-

cao.
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Em algumas concretizacbes, a célula hospedeira compreende
um acido nucleico recombinante (ou par de acidos nucleicos recombinantes),
codificador de uma cadeia leve quimérica e de uma cadeia pesada quimeéri-
ca, em que a cadeia leve quimérica e a cadeia pesada quimérica associam-
se para formar uma imunoglobulina quimérica com especificidade de ligagao
por CD52 humana e em que a cadeia leve quimérica compreende uma regi-
4o variavel selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ
ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO:
13; e/ou a cadeia pesada quimérica compreende uma regiao variavel sele-
cionada a partir do grupo constituido pela regido variavel de SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e
SEQ ID NO: 26.

Em algumas concretizacdes, a célula hospedeira compreende
um acido nucleico recombinante, codificador de uma cadeia leve quimérica,
em que a cadeia leve quimérica compreende uma regido variavel de cadeia
leve selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13.

Em algumas concretizagdes, a célula hospedeira compreende
um acido nucleico recombinante, codificador de uma cadeia pesada quimeéri-
ca, em que a cadeia pesada quimérica compreende uma regiao variavel de
cadeia pesada selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 16,
SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 e
SEQ ID NO: 26.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
imunoglobulina quimérica, compreendendo manter uma célula hospedeira da
invengéo (por exemplo, célula hospedeira que contenha um ou mais acidos
nucleicos isolados que codificam uma imunoglobulina quimérica (por exem-

plo, cadeia leve quimérica e cadeia pesada quimérica) da inveng&o) em con-
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dicbes apropriadas para expressdo de uma imunoglobulina quimérica, pelo
qual, cadeias de imunoglobulina quimérica sao expressas e uma imunoglo-
bulina quimérica é produzida. Em algumas concretiza¢des, o método com-
preende ainda purificar ou isolar a imunoglobulina quimeérica.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
cadeia leve quimérica, compreendendo manter uma célula hospedeira da
invencao (por exemplo, célula hospedeira que contenha um acido nucleico
codificador de uma cadeia leve quimérica da invengéao) em condi¢bes apro-
priadas para expressdo da referida cadeia leve quimérica, pelo qual uma
cadeia leve quimérica é expressa e uma cadeia leve quimérica € produzida.
Em algumas concretizagdes, o método compreende ainda purificar ou isolar
a cadeia leve quimerica.

A invencao refere-se também a um método para preparar uma
cadeia pesada quimérica, compreendendo manter uma célula hospedeira da
invengdo (por exemplo, célula hospedeira que contenha um &cido nucleico
codificador de uma cadeia pesada quimérica da invengéo) em condi¢oes
apropriadas para expressao da referida cadeia pesada quimérica, pelo qual
uma cadeia pesada quimérica € expressa e uma cadeia pesada quimeérica é
produzida. Em algumas concretizagbes, o método compreende ainda purifi-
car ou isolar a cadeia pesada quimérica.

A invengdo refere-se também a um método para diagnosticar
uma doencga selecionada a partir do grupo constituido por doengas autoimu-
nes (por exemplo, esclerose multipla, lipus, vasculite), cadncer (por exempilo,
leucemias (por exemplo, leucemia linfocitica crénica) e linfomas (por exem-
plo, linfoma nao Hodgkin)) e transplante (por exemplo, transplante de 6rgao
sélido (por exemplo, transplante de rim) e transplante de células-tronco),
compreendendo analisar a amostra de um paciente in vitro, com a imunoglo-
bulina quimérica da invengéo.

Concretizagdes adicionais desta invencdo s&o descritas como
segue. Em um aspecto, a invengao refere-se a um anticorpo monoclonal an-
ti-CD52 humana ou parte de ligagéo a antigeno deste, em que a cadeia leve

e a cadeia pesada do referido anticorpo compreendem as trés regidées de-
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terminantes de complementaridade (CDRs) encontradas em: SEQ ID NOs: 3
e 16, respectivamente; SEQ ID NOs: 4 e 17, respectivamente; SEQ ID NOs:
5 e 18, respectivamente; SEQ ID NOs: 6 e 19, respectivamente; SEQ ID
NOs: 7 e 20, respectivamente; SEQ ID NOs: 8 e 21, respectivamente; SEQ
ID NOs: 9 e 22, respectivamente; SEQ ID NOs: 10 e 23, respectivamente;
SEQ ID NOs: 11 e 24, respectivamente; SEQ ID NOs: 12 e 25, respectiva-
mente; SEQ ID NOs: 12 e 137, respectivamente; ou SEQ ID NOs: 13 e 26,
respectivamente. Em algumas concretizagbes, a invencao refere-se a um
anticorpo que se liga ao mesmo epitopo em CD52 humana que o anticorpo
monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno acima. Em algumas concretiza-
coes, a invengdo refere-se a um anticorpo que compreende o anticorpo mo-
noclonal ou parte de ligacdo a antigeno acima. Em algumas concretizagoes,
a invengao refere-se a um anticorpo que compete de modo cruzado com o
anticorpo monoclonal ou parte de ligagédo a antigeno acima.

Em algumas concretizagdes, qualquer um dos anticorpos ou de
partes de ligacédo a antigeno acima se liga a uma sequéncia de aminoacidos
compreendendo SEQ ID NO: 104. Em algumas concretizagbes correlatas, €
possivel reduzir a ligagao do referido anticorpo, ou da parte, a SEQ ID NO:
104 por substituicao de alanina em um ou mais dos residuos 4, 7, 8 ou 11 da
SEQ ID NO: 104.

Em algumas concretizagdes, o anticorpo é anticorpo humaniza-
do, anticorpo de camundongo ou anticorpo quimérico. Em certas concretiza-
coes, as regides framework da cadeia pesada do referido anticorpo utilizam
uma sequéncia de VH3-72 ou VH3-23 de linhagem germinativa humana, e
as regides framework da cadeia leve do referido anticorpo utilizam uma se-
quéncia de VK2 A18b de linhagem germinativa humana.

Em algumas concretizagdes, a invengao refere-se a um anticor-
po monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo a antigeno deste, em
que o referido anticorpo compreende (H)-CDR1, H-CDR2, H-CDR3 de ca-
deia pesada e (L)-CDR1, L-CDR2 e L-CDR3 de cadeia leve, cujas sequén-
cias de aminoacidos sdo SEQ ID NOs: 51, 59, 69, 29, 36 e 43, respectiva-
mente; SEQ ID NOs: 50, 60, 69, 29, 37 e 43, respectivamente; SEQ ID NOs:
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50, 61, 68, 29, 38 e 43, respectivamente; SEQ ID NOs: 50, 61, 69, 29, 36 e
43, respectivamente; SEQ ID NOs: 50, 62, 69, 29, 39 e 43, respectivamente;
SEQ ID NOs: 52, 61, 70, 30, 40 e 43, respectivamente; SEQ ID NOs: 53, 63,
71, 31, 36 e 44, respectivamente; SEQ ID NOs: 54, 64, 71, 31, 36 e 45, res-
pectivamente; SEQ ID NOs: 55, 63, 72, 31, 36 e 46, respectivamente; SEQ
ID NOs: 56, 65, 73, 32, 41 e 47, respectivamente; SEQ ID NOs: 56, 65, 294,
32, 41 e 47, respectivamente; ou SEQ ID NOs: 56, 66, 74, 33, 41 e 48, res-
pectivamente.

Em algumas concretizagdes, a invengao refere-se a um anticor-
po monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo a antigeno deste, em
que a cadeia leve e a cadeia pesada do referido anticorpo compreendem as
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 3 e 16, respectivamente; SEQ
ID NOs: 4 e 17, respectivamente; SEQ ID NOs: 5 e 18, respectivamente;
SEQ ID NOs: 6 e 19, respectivamente; SEQ ID NOs: 7 e 20, respectivamen-
te; SEQ ID NOs: 8 e 21, respectivamente; SEQ ID NOs: 9 e 22, respectiva-
mente; SEQ ID NOs: 10 e 23, respectivamente; SEQ ID NOs: 11 e 24, res-
pectivamente; SEQ ID NOs: 12 e 25, respectivamente; ou SEQ ID NOs: 13 e
26, respectivamente.

Em algumas concretizagoes, a invencao refere-se a um anticor-
po monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno deste, em que a cadeia pesa-
da e a cadeia leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 103 e 102, respectivamente; SEQ ID NOs:
136 e 138, respectivamente; SEQ ID NOs: 137 e 138, respectivamente; SEQ
ID NOs: 139 e 147, respectivamente; SEQ ID NOs: 149 e 155, respectiva-
mente: SEQ ID NOs: 149 e 156, respectivamente; SEQ ID NOs: 158 e 165,
respectivamente; SEQ ID NOs: 158 e 166, respectivamente; SEQ ID NOs:
159 e 165, respectivamente; SEQ ID NOs: 159 e 166, respectivamente; SEQ
ID NOs: 161 e 166, respectivamente; ou SEQ ID NOs: 163 e 166, respecti-
vamente. Em algumas concretizagbes, a invencao refere-se a um anticorpo
que se liga ao mesmo epitopo em CD52 humana que -0 anticorpo monoclo-
nal ou parte de ligagdo a antigeno acima. Em algumas concretizagbes, a

invencao refere-se a um anticorpo que compete com o anticorpo monoclonal
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ou parte de ligacdo a antigeno acima. Em algumas concretizagées, a inven-
¢éo refere-se a um anticorpo de compete de modo cruzado com o anticorpo
monoclonal ou parte de ligagao a antigeno acima.

Em certas concretizagdes, a invengéo refere-se a um anticorpo
monoclonal humanizado anti-CD52 humana ou parte de ligagéo a antigeno
deste, em que a cadeia pesada e a cadeia leve do referido anticorpo com-
preendem as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 272 e 273, res-
pectivamente, sem as sequéncias de sinalizagdo. Em certas concretizagées,
a invencao refere-se a um anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte
de ligacdo a antigeno deste, em que a cadeia pesada e a cadeia leve do re-
ferido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoacidos de SEQ 1D
NOs: 274 e 275, respectivamente, sem as sequéncias de sinalizacdo. Em
certas concretizagoes, a invengao refere-se a um anticorpo monocional anti-
CD52 humana ou parte de ligagédo a antigeno deste, em que a cadeia pesa-
da e a cadeia leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 276 e 278, respectivamente, sem as sequén-
cias de sinalizacdo. Em certas concretizagbes, a invencao refere-se a um
anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de liga¢ao a antigeno des-
te, em que a cadeia pesada e a cadeia leve do referido anticorpo compreen-
dem as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 277 e 278, respectiva-
mente, sem as sequéncias de sinalizagdo. Em certas concretizactes, a in-
vencao refere-se a um anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de
ligacdo a antigeno deste, em que a cadeia pesada e a cadeia leve do referi-
do anticorpo compreendem as sequéncias de aminoéacidos de SEQ ID NOs:
279 e 280, respectivamente, sem as sequéncias de sinalizagdo. Em certas
concretizacées, a invencao refere-se a um anticorpo monoclonal anti-CD52
humana ou parte de ligagao a antigeno deste, em que a cadeia pesada e a
cadeia leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoaci-
dos de SEQ ID NOs: 281 e 282, respectivamente, sem as sequéncias de
sinalizagdo. A invengao prové também anticorpos que se ligam ao mesmo
epitopo em CD52 que um destes anticorpos humanizados e anticorpos que

competem ou competem de modo cruzado com um destes anticorpos hu-
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manizados. Em concretizagcbes correlatas, a invencéo prové composicoes
contendo tal anticorpo humanizado e um carreador farmaceuticamente acei-
tavel.

Em algumas concretizagdes, a invengao refere-se a um anticor-
po monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagao a antigeno deste, em
que a cadeia leve do referido anticorpo compreende uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 102,
138, 145-148, 153-157 e 164-168. Em certas concretizacdes, a invengao
refere-se a um anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagao
a antigeno deste, em que a cadeia leve do referido anticorpo compreende
uma sequéncia de aminoécidos selecionada a partir do grupo constituido por
SEQ ID NOs: 273, 275, 278, 280 e 282, sem as sequéncias de sinalizacao.
Em certas concretizacoes, a invengao refere-se a uma cadeia leve de anti-
corpo ou parte desta, compreendendo uma sequéncia de aminoacidos sele-
cionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 102, 138, 145-148,
153-157, 164-168, 273, 275, 278, 280 e 282, sem as sequéncias de sinaliza-
¢ao, se presentes.

Em algumas concretizacdes, a invencgao refere-se a um anticor-
po monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagédo a antigeno deste, em
que a cadeia pesada do referido anticorpo compreende uma sequéncia de
aminodacidos selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 103,
136, 137, 139-144, 149-152 e 158-163. Em certas concretizagdes, a inven-
cao refere-se a um anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de li-
gacao a antigeno deste, em que a cadeia pesada do referido anticorpo com-
preende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo cons-
tituido por SEQ ID NOs: 272, 274, 276, 277, 279 e 281, sem as sequéncias
de sinalizacdo. Em certas concretizagdes, a invencgao refere-se a uma ca-
deia pesada de anticorpo ou parte desta, compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 103,
136, 137, 139-144, 149-152, 158-163, 272, 274, 276, 277, 279 e 281, sem as
sequéncias de sinaliza¢ao, se presentes.

Em algumas concretizagdes, qualquer um dos anticorpos acima
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pode ser uma molécula de IgG, IgM, IgA, IgD ou IgE. Em certas concretiza-
¢oes, o referido 1gG is IgG1, 1gG2, 1gG3 ou 1gG4.

Em algumas concretizagdes, qualquer uma das partes de liga-
cao a antigeno acima pode ser anticorpo de cadeia unica, Fv, Fab, Fab’,
F(ab’)2, Fd, molécula Fv de cadeia Unica (scFv), dimero biespecifico de Fv
de cadeia Gnica, diabody, anticorpo com dominio deletado ou anticorpo de
dominio Gnico (dAb).

A invencao refere-se também a qualquer um dos anticorpos ou
partes de ligacao a antigeno acima, em que o referido anticorpo ou parte de
ligacdo a antigeno depleta linfocitos T ou B, ou ambos; de preferéncia, de-
pleta linfocitos T, em comparagao a linfécitos B; aumenta niveis séricos cir-
culantes de TNF-alfa, IL-6 ou MCP-1 (por exemplo, em pelo menos 5%, pelo
menos 10%, pelo menos 50%, pelo menos 100% ou pelo menos 200%);
media citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo (ADCC)
de células que expressam CD52; media citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC) de células que expressam CD52; liga-se a CD52 humana
ape‘sar de a presenca de anticorpos neutralizantes contra alentuzumabe em
paciente humano; e/ou promove a sinalizagdo intracelular em células T e/ou
B humanas (consultar, por exemplo, Hederer et al., International Immunology
12:505-616 (2000); Watanabe et al., Clinical Immunology 120: 247-259
(2006)).

A invencgao refere-se ainda a um acido nucleico isolado, codifi-
cador da cadeia pesada ou de parte de ligacao a antigeno desta, ou da ca-
deia leve ou de parte de ligagdo a antigeno desta de qualquer um dos anti-
corpos acima. Em algumas concretizagées, o referido acido nucleico isolado
compreende uma sequéncia de nucleotideos de cadeia pesada selecionada
a partir do grupo constituido por SEQ [ID NOs: 283, 285, 287, 288, 290 e
292, ou a referida sequéncia de nucleotideos sem a sequéncia codificadora
de um peptideo de sinalizagdo; uma sequéncia de nucleotideos de cadeia
leve selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 284, 286,
289, 291 e 293, ou a referida sequéncia de nucleotideos sem a sequéncia

codificadora de um peptideo de sinalizagdo; ou ambas as referidas sequén-
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cias de nucleotideos de cadeia pesada e de cadeia leve. Em certas concre-
tizacoes, o referido acido nucleico isolado compreende uma sequéncia de
nucleotideos de cadeia pesada e uma sequéncia de nucleotideos de cadeia
leve, selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 283 e SEQ
ID NO: 284, respectivamente, ambas sem as sequéncias codificadoras de
peptideos de sinalizacdo; SEQ ID NO: 285 e SEQ ID NO: 286, respectiva-
mente, ambas sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinalizagao;
SEQ ID NO: 287 e SEQ ID NO: 289, respectivamente, ambas sem sequén-
cias codificadoras de peptideos de sinalizagao; SEQ ID NO: 288 e SEQ ID
NO: 289, respectivamente, ambas sem sequéncias codificadoras de pepti-
deos de sinalizagdo; SEQ ID NO: 290 e SEQ ID NO: 291, respectivamente,
ambas sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinalizagao; e SEQ ID
NO: 292 e SEQ ID NO: 293, respectivamente, ambas sem sequéncias codi-
ficadoras de peptideos de sinalizagao.

A invencao refere-se também ao uso de um acido nucleico iso-
lado compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de cadeia pesada e de
um acido nucleico isolado compreendendo uma sequéncia de nucleotideos
de cadeia leve para a produc¢do de um medicamento para tratar um paciente
em necessidade deste, em que a referida sequéncia de nucleotideos de ca-
deia pesada e a sequéncia de nucleotideos de cadeia leve sao selecionadas
a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 283 e SEQ ID NO: 284, respec-
tivamente, ambas sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinaliza-
cao; SEQ ID NO: 285 e SEQ ID NO: 286, respectivamente, ambas sem se-
quéncias codificadoras de peptideos de sinalizagcao; SEQ ID NO: 287 e SEQ
ID NO: 289, respectivamente, ambas sem sequéncias codificadoras de pep-
tideos de sinalizagao; SEQ ID NO: 288 e SEQ ID NO: 289, respectivamente,
ambas sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinalizagdo; SEQ [D
NO: 290 e SEQ ID NO: 291, ambas respectivamente, sem as sequéncias
codificadoras de peptideos de sinalizagédo; e SEQ ID NO: 292 e SEQ ID NO:
293, ambas respectivamente, sem sequéncias codificadoras de peptideos de
sinalizacao.

A invencgao refere-se também a um vetor recombinante compre-
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endendo (1) uma sequéncia de acido nucleico codificadora da cadeia pesa-
da ou de parte de ligacdo a antigeno desta, (2) uma sequéncia de acido nu-
cleico codificadora da cadeia leve ou de parte de ligacao a antigeno desta,
ou (3) ambas, de qualquer um dos anticorpos acima. A invencéo refere-se
ainda a uma célula hospedeira compreendendo uma primeira sequéncia de
acido nucleico, codificadora da cadeia pesada ou de parte de ligagao a anti-
geno desta de qualquer um dos anticorpos acima, a referida primeira se-
quéncia de acido nucleico, ligada operacionalmente a um elemento de con-
trole de expressdo, e uma segunda sequéncia de acido nucleico, codificado-
ra da cadeia leve ou de parte de ligacdo a antigeno desta do referido anti-
corpo, a referida segunda sequéncia de acido nucleico, ligada operacional-
mente a um elemento de controle de expressao. A invengao refere-se a um
método para produzir um anticorpo anti-CD52 humana ou parte de ligagéo a
antigeno deste, compreendendo manter a referida célula hospedeira em
condig¢des apropriadas para expressao do anticorpo ou de parte, e refere-se
também ao referido método compreendendo ainda a etapa de isolar o anti-
corpo ou a parte.

A invencao refere-se a uma composicdo compreendendo o anti-
corpo monoclonal ou parte de ligagdo a antigeno, de acordo com qualquer
uma das reivindicagées 1 — 24, e um veiculo ou carreador farmaceuticamen-
te aceitavel.

Em algumas concretizagées, a invencgéo refere-se a um método
para tratar um paciente em necessidade deste, compreendendo administrar
ao paciente uma quantidade eficaz de qualquer um dos anticorpos acima, ou
de partes de ligacdo a antigeno, ou da composigao acima. Em certas con-
cretizagoes, o referido paciente esta submetendo-se a um transplante.

Em algumas concretizagdes, a invencéao refere-se a um método
para tratar uma doenga autoimune em um paciente em necessidade deste,
compreendendo administrar ao paciente uma quantidade eficaz de qualquer
um dos anticorpos acima, ou de partes de ligagdo a antigeno, ou da compo-
sicao acima. Em certas concretizacdes, a doenga autoimune €, por exemplo,

esclerose muiltipla, artrite reumatoide ou lipus eritematoso sistémico.
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Em algumas concretizacoes, a invengéo refere-se a um método
para tratar cadncer em um paciente em necessidade deste, compreendendo
administrar ao paciente uma quantidade eficaz de qualquer um dos anticor-
pos acima, ou de partes de ligagao a antigeno, ou da composicao acima. Em
certas concretizagdes, o cancer &, por exemplo, linfoma como linfoma nao
Hodgkin; leucemia como leucemia linfocitica crénica de células B; neoplasia
maligna de células T, em que o anticorpo ou parte depleta de preferéncia
células B, em comparacgéo a células B; ou tumor sélido.

Em algumas concretizacdes, qualquer um dos métodos de tra-
tamento acima compreende ainda administrar ao paciente um agente esti-
mulador de neutréfilos ou de células NK. Em certas concretizagoes, o referi-
do agente & G-CSF ou GM-CSF. Em algumas concretizagbes, qualquer um
dos métodos de tratamento acima compreende ainda administrar ao pacien-
te um agente estimulador de células T reguladoras. Em certas concretiza-
coes, o referido agente é rapamicina.

Em algumas concretizagbes, a invencéo refere-se a um método
para inibir angiogénese em um paciente em necessidade deste, compreen-
dendo administrar uma quantidade eficaz de qualquer um dos anticorpos
acima, ou partes de ligagao a antigeno, ao paciente. Em certas concretiza-
cdes, o paciente é portador de tumor sélido. Em certas concretizagbes, o
paciente apresenta neovascularizagdo. Em certas concretizagoes, a referida
neovascularizagdo é no olho.

A invencao refere-se também ao uso de qualquer um dos anti-
corpos acima, ou partes de ligagédo a antigeno, para a produgdo de um me-
dicamento para tratar doenga autoimune em um paciente em necessidade
deste. Além disso, a invencao refere-se ao uso de qualquer um dos anticor-
pos acima, ou partes de ligacao a antigeno, para a produgao de um medi-
camento para tratar cancer em um paciente em necessidade deste. A inven-
cao refere-se ao uso de qualquer um dos anticorpos acima, ou partes de
ligagado a antigeno, para a produgao de um medicamento para tratar um pa-
ciente em necessidade de transplante. A invencgéo refere-se ao uso de qual-

quer um dos anticorpos acima, ou partes de ligagao a antigeno, para a pro-
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ducdo de um medicamento para tratar neovascularizagdo em um paciente
em necessidade deste.

A invencao refere-se também ao uso de qualquer um dos anti-
corpos acima, ou partes de ligagdo a antigeno, como medicamento.
Descricéo resumida dos desenhos

A Figura 1A-1B é uma representacédo esquematica do desenvol-
vimento de novos anticorpos monoclonais anti-CD52. O esquema geral esta
retratado na Figura 1A, e os nomes dos clones de anticorpos de camundon-
go anti-CD52 humana, bem como seus isotipos sdo mostrados na Figura 1B.

A Figura 2 é um alinhamento das sequéncias de aminoacidos de
varias sequéncias de cadeia leve kappa de anti-CD52 humana de camun-
dongo (SEQ ID NOS:1-13). Campath-1G é o anticorpo monoclonal de rato a
partir do qual o anticorpo humanizado Campath-1H € derivado.

A Figura 3 é um alinhamento das sequéncias de aminoacidos de
varias sequéncias de cadeia pesada de anti-CD52 humana de camundongo
(SEQ ID NOS:14-26).

A Figura 4 é um alinhamento de CD52 do tipo selvagem e de 10
proteinas mutantes de CD52 (SEQ ID NOS: 104-114, de cima para baixo).

A Figura 5A ilustra o perfil de ligagdo em N-terminal, com base
em FACS, dos anticorpos 4B10 e 7F11 em células mutantes que expressam
CD52 por varredura de alanina.

A Figura 5B ilustra o perfil de ligagdo em regido mediana, com
base em FACS, dos anticorpos CF1D12, 3G7, 9D9, 5F7, 4G7 e 11C11 em
células mutantes que expressam CD52 por varredura de alanina.

A Figura 5C ilustra o perfil de ligagdo, com base em FACS, dos
anticorpos Campath-1H® ("Campath 1H"), 2C3, 12G6 e 23E6 em células
mutantes que expressam CD52 por varredura de alanina.

A Figura 5D retrata immunoblots de glicosilagao N-ligada +/- de
CD52, sondada com o painel de anticorpos monoclonais quiméricos. "C1H"
representa Campath-1H®.

A Figura 6 é um grafico mostrando os resultados de um ensaio

de CDC de 1,5 horas em varios anticorpos quimeéricos anti-CD52, investiga-
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dos em células CHO-K1 CD52 n® 67. Estes resultados demonstram que os
anticorpos quiméricos 4B10 e 7F11 sdo comparaveis ou melhores do que
Campath-1H® ("Campath 1H").

A Figura 7 é um gréafico mostrando os resultados de um ensaio
de ADCC de 14 horas em varios anticorpos quiméricos IgG1 contra CD52,
investigados em células CHO-K1 CD52 n® 67. Os resultados revelam que os
anticorpos quiméricos 2C3 e 12G6 sdao comparaveis ou melhores do que
Campath-1H® ("Campath 1-H").

As Figuras 8A-8C ilustram a ligagdo comparativa de varios anti-
corpos anti-CD52 e o anticorpo Campath-1H® ("C-1H") a populacdes defini-
das de linfécitos humanos. Estas figuras mostram a hierarquia da capacida-
de de ligagao dos anticorpos quiméricos investigados por ensaio FACS. Cur-
vas mais distantes a direita demonstram a capacidade mais alta de ligacgéao,
enquanto que curvas a esquerda a ligacéo é com afinidade mais baixa.

As Figuras 9A-9C sao graficos ilustrando o nivel de células T
CD4 (Figura 9A), células T CD8 (Figura 9B) e de células B CD19 (Figura 9C)
no sangue, apés 72 horas da administragao dos anticorpos quiméricos 7F11,
8G3, 23E6, 12G6, 4B10 ou 5F7, ou de Campath-1H® ("Cam").

As Figuras 10A-10C sao graficos ilustrando o nivel de células T
CD4 (Figura 10A), células T CD8 (Figura 10B) e de células B CD19 (Figura
10C) no bago, apdés 72 horas da administracdo dos anticorpos quimeéricos
7F11, 8G3, 23E6, 12G6, 4B10 ou 5F7, ou de Campath-1H® ("Cam").

As Figuras 11A-11C sao graficos mostrando o nivel de células T
CD4 (Figura 11A), células T CD8 (Figura 11B) e de células B CD19 (Figura
11C) no sangue, ap6s 72 horas da administragéo dos anticorpos quiméricos
2C3, 9D9, 4B10, 3G7 ou 11C11, ou de Campath-1H® ("Cam").

A Figura 12 é um grafico de Sobrevida de Kaplan Meier, ilus-
trando o percentual de camundongos sobreviventes ap6s o tratamento com
os anticorpos monoclonais quiméricos 7F11, 4B10 ou 12G6 ou com Campa-
th-1H® ("Campath").

A Figura 13 é um grafico de Sobrevida de Kaplan Meier, ilus-

trando o percentual de camundongos sobreviventes apés o tratamento com
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os anticorpos monoclonais quiméricos 2C3, 8G3 ou 23E6 ou com Campath-
1H® ("Campath").

A Figura 14 é um grafico de Sobrevida de Kaplan Meier, ilus-
trando o percentual de camundongos sobreviventes apos o tratamento com
os anticorpos monoclonais quiméricos 9D9 ou 4B10 ou com Campath-1H®
("Campath").

A Figura 15 é um gréafico de Sobrevida de Kaplan Meier, ilus-
trando o percentual de camundongos sobreviventes ap6s o tratamento com
os anticorpos monoclonais quiméricos 2C3 ou 11C11 ou com Campath-1H®
("Campath").

A Figura 16 é um alinhamento da sequéncia da regiao variavel
de cadeia pesada (SEQ ID NO: 96) do anticorpo 4B10 anti-CD52 humana de
camundongo com a sequéncia de pareamento mais proximo de linhagem
germinativa humana (SEQ ID NO: 97) e a sequéncia da regiao variavel da
cadeia pesada humanizada (SEQ ID NO: 98). Adicionalmente, € mostrado
um alinhamento da sequéncia da regido variavel de cadeia leve (SEQ ID
NO: 99) do anticorpo 4B10 anti-CD52 humana de camundongo com a se-
quéncia de pareamento mais préximo de linhagem germinativa humana
(SEQ ID NO: 100) e a sequéncia da regiao variavel de cadeia leve humani-
zada (SEQ ID NO: 101).

A Figura 17 mostra as sequéncias da regido variavel da cadeia
pesada (SEQ ID NO: 103) e da cadeia leve (SEQ ID NO: 102) de 4B10 hu-
manizado.

A Figura 18 é um grafico mostrando que o anticorpo humanizado
4B10-H1/K1 ("4B10-Humanizado") e o anticorpo quimérico 4B10 se ligam de
modo equivalente a células expressando CD52.

A Figura 19 & um grafico mostrando que o anticorpo humanizado
4B10 -H1/K1 ("4B10 Humanizado") e o anticorpo quimérico 4B10 mediam
atividade equivalente de ADCC em células expressando CD52.

A Figura 20 é um grafico mostrando que o anticorpo humanizado
4B10 -H1/K1 ("4B10-Humanizado") e o anticorpo quimérico 4B10 mediam

atividade equivalente de CDC em células expressando CD52.
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A Figura 21 é um grafico ilustrando o perfil farmacocinético de
anticorpos quiméricos anti-CD52 (12G6, 7F11 e 4B10), Campath-1H®
("Campath") e do anticorpo humanizado 4B10-H1/K1 anti-CD52 ("4B10 hu-
manizado (H1/K1)") em camundongos transgénicos heterozigotos huCD52.

As Figuras 22A-22C sao graficos mostrando os niveis de células
T CD4 (Figura 22A), células T CD8 (Figura 22B) e de células B CD19 (Figura
22C) no sangue, apés 72 horas da administragdo do anticorpo quimérico
4B10 ou do anticorpo humanizado 4B10-H1/K1 ("4B10-Hu") ou de Campath-
1H® ("Campath").

A Figura 23 é um grafico mostrando o sumario das afinidades de
ligacao relativa dos anticorpos monoclonais anti-CD52.

A Figura 24 mostra as sequéncias da regiao variavel da cadeia
pesada e da leve (kappa) do 7F11 humanizado. Residuos de aminoacidos
com mutacao reversa para residuos de camundongos estao sublinhados, e
as CDRs sao mostradas em negrito.

A Figura 25 é um histograma mostrando que os anticorpos 7F11
guimérico e humanizado se ligam de modo equivalente a células expressan-
do CD52. O eixo X representa a fluorescéncia emitida pelo anticorpo anti-
CD52 ligado, enquanto a area de cada pico representa a populagao total de
células.

A Figura 26A mostra as sequéncias da regido variavel de cadeia
pesada do 2C3 humanizado. Residuos de aminoacidos com mutagéo rever-
sa para residuos de camundongo estdo sublinhados, € as CDRs sao mos-
tradas em negrito. A Figura 26B mostra as sequéncias de regiao variavel da
cadeia leve (kappa) do 2C3 humanizado. Residuos com mutagao reversa
para residuos de camundongo estao sublinhados, e as CDRs s&o mostradas
em negrito.

A Figura 27A é um histograma mostrando a ligagcao dos anticor-
pos 2C3 quimérico e humanizado em células expressando CD52. O eixo X
representa a fluorescéncia emitida pelo anticorpo anti-CD52 ligado, enquan-
to a area de cada pico representa a populacao total de células. A Figura 27B

€& um histograma mostrando que o anticorpo quimérico € um subconjunto
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dos anticorpos 2C3 humanizados se ligam de modo equivalente a células
expressando CD52. O eixo X representa a fluorescéncia emitida pelo anti-
corpo anti-CD52 ligado, enquanto a area de cada pico representa a popula-
cao total de células.

A Figura 28A mostra as sequéncias de regido variavel da cadeia
pesada do 12G6 humanizado. Residuos de aminoacidos com mutagéo re-
versa para residuos de camundongo estdo sublinhados, e as CDRs sao
mostradas em negrito. A Figura 28B mostra as sequéncias de regiao variavel
da cadeia leve (kappa) do 12G6 humanizado. Residuos de aminoacidos com
mutacao reversa para residuos de camundongo estdo sublinhados, e as
CDRs sao mostradas em negrito.

A Figura 29 é um histograma mostrando que o anticorpo quime-
rico e um subconjunto de anticorpos humanizados 12G6 se ligam de modo
equivalente a células expressando CD52. O eixo X representa a fluorescén-
cia emitida pelo anticorpo anti-CD52 ligado, enquanto a area de cada pico
representa a populagio total de células.

A Figura 30A mostra as sequéncias de regido variavel da cadeia
pesada do 9D9 humanizado. Residuos de aminoacidos com mutacéo rever-
sa para residuos de camundongo estdo sublinhados, e as CDRs s&o mos-
tradas em negrito. A Figura 30B mostra as sequéncias de regiao variavel da
cadeia leve (kappa) do 9D9 humanizado. Residuos de aminoacidos com mu-
tacio reversa para residuos de camundongo estdo sublinhados, e as CDRs
sdo mostradas em negrito.

A Figura 31 é um histograma mostrando que o anticorpo quimé-
rico e um subconjunto dos anticorpos 9D9 humanizados se ligam de modo
equivalente a células expressando CD52. O eixo X representa a fluorescén-
cia emitida pelo anticorpo anti-CD52 ligado, enquanto a area de cada pico
representa a populacéo total de células.

A Figura 32A mostra as curvas de ligagdo de Campath-1H®
("C1H"), de um anticorpo quimérico 2C3 e de um anticorpo humanizado
2C3-SFD1/K12 a células T humanas primarias e células T de camundongo

transgénico huCD52. A Figura 32B mostra as curvas de ligagdo de Campa-
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th-1H® ("C1H"), de um anticorpo quimeérico 9D9 e de 9D9 humanizado a cé-
lulas T humanas primarias e células T de camundongo transgénico huCD52.
A Figura 32C mostra as curvas de ligagdo de Campath-1H® ("C1H"), de um
anticorpo quimérico 12G6 e de anticorpos humanizados 12G6 a células T
humanas primarias e células T de camundongo transgénico huCD52.

A Figura 33 é uma tabela mostrando a eficiéncia relativa de liga-
cao de Campath-1H®, de anticorpos quiméricos 2C3 e 12G6 e de anticorpos
humanizados 2C3 e 12G6 a huCD52 expressando células T humanas e de
camundongo transgénico.

A Figura 34 ilustra os padrdées comparativos de ligagcado de anti-
corpos humanizados anti-CD52 Campath-1H®, 2C3, 12G6 e 9D9 a subcon-
juntos definidos de populagées de células mononucleares de sangue perifé-
rico humano por citometria de fluxo. Esses histogramas mostram que a liga-
cao do anticorpo humanizado anti-CD52 é equivalente aquela de Campath-
1H® para varios subconjuntos de PBMC humano que expressam CD52. O
eixo X representa a fluorescéncia emitida pelo anticorpo anti-CD52 ligado,
enquanto a area de cada pico representa a populagao total de células.

A Figura 35 é um grafico mostrando que anticorpos quimeéricos e
humanizados 7F11 mediam atividade equivalente de ADCC em células ex-
pressando CD52.

A Figura 36 é um grafico mostrando que anticorpos quimeéricos e
humanizados 7F11 mediam atividade de CDC em células expressando
CD52.

A Figura 37 é um grafico mostrando que anticorpos quiméricos e
humanizados 2C3 mediam atividade de ADCC em células expressando
CD52.

A Figura 38 é um grafico mostrando que anticorpos quimeéricos e
humanizados 2C3 mediam atividade de CDC em células expressando CD52.

A Figura 39 é um grafico mostrando que anticorpos quiméricos e
humanizados 12G6 mediam atividade de ADCC em células expressando
CD52.

A Figura 40 é um grafico mostrando que anticorpos quimeéricos e
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humanizados 12G6 mediam atividade de CDC em células expressando
CD52.

A Figura é um grafico mostrando que anticorpos quiméricos e
humanizados 9D9 mediam atividade de ADCC em células expressando
CD52.

A Figura 42 é um grafico mostrando que anticorpos quiméricos e
humanizados 9D9 mediam atividade de CDC em células expressando CD52.

A Figura 43 é um grafico mostrando a atividade de ADCC de an-
ticorpos humanizados anti-CD52 em células T primarias.

A Figura 44 é um grafico mostrando a atividade de CDC de anti-
corpos humanizados anti-CD52 em células T primarias.

A Figura 45 é um grafico mostrando a neutralizagdo de Campa-
th-1H, mas nao de outros anticorpos anti-CD52 com amostras de soro hu-
mano do estudo CAMMS223 que contém anticorpos neutralizantes anti-
Campath-1H®. As amostras de soro foram coletadas de um paciente repre-
sentativo (MS-1) no Més 12 (M12) e no Més 13 (M13).

As Figuras 46A-46E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides e de neutréfilos no
sangue, apés 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath") e de
anticorpos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10").

As Figuras 47A-47E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides neutrofilos e de ma-
créfagos no bago, apés 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Cam-
path") e de anticorpos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10").

As Figuras 48A-48E mostram os niveis de citocinas circulantes,
apos 2 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath") e de anticor-
pos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10").

As Figuras 49A e 49B mostram o repovoamento de linfécitos cir-
culantes sobre um periodo de tempo ap6s a administracdo de Campath-1H®
("Campath") e de anticorpos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10"), (mg/kg).

As Figuras 50A-50E mostram o nivel de células T CD4+, células

T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides e de neutréfilos no
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sangue, apos 72 horas da administracéo dos anticorpos humanizados 7F11-
SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7TF11-SFD2/K2 ("7F11 SFD2").

As Figuras 51A-51E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides e de neutréfilos no
baco, ap6s 72 horas da administragado dos anticorpos humanizados 7F11-
SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7TF11-SFD2/K2 ("7F11 SFD2").

As Figuras 52A-52F mostram os niveis de citocinas circulantes,
apos 2 horas da administragcdo dos anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2
("7F11 SFD1") e 7TF11-SFD2/K2 ("7F11 SFD2").

As Figuras 53A e 53B mostram o repovoamento de linfocitos cir-
culantes sobre um periodo de tempo apds a administracao dos anticorpos
humanizados 7F11-SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7F11-SFD2/K2 ("7F11
SFD2"), (mg/kg).

As Figuras 54A e 54B mostram o nivel de células T CD4+, célu-
las T CD8+ e células B B220+ no sangue, apds 72 horas da administracao
de Campath-1H® ("Campath"), anticorpos quiméricos 7F11 e de anticorpos
humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2.

A Figura 55 mostra o nivel de Campath-1H® ("Campath"), de an-
ticorpos quiméricos 7F11 e humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2
no sangue sobre um periodo de tempo apés a administragao.

As Figuras 56A-56E mostram os niveis de células T CD4+, célu-
las T CD8+, células B B220+, células NK e de neutréfilos no sangue, apos
72 horas da administragao de anticorpos 2C3-SFD1/K12.

As Figuras 57A-57E mostram os niveis de células T CD4+, célu-
las T CD8+, células B B220+, células NK e de neutréfilos no bago, apos 72
horas da administragao de anticorpos 2C3-SFD1/K12.

As Figuras 58A-58F mostram os niveis de citocinas circulantes,
apos 2 horas da administracao de anticorpos 2C3-SFD1/K12 ("2C3").

A Figura 59 mostra o repovoamento de linfocitos circulantes so-
bre um periodo de tempo apdés a administracdo de “anticorpos 2C3-
SFD1/K12, (mg/kg).

As Figuras 60A-60E mostram o nivel de células T CD4+, células
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T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides, macréfagos e de
neutroéfilos no sangue, apés 72 horas da administragao de anticorpos 12G6-
SFD1/K11.

As Figuras 61A-61E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK, macrofagos, neutréfilos e de células
mieloides no bago, apés 72 horas da administracdo de anticorpos 12G6-
SFD1/K11.

As Figuras 62A-62F mostram os niveis de citocinas circulantes,
apo6s 2 horas da administragdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11 ("12G6 hu").

A Figura 63 mostra o repovoamento de linfocitos circulantes so-
bre um periodo de tempo apés administracdo de anticorpos 12G6-
SFD1/K11, (mg/kg).

As Figuras 64A-64C mostram o nivel de anticorpos quiméricos
2C3, 2C3-SFD1/K12, quiméricos 12G6, 12G6-SFD1/K11, quiméricos 9D9 e
9D9-H10/K12 no sangue sobre um periodo de tempo apds a administragao.

As Figuras 65A-65E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides, macréfagos e de
neutréfilos no sangue, apés 72 horas da administragdo de anticorpos 9D9-
H10/K12 ("9D9").

As Figuras 66A-66E mostram o nivel de T CD4+, células T
CD8+, células B B220+, células NK, células mieloides, neutréfilos e de ma-
créfagos no bago, apés 72 horas da administracdo de anticorpos 9D9-
H10/K12 ("9D9").

As Figuras 67A-67F mostram os niveis de citocinas circulantes
apo6s 2 horas da administracédo de anticorpos 9D9-H10/K12 ("9D9").

A Figura 68 mostra o repovoamento de linfécitos circulantes so-
bre um periodo de tempo apdés administragdo de anticorpos 9D9-H10/K12
("9D9"), (mg/kg).

As Figuras 69A-69D mostram o nivel de populagdes de linfocitos
em massa (células T CD4+, células T CD8+ e celulas B) e de subtipos de
células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e de células NK no san-

gue, apds 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath") e de
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anticorpos 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 12G6-SFD1/K11 ("12G6") e 9D9-
H10/K12 ("9D9"). |

As Figuras 70A-70D mostram o nivel de populagées de linfocitos
em massa (células T CD4+, células T CD8+ e células B) e de subtipos de
células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e de células NK no baco,
apos 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath"”) e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 12G6-SFD1/K11 ("12G6") e 9D9-H10/K12
("9D9").

As Figuras 71A-71F mostram os niveis de citocinas circulantes
apos 2 horas da administragdo de Campath-1H® e de anticorpos 2C3-
SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11 e 9D9-H10/K12.

A Figura 72 mostra o nivel de células T CD4+, células T CD8+,
células B B220+ e de células NK no sangue, ap6s 72 horas da administra-
cao de anticorpos 9D9-H10/K12 e 9D9-H11/K12.

A Figura 73 mostra o nivel de células T CD4+, células T CD8+,
células B B220+ e de células NK no bago apds 72 horas da administracao
de anticorpos 9D9-H10/K12 e 9D9-H11/K12.

As Figuras 74A-74D mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK e de células mieloides no sangue, a-
pbs 72 horas da administragdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11 ("12G6 K11")
e 12G6-SFD1/K12 ("12G6 K12").

As Figuras 75A-75D mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+, células NK e de células mieloides no bacgo, apo6s
72 horas da administracdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11 ("12G6 K11") e
12G6-SFD1/K12 ("12G6 K12").

A Figura 76 mostra o nivel de populag¢des de linfocitos em mas-
sa (células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) no sangue, apds 72
horas da administragdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13.

As Figuras 77A-77D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B B220+, células NK e células mieloides no

sangue, apos 72 horas da administragdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-
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H16/K13 e 9D9-H18/K13.

A Figura 78 mostra o nivel de populagdes de linfécitos em mas-
sa (células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) no bago, apds 72
horas da administracdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13.

As Figuras 79A-79D mostram o nivel de de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B B220+, células NK e células mieloides no
baco, apds 72 horas da administragdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-
H16/K13 e 9D9-H18/K13.

As Figuras 80A-80F mostram os niveis de citocinas circulantes
apés 2 horas da administracao de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e
9D9-H18/K13.

As Figuras 81A e 81B mostram o nivel de anticorpos 2C3-
SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13 no sangue sobre um periodo de tempo apds a administracao.

As Figuras 82A-82F mostram o nivel de citocinas no sangue so-
bre um periodo de tempo de 48 horas ap6s a administragdo de Campath-
1H® ("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K11, 12G6-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 ou 9D9-H18/K13.

As Figuras 83A-83E mostram o nivel de linfocitos em massa, cé-
lulas T CD4+, células T CD8+, células B B220+, células NK e de células mie-
loides no bago, apds 72 horas da administracao de Campath-1H® ("Campa-
th") e de anticorpos 2C3-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12,
9D9-H16/K13 ou 9D9-H18/K13.

As Figuras 84A-84G mostram o repovoamento de células T
CD4+ e CD8+, células T reguladoras, células B, células NK, neutréfilos e de
macrofagos circulantes sobre um periodo de tempo ap6s a administragéo de
Campath-1H® ("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e
12G6-SFD1/K12.

A Figura 85 mostra a capacidade de Campath-1H® FITC-
marcado ("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12 ("2C3 K12"), 12G6-
SFD1/K11 ("12G6 K11"), 12G6-SFD1/K12 ("12G6 K12"), 9D9-H16/K13
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("9D9 H16") e 9D9-H18/K13 ("9D9 H18") se ligarem especificamente a popu-
lagbes celulares de linfocitos huCD52 no bago.

As Figuras 86A-86E mostram o nivel de populagtes de linfocitos
em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) e de subti-
pos de células T CD4+, células T CD8+, células B B220+, células NK e célu-
las mieloides no sangue, apés 72 horas da administracdo de Campath-1H®
("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13.

As Figuras 87A-87E mostram o nivel de populagoes de linfocitos
em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) e de subti-
pos de células T CD4+, células T CD8+, células B B220+, células NK e célu-
las mieloides no bago, apds 72 horas da administracdo de Campath-1H®
("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13.

As Figuras 88A-88F mostram os niveis de citocinas circulantes
ap6s 2 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath") e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e
9D9-H18/K13.

As Figuras 89A-89D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células NK/mieloides no sangue,
ap6s 72 horas da administracdo de Campath-1H® ("Campath") e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12.

As Figuras 90A-90D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células NK/mieloides no bago,
ap0s 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath") e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12.

As Figuras 91A-91D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células NK/mieloides no linfonodo,
apos 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath”) e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12.

A Figura 92A mostra o nivel de expressdo de huCD52 em subti-

pos de células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células
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NK/mieloides em camundongos huCD52-KI/KO e em néo transgénicos de
controle. A Figura 92B mostra o nivel de expressao de huCD52 em células T
CD4+, células T CD8+ e células B em camundongos transgénicos CD1
huCD52-KI/KO e huCD52.

A Figura 93 mostra a ligacdo a huCD52 de anticorpos 12G6-
SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12 de varias fontes de producao ("pequena escala”
e "grande escala"), em comparagdo a Campath-1H® de controle.

A Figura 94 mostra o nivel de populagbes de linfécitos em mas-
sa (células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e celulas NK) no san-
gue, apds 72 horas da administracdo de anticorpos 12G6-SFD1/K12 e 2C3-
SFD1/K12 de varias fontes de producéo ("pequena escala" e "grande esca-
la").

A Figura 95 mostra os niveis de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 9D9-
H16/K13 e 12G6-SFD1/K12 no sangue sobre um periodo de tempo apoés a
administracao.

A Figura 96 demonstra o escore clinico de EAE de 2C3-
SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K12 sobre um periodo de tempo de progressao de
doenca.

As Figuras 97A e 97B demonstram a capacidade de Campa-
th1H® ("Campath"), 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), His435Ala 2C3-SFD1/K12
("H435A 2C3") e His310Ala/His435GIn 2C3-SFD1/K12 ("H310A/H435Q
2C3") de ligarem-se a moléculas de FcRn de camundongo e humana.

A Figura 98 mostra a depuracao in vivo de 2C3-SFD1/K12 ("2C3
nao modificado"), 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ("2C3-Fc mutante 1") e 2C3-
SFD1/K12-Mcodificado 2 ("2C3-Fc mutante 2") em camundongos néo trans-
génicos.

A Figura 99 mostra a depuragéo in vivo de 2C3-SFD1/K12
("2C3"), 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ("2C3-Fc mutante 1") e 2C3-SFD1/
K12-Modificado 2 ("2C3-Fc mutante 2") em camundongos transgénicos
huCD52.

As Figuras 100A e 100B mostram o nivel de populagées de lin-

focito em massa (células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células
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NK) no sangue e no baco, ap6és 72 horas da administracdo de anticorpos
2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ("2C3 Fc mutante-1") e
2C3-SFD1/K12-Modificado 2 ("2C3 Fc mutante-2").

As Figuras 101A e 101B s&o sensorgramas representativos de
ensaios Biacore T100 para determinar a especificidade por epitopo do anti-
corpo humanizado 12G6-SFD1/K12 e peptideos mutantes gerados por var-
redura de alanina. A Figura 101A mostra a auséncia de ligagéo entre 12G6-
SFD1/K12 e o peptideo MUT 8, enquanto a Figura 101B mostra a ligagao
entre 12G6-SFD1/K12 e o peptideo MUT 9.

A Figura 102 mostra a analise de TCR V beta para o doador
BMS486. Células T CD4+ educadas com o grupo peptidico 986-989 de
Campath-1H® exibiram expansao preferencial de um tnico V beta (V33).

A Figura 103 mostra a analise de TCR V para o doador BMS928.
Células T CD4+ educadas com grupos peptidicos 1066-67-68 e 1083-84-85
de 12G6-SFD1/K12 exibiram expansao preferencial de um unico V beta
(VB20).

As Figuras 104A-104J mostram a avaliagdo de imunogenicidade
de Campath-1H®. Respostas proliferativas sdo mostradas individualmente
em CPM para os doadores A-J. O eixo X retrata os grupos de peptideos u-
sados para estimular trés vezes células T CD4+ autbélogas. Cada grupo de
células T foi avaliado em triplicata com DCs autélogas puisadas com o grupo
educador de antigeno/peptideo (resposta especifica, barra a esquerda,
branca), peptideo irrelevante de ligagdo a DR (barra do meio, listrada) ou
meio (barra a direita, preta).

As Figuras 105A-105J mostram a avaliagdo de imunogenicidade
de 12G6-SFD1/K12. Respostas proliferativas sdo mostradas individualmente
em CPM para os doadores A-J. O eixo X retrata os grupos de peptideos u-
sados para estimular trés vezes células T CD4+ autblogas. Cada grupo de
células T foi analisado em triplicata com DCs autélogas pulsadas com o gru-
po peptidico educador (resposta especifica, barra a esquerda, branca), pep-
tideo irrelevante de ligagdo a DR (barra do meio, listrada) ou meio (barra a

direita, preta). Em grupos analisados sem o controle pelo meio, a barra a
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esquerda (branca) representa DCs pulsadas com o peptideo educador e a
barra a direita (listrada) representa DCs pulsadas com o peptideo irrelevan-
te.

A Figura 106 mostra a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia pesada humanizada de 2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 272) e a sequéncia
completa de aminoacidos da cadeia leve humanizada de 2C3-K12 (SEQ ID
NO: 273). As sequéncias de sinalizagao estdo em negrito e italico e as CDRs
estao sublinhadas.

A Figura 107 mostra a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia pesada humanizada de 7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 274) e a sequéncia
completa de aminoacidos da cadeia leve humanizada de 7F11-K2 (SEQ ID
NO: 275). As sequéncias de sinalizacao estdo em negrito e italico e as CDRs
estéo sublinhadas.

A Figura 108 mostra as sequéncias completas de aminoacidos
da cadeia pesada humanizada de 9D9-H16 (SEQ ID NO: 276) e de 9D9-H18
(SEQ ID NO: 277) e a sequéncia completa de aminoacidos da cadeia leve
humanizada de 9D9-K13 (SEQ ID NO: 278). As sequéncias de sinalizagao
estao em negrito e italico e as CDRs estao sublinhadas.

A Figura 109 mostra a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia pesada humanizada de 12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 279) e a sequéncia
completa de aminoacidos da cadeia leve humanizada de 12G6-K12 (SEQ ID
NO: 280). As sequéncias de sinalizagdo estdo em negrito e italico e as CDRs
estao sublinhadas.

A Figura 110 mostra a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia pesada humanizada de 4B10-H1 (SEQ ID NO: 281) e a sequéncia
completa de aminoacidos da cadeia leve humanizada de 4B10-K1 (SEQ ID
NO: 282). As sequéncias de sinalizagdo estdo em negrito e italico e as CDRs
estao sublinhadas.

A Figura 111 mostra a sequéncia completa de acido nucleico da
cadeia pesada humanizada de 2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 283) e a sequéncia
completa de acido nucleico da cadeia leve humanizada de 2C3-K12 (SEQ ID \

NO: 284). As sequéncias de sinalizagdo estao sublinhadas, os dominios va-
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riaveis estdo em negrito e as regides constantes estao em italico.

A Figura 112 mostra a sequéncia completa de acido nucleico da
cadeia pesada humanizada de 7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 285) e a sequéncia
completa de acido nucleico da cadeia leve humanizada de 7F11-K2 (SEQ ID
NO: 286). As sequéncias de sinalizacdo estado sublinhadas, os dominios va-
ridveis estdo em negrito e as regides constantes estao em italico.

A Figura 113 mostra as sequéncias completas de acido nucleico
da cadeia pesada humanizada de 9D9-H16 (SEQ ID NO: 287) e de 9D9-H18
(SEQ ID NO: 288). As sequéncias de sinalizagao estéo sublinhadas, os do-
minios variaveis estao em negrito e as regides constantes estao em italico.

A Figura 114 mostra a sequéncia completa de acido nucleico da
cadeia leve humanizada de 9D9-K13 (SEQ ID NO: 289). A sequéncia de si-
nalizagdo esta sublinhada, o dominio variavel estd em negrito e a regiao
constante esta em italico.

A Figura 115 mostra a sequéncia completa de &cido nucleico da
cadeia pesada humanizada de 12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 290) e a sequéncia
completa de acido nucleico da cadeia leve humanizada de 12G6-K12 (SEQ
ID NO: 291). As sequéncias de sinalizacao estdo sublinhadas, os dominios
variaveis estao em negrito e as regibes constantes estao em italico.

A Figura 116 mostra a sequéncia completa de acido nucleico da
cadeia pesada humanizada de 4B10-H1 (SEQ ID NO: 292) e a sequéncia
completa de acido nucleico da cadeia leve humanizada de 4B10-K1 (SEQ ID
NO: 293). As sequéncias de sinalizagdo estdo sublinhadas, os dominios va-
riaveis estdo em negrito e as regides constantes estao em italico.

Descricao detalhada da invengao

CD52 é uma proteina GPI glicosilada abundante, ancorada na
superficie celular (aproximadamente 5 x I0° sitios de ligagao a anticorpo por
célula), presente em pelo menos 95% de todos os linfécitos e monoci-
tos/macréfagos do sangue periférico humano (Hale G, et al., "The CAMPA-
TH-1 antigen (CD52)," Tissue Antigens, 35:178-327 (1990)), porem esta au-
sente de células-tronco hematopoiéticas. Esta invengéo é direcionada a i-

munoglobulinas (anti-CD52) que possuem especificidade de ligagao (por
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exemplo, especificidade epitépica) ou sdo seletivas para ligacao a CD52
humana ou parte desta. Estas imunoglobulinas ligam-se especificamente a
uma CD52 e nao se ligam a moléculas que nao sejam CD52. A ligacao es-
pecifica entre uma imunoglobulina anti-CD52 e CD52 pode ser determinada,
por exemplo, pelo valor de ECs da ligacdo da imunoglobulina a células
CD52+, medido por citometria de fluxo. A ligagao especifica pode ser indica-
da por intervalo de ECso de, por exemplo, 0,5 — 10 pg/mL. As imunoglobuli-
nas descritas neste pedido de patente podem ter especificidade de ligagéo
por toda ou por parte de uma CD52 humana, em que a CD52 humana e
CD52 humana isolada e/ou recombinante, ou sobre a superficie de uma cé-
lula que expresse CD52 humana. Adicionaimente, as imunoglobulinas po-
dem ter especificidade de ligagao por uma ou mais formas de CD52 humana
(por exemplo, CD52 humana glicosilada; CD52 humana desglicosilada;
CD52 humana nao glicosilada; e variantes alélicas). Em uma concretizagao,
as imunoglobulinas possuem especificidade de ligagao por CD52 humana
natural, endégena ou do tipo selvagem. A sequéncia de aminoacidos de
CD52 humana do tipo selvagem é apresentada na Figura 4 (SEQ ID NO:
104).

As imunoglobulinas descritas neste pedido de patente podem
ser purificadas ou isoladas usando técnicas conhecidas. Imunoglobulinas
que sao "purificadas" ou "isoladas" foram separadas de moléculas (por e-
xemplo, peptideos) de sua fonte de origem (por exemplo, o sobrenadante de
células; em uma mistura tal como em mistura de imunoglobulinas em uma
biblioteca), e incluem imunoglobulinas obtidas por métodos descritos neste
relatério ou outros métodos adequados. Imunoglobulinas isoladas incluem
imunoglobulinas substancialmente puras (essencialmente puras) e imuno-
globulinas produzidas por sintese quimica, técnicas recombinantes e uma
combinacao destas.

Mais especificamente, a invencao refere-se a imunoglobulinas
anti-CD52 humana, fragmentos de ligagao a antigeno (ou seja, partes) das
imunoglobulinas, as cadeias leves das imunoglobulinas, as cadeias pesadas

das imunoglobulinas e fragmentos destas cadeias leves ou cadeias pesadas.
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A invencao refere-se também a imunoglobulinas maduras ou suas cadeias,
tais como imunoglobulinas glicosiladas. A invengéao refere-se também a imu-
noglobulina imatura ou precursora (proteina). A invengéo refere-se também
a moléculas de acido nucleico (por exemplo, vetores) que codificam ambas
estas proteinas imaturas ou maduras, a vetores e células hospedeiras que
compreendem tal acido nucleico, a métodos para produzir proteinas imatu-
ras e maduras e a métodos para usar as imunoglobulinas.

As imunoglobulinas desta invencao podem ser usadas para tra-
tar um individuo em necessidade deste (por exemplo, paciente humano),
para depletar os linfocitos e outras células CD52+ do individuo (por exemplo,
células cancerosas CD52+), conforme necessario. Neste relatério descritivo,
"deplecao de linfocitos" € um tipo de imunossupresséao por redugao da popu-
lacdo de linfocitos circulantes, por exemplo, células T e/ou células B, resul-
tando em linfopenia. As imunoglobulinas desta invencao podem ser usadas
também para inibir angiogénese como descrito mais detalhadamente abaixo.
As imunoglobulinas desta invengdo podem ser usadas também para enri-
quecer células-tronco Hematopoiéticas, por exemplo, em aplicagbes ex vivo
(consultar, por exemplo, Lim et al., J. Hematology & Oncology 1:19 (2008)).

Imunoglobulinas naturais possuem uma estrutura central co-
mum, na qual duas cadeias leves idénticas (em torno de 24 kD) e duas ca-
deias pesadas idénticas (em torno de 55 ou 70 kD) formam um tetramero. A
por¢ao amino-terminal de cada cadeia é conhecida como a regi&o variavel
(V) e pode ser distinguida das regiées constantes (C) mais conservadas do
restante de cada cadeia. Dentro da regido variavel da cadeia leve (também
denominada o dominio V|) encontra-se uma porgdo C-terminal, conhecida
como a regido J. Dentro da regido varidvel da cadeia pesada (também de-
nominada o dominio V), existe uma regidao D, além de a regido J. A maior
parte da variacao de sequéncias de aminoacidos em imunoglobulinas esta
confinada a trés localizagGes separadas nas regides V, conhecidas como
regides hipervariaveis ou regides determinantes de complementaridade (C-
DRs), as quais estao diretamente envolvidas em ligagéo a antigenos. Partin-

do do amino-terminal, estas regides sao designadas CDR1, CDR2 e CDR3,
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respectivamente. As CDRs s&o mantidas em posigcao por regiées framework
(arcabougo) (FRs) mais conservadas. Partindo do amino-terminal, estas re-
gides sao designadas FR1, FR2, FR3 e FR4, respectivamente. As localiza-
cdes de regides CDR e FR e um sistema de numeragao foram definidos por
Kabat et al. (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Inte-
rest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human Services, U.S. Go-
vernment Printing Office (1991), Chothia & Lesk, Canonical Structures for the
Hypervariable regions of Immunoglobulins, J. Mol. Biol., 196, 901-917
(1987), e o sistema de numeragéo IMGT® (The International ImMunoGene-
Tics linformation Ssystem®, Lefranc, M.-P., The Immunologist 7, 132-136
(1999). A inspecao visual e a analise de sequéncias podem ser realizadas
para identificar os limites de CDRs. Para esta invengao, as sequéncias de
CDRs sao definidas usando o sistema de Kabat e o sistema IMGT; ou seja,
quando as CDRs definidas pelos dois sistemas n&o se sobrepdem inteira-
mente, foram incluidos todos os residuos das sequéncias definidas por am-
bos os sistemas.

As imunoglobulinas humanas podem ser divididas em classes e
subclasses, dependendo do isotipo da cadeia pesada. As classes incluem
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, nas quais as cadeias pesadas sdo do tipo gama (y),
mu (u), alfa (a), delta (d) ou epsilon (g), respectivamente. As subclasses in-
cluem IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, 1gA1 e IgA2, nas quais as cadeias pesadas
sao do tipo y1, y2, v3, y4, a1 e a2, respectivamente. As moléculas de imu-
noglobulinas humanas de uma classe ou subclasse selecionada podem con-
ter uma cadeia leve kappa (k) ou lambda (A). Consultar, por exemplo, Cellu-
lar and Molecular Immunology, Wonsiewicz, M.J., Ed., capitulo 45, pag. 41-
50, W. B. Saunders Co., Philadelphia, PA 91991); Nisonoff, A., Introduction
to Molecular Immunology, 22 Ed., capitulo 4, pag. 45-65, Sinauer Associates,
Inc., Sunderiand, MA (1984).

Neste relatorio descritivo, os termos "imunoglobulina" e "anticor-
po," os quais sdo usados alternadamente, referem-se a anticorpos inteiros e
a fragmentos de ligagao a antigenos (ou seja, "parte de ligagédo a antigenos”

- os dois termos sdo usados alternadamente neste relatério descritivo, a me-
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nos que indicado de outra forma). Fragmentos de ligacdo a antigenos de
anticorpos podem estar no formato de, por exemplo, anticorpos de cadeia
Gnica, fragmentos Fv, fragmentos Fab, fragmentos Fab’, fragmentos F(ab’)z,
fragmentos Fd, moléculas Fv de cadeia unica (scFv), dimeros especificos de
Fv de cadeia Unica (PCT/US92/09665), diabodies, anticorpos com dominio
deletado e anticorpos de dominio unico (dAbs). Consultar, por exemplo, Na-
ture Biotechnology 22(9):1161-1165 (2004)). Adicionalmente, dentro da in-
vencgdo, estdo moléculas de ligagdo a antigeno, compreendendo VH e/ou
VL. No caso de VH, a molécula pode compreender também uma ou mais
regibes CH1, hinge (articulagcéo), CH2 e CH3. Estes anticorpos de cadeia
Unica destinam-se também a ser abrangidos pelo termo "parte de ligacéo a
antigeno" de um anticorpo.

Parte ou fragmentos de anticorpos podem ser produzidos por
clivagem enzimatica ou por técnicas de recombinagéo. Por exemplo, cliva-
gem por papaina ou pepsina pode utilizada para gerar fragmentos Fab ou
F(ab’),, respectivamente. Anticorpos podem ser produzidos também uma
variedade de formas truncadas, usando genes de anticorpos nos quais um
ou mais codons de parada foram introduzidos em sentido ascendente ao
sitio natural de parada. Por exemplo, um construto recombinante codificador
da cadeia pesada de um fragmento F(ab’), pode ser criado de modo a incluir
sequéncias de DNA que codificam o dominio CH; e regiao hinge da cadeia
pesada. Fragmentos preferidos de ligagdo a antigeno possuem especificida-
de de ligacao por CD52 humana do tipo selvagem.

Em outro aspecto, a invengédo prové uma variante de anticorpo
ou parte deste, como descrita neste relatério, em que a referida variante liga-
se especificamente a CD52 humana, porém é diferente do anticorpo de refe-
réncia, ou parte deste, por 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 substituicées de ami-
noacido (por exemplo, em regido CDR, regido FR ou dominio constante).
Por exemplo, o anticorpo variante é pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo
menos 93%, pelo menos 95%, pelo menos 97% ou pelo menos 99% idéntico
ao anticorpo de referéncia na cadeia pesada, no dominio variavel da cadeia

pesada, na cadeia leve ou no dominio variavel da cadeia leve.
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A similaridade de sequéncias ou identidade de polipeptideos, a
qual é referida também como identidade de sequéncia, &€ medida tipicamente
usando soffware de analise de sequéncias. O software de analise de protei-
nas pareia sequéncias semelhantes, usando medidas de similaridade, atribu-
idas para varias substituicoes, delegdes e outras modificagbes, incluindo
substituicdes conservadoras de aminoacidos. Por exemplo, GCG contém
programas como "Gap" e "Bestfit", os quais podem ser usados como para-
metros padrdo para determinar a homologia de sequéncias ou identidade de
sequéncias entre polipeptideos proximamente relacionados, tais como poli-
peptideos homologos de diferentes espécies de organismos ou entre uma
proteina do tipo selvagem e uma muteina desta. Consultar, por exemplo,
GCG Versao 6.1. As sequéncias de polipeptideos podem ser comparadas
também usando FASTA, com parametros padrdo ou recomendados, um
programa em GCG Versao 6.1. FASTA (por exemplo, FASTA2 e FASTA3)
fornece alinhamentos e percentual de identidade de sequéncias das regibes
da melhor sobreposicdo entre as sequéncias de consulta e de pesquisa (Pe-
arson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol.
132:185-219 (2000)). Outro algoritmo preferido ao se comparar uma se-
quéncia da invengdo a um banco de dados contendo um grande numero de
sequéncias de diferentes organismos é o programa de computador BLAST,
especialmente blastp ou tblastn, usando parametros padrao. Consultar, por
exemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990); Altschul et al., Nu-
cleic acids Res. 25:3389-402 (1997); aqui incorporados por referéncia neste
pedido de patente.

De acordo com a invengao, um tipo de substituicdo de aminoaci-
do que pode ser efetuado é trocar uma ou mais cisteinas no anticorpo, as
quais podem ser quimicamente reativas, por outro residuo, tais como, entre
outros, alanina ou serina. Em uma concretizacdo, ha uma substituicdo de
cisteina nao canénica. A substituicao pode ser efetuada em uma regiao CDR
ou framework de um dominio variavel ou no dominio constante de um anti-
corpo. Em algumas concretizagées, a cisteina & canénica. Outro tipo de

substituicdo de aminoacido que pode ser efetuado é retirar sitios proteoliti-
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cos potenciais no anticorpo. Tais sitios podem ocorrer em uma regiao CDR
ou framework de um dominio variavel ou no dominio constante de um anti-
corpo. A substituicao de residuos de cisteina e a retirada de sitios proteoliti-
cos podem diminuir o risco de heterogeneidade no anticorpo produzido e,
dessa forma, aumentar sua homogeneidade. Outro tipo de substituicdo de
aminoacido é eliminar pares de asparagina-glicina, que formam sitios poten-
ciais de desamidacao, alterando um ou ambos os residuos. Em outro aspec-
to da invengao, o anticorpo pode ser desimunizado para reduzir sua imuno-
genicidade, usando as técnicas descritas em, por exemplo, a Publicagao
PCT W098/52976 e WO00/34317.

Outro tipo de substituicdo de aminoacido que pode ser efetuada
em uma das variantes de acordo com a invengédo & uma substituicao conser-
vadora de aminodcido. "Substituicdo conservadora de aminoacido” é aquela
na qual um residuo de aminoacido é substituido por outro residuo de amino-
acido tendo grupo R de cadeia lateral com propriedades quimicas semelhan-
tes (por exemplo, carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicéo
conservadora de aminoacido nao alterara substancialmente as propriedades
funcionais de uma proteina. Em casos em que duas ou mais sequéncias de
aminoacidos diferem entre si por substituicbes conservadoras, o percentual
de identidade de sequéncia ou grau de similaridade pode ser ajustado para
cima para corrigir a natureza conservadora da substituicdo. Meios para efe-
tuar este ajuste sdo bem conhecidos por aqueles versados no estado da
técnica. Consultar, por exemplo, Pearson, Methods Mol. Biol. 243:307-31
(1994).

Exemplos de grupos de aminoacidos tendo cadeias laterais com
propriedades quimicas semelhantes incluem 1) cadeias laterais alifaticas:
glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 2) cadeias laterais hidroxil-
alifaticas: serina e treonina; 3) cadeias laterais contendo amida: asparagina
e glutamina; 4) cadeias laterais aromaticas: fenilalanina, tirosina e triptofano,
5) cadeias laterais basicas: lisina, arginina e histidina; 6) cadeias laterais a-
cidas: acido aspartico e acido glutdmico; e 7) cadeias laterais contendo en-

xofre: cisteina e metionina. Grupos preferidos para substituicao conservado-
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ra de aminoacidos sao: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato e asparagina-glutamina. Alter-
nativamente, reposicao conservadora é qualquer alteragéo tendo valor posi-
tivo na matriz de probabilidade em logaritmo PAM250, descrita em Gonnet et
al., Science 256:1443-45 (1992). Reposi¢ao "moderadamente conservadora”
é qualquer alteracao tendo valor ndo negativo na matriz de probabilidade em
PAM250.

Em certas concretizagbes, substituicbes de aminoacidos a um
anticorpo ou parte de ligagcao a antigeno da invencédo séo aquelas que: (1)
reduzem a suscetibilidade a protedlise, (2) reduzem a suscetibilidade a oxi-
dacao, (3) alteram a afinidade de ligagao ao serem formados complexos pro-
teicos, por exemplo, para intensificar a atividade de ADCC e CDC do anti-
corpo, (4) conferem ou modificam outras propriedades fisico-quimicas ou
funcionais de tais analogos, mas retendo ainda a ligagéo especifica a CD52
humana, (5) removem lisina em C-terminal e (6) adicionam ou removem si-
tios de glicosilagao.

Em um aspecto, a invengdo prové um novo e inovador polipepti-
deo que seja a cadeia pesada ou a leve de um anticorpo desta invengao ou
que seja uma parte contendo dominio variavel da cadeia pesada ou da leve.
Este polipeptideo é (til por poder ser o parceiro de uma cadeia oposta (leve
ou pesada) do anticorpo para formar uma molécula de ligagao a CD52.
Imunoglobulinas humanizadas

Neste relatério, sdo descritas imunoglobulinas humanizadas
compreendendo as CDRs de novos anticorpos de camundongo anti-CD52
humana. Em uma concretizacédo, a imunoglobulina humanizada compreende
uma cadeia leve humanizada e uma cadeia pesada humanizada cujas se-
quéncias de aminoacidos de CDRs diferem da sequéncia de aminoacidos de
outras versdes humanizadas de anticorpos anti-CD52 (por exemplo, Campa-
th®).

O termo "imunoglobulina humanizada", neste relatério descritivo,
refere-se a uma imunoglobulina compreendendo cadeias que incluem uma
ou mais CDRs (CDR1, CDR2 e CDR3) da cadeia leve e uma ou mais CDRs
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(CDR1, CDR2 e CDR3) da cadeia pesada de um anticorpo anti-CD52 de
origem ndo humana, citado também neste relatério descritivo como o anti-
corpo doador (por exemplo, anticorpo murino anti-CD52), e pelo menos parte
de uma imunoglobulina de origem humana (por exemplo, regiées framework
ou regides framework e constante, derivadas de uma cadeia leve e/ou pesa-
da de origem humana, tal como anticorpos com CDR enxertada com ou sem
alteracdes na regiao framework). A imunoglobulina humanizada da invencao
compreende pelo menos uma CDR que difere de pelo menos uma CDR (por
exemplo, da CDR correspondente) presente em Campath®. Consultar, por
exemplo, Cabilly et al., Patente U.S. N® 4 816 567; Cabilly et al., Patente Eu-
ropeia N2 0 125 023 B1; Boss et al., Patente U.S. N®> 4 816 397; Boss et al.,
Patente Europeia N° 0 120 694 B1; Neuberger, M.S. et al., WO 86/01533;
Neuberger, M.S. et al., Patente Europeia N° 0 194 276 B1; Winter, Patente
U.S. N2 5225 539: Winter, Patente Europeia N° 0 239 400 B1; Padlan, E.A.
et al., Pedido de Patente Europeia N° 0 519 596 Al. Consultar também,
Ladner et al., Patente U.S. N24 946 778; Huston, Patente U.S. N® 5 476 786;
e Bird, R.E. et al., Science, 242: 423-426 (1988)), referentes a anticorpos de
cadeia Unica. Em algumas concretiza¢des, imunoglobulinas humanizadas
sdo anticorpos desimunizados. Consultar, por exemplo, Carr et al., Patente
U.S. N® 7 264 806, referente a imunoglobulinas desimunizadas que foram
modificadas para reduzir o nimero de epitopos potenciais em células T, re-
duzindo com isso a propenséo para a imunoglobulina induzir uma resposta
imune ao ser administrada a um humano.

Em concretizacbes especificas, a imunoglobulina humanizada
compreende uma ou mais CDRs de cadeia leve e uma ou mais CDRs de
cadeia pesada de um ou mais dos seguintes anticorpos monoclonais muri-
nos: 8G3.25.3.5 de camundongo, 4G7.F3 de camundongo, 9D9.A2 de ca-
mundongo, 11C11.C5 de camundongo, 3G7.E9 de camundongo, 5F7.1.1.4
de camundongo, 12G6.15.1.2 de camundongo, 23E6.2.2.1 de camundongo,
2C3.3.8.1 de camundongo, 7F11.1.9.7 de camundongo e 4B10.1.2.4 de ca-
mundongo.

Em outra concretizagdo, as imunoglobulinas humanizadas ligam-



10

15

20

25

30

81/222

se a CD52 humana com afinidade semelhante ou methor do que a de Cam-
path®. Em uma concretizagédo especifica, a imunoglobulina humanizada da
presente invencédo possui a especificidade de ligagcdo de um anticorpo muri-
no anti-CD52 humana da invencao (por exemplo, tendo especificidade para
CD52 humana, tendo a mesma ou semelhante especificidade epitdpica) e/ou
tendo a mesma funcao inibidora. As imunoglobulinas humanizadas podem
exibir a especificidade de ligagdo e/ou atividade inibidora de um anticorpo
murino anti-CD52 humana ou anticorpo humanizado anti-CD52 humana
descrito neste relatério, e/ou a especificidade epitépica de um anticorpo mu-
rino anti-CD52 humana ou anticorpo humanizado anti-CD52 humana descri-
to neste relatério (por exemplo, pode competir com o anticorpo murino anti-
CD52 humana ou outro anticorpo humanizado anti-CD52 (por exemplo,
Campath®) pela ligagao a CD52, e/ou pode ter a fungéo inibidora do anticor-
po murino ou humanizado anti-CD52 humana). Em uma concretizagao espe-
cifica, a imunoglobulina humanizada possui a especificidade de ligacéo, a
especificidade epitopica e/ou a atividade inibidora de qualquer um dos anti-
corpos de camundongo 8G3, 4G7, 9D9, 11C11, 3G7, 5F7, 12G6, 23ES6, 2C3,
7F11 e 4B10.

A parte da imunoglobulina humanizada ou da cadeia da imuno-
globulina que é de origem humana (por exemplo, regido framework; regiéao
constante) pode ser derivada de qualquer imunoglobulina ou cadeia de imu-
noglobulina humana adequada. Por exemplo, uma regido constante humana,
ou parte desta, em um anticorpo humanizado ou quimérico pode ser deriva-
da de um gene da cadeia leve humana k ou A cadeia leve, e/ou de um gene
da cadeia pesada humana y (por exemplo, y1, y2, y3, y4), Y, a (por exemplo,
a1, a2), 8 ou g, incluindo variagées alélicas. Uma regido constante especifica
(por exemplo, IgG1), variante ou parte desta pode ser selecionada a fim de
adaptar a fungéo efetora. Por exemplo, uma regido constante mutante (vari-
ante) pode ser incorporada na imunoglobulina ou cadeia da imunoglobulina
de modo a minimizar a ligagao a receptores Fc e/ou a capacidade de fixar
complemento. (Consultar, por exemplo, Winfer et al., GB 2 209 757 B; Morri-
son ef al., WO 89/07142; Morgan et al., WO 94/29351, 22 de dezembro de
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1994). Em uma concretizacao, a regidac framework humana n&o possui vari-
acdo ou mutagdo em sua estrutura ou sequéncia. Em uma concretizagao
especifica, a regido framework &€ uma sequéncia de regiao framework de
linhagem germinativa sem mutagées ou variagbes em sua sequéncia.

Neste relatorio descritivo, o termo "linhagem germinativa" refere-
se as sequéncias de nucleotideos e sequéncias de aminoacidos dos genes
de anticorpos e de segmentos de genes que s&o transmitidos de pais para
prole via as células germinativas. Esta sequéncia de linhagem germinativa &
distinguida das sequéncias de nucleotideos codificadoras de anticorpos em
células B maduras que foram alteradas por eventos de recombinagéo e hi-
permutacdo durante o transcorrer da maturagéo das células B. Um anticorpo
que "utiliza" uma determinada linhagem germinativa possui uma sequéncia
de nucleotideos ou de aminoacidos que mais proximamente se alinha aquela
sequéncia de nucleotideos ou a sequéncia de aminoacidos que esta especi-
fica. Tais anticorpos frequentemente sdo mutantes quando comparados a
sequéncia da linhagem germinativa.

Em outras concretizagdes, o framework humano exibe variagcédo
ou mutagdo minima da sequéncia de linhagem germinativa em sua estrutura
ou sequéncia (por exemplo, menos de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 residuos acei-
tadores do framework foram substituidos por residuos do framework doador
para melhorar a afinidade de ligagdo, consultar Queen et al., Patente U.S. N°
5 530 101). Em uma concretizagdo especifica, um numero limitado de ami-
noacidos no framework de uma cadeia de imunoglobulina humanizada (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 aminoacidos) é escolhido para ser i-
gual ao numero dos aminoacidos naquelas posi¢cées na sequéncia doadora
(ou seja, "mutagéo reversa"), em vez de na sequéncia aceitadora, para au-
mentar a afinidade de um anticorpo compreendendo a cadeia de imunoglo-
bulina humanizada para CD52 humana.

Regibes humanas framework (por exemplo, das regides varia-
veis da pesada e/ou da leve) sdo obtidas ou derivadas de preferéncia de
uma regido variavel de anticorpo humano tendo similaridade de sequéncia a

regiao analoga ou equivalente (por exemplo, regides variaveis de cadeia pe-
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sada ou leve) da regido de ligagdo a antigeno da imunoglobulina doadora
(anticorpo murino anti-CD52). Outras fontes de regides framework para par-
tes de origem humana de uma imunoglobulina humanizada incluem sequén-
cias de consenso de regiao variavel (Consultar, por exemplo, Kettleborough,
C. A. et al, Protein Engineering 4:773-783 (1991); Carter et al, WO
94/04679; Carter, Patente U.S. 6 407 213)). Por exemplo, a regiao da se-
quéncia doadora do anticorpo (por exemplo, a sequéncia da regiao variavel)
usada para obter a parte ndo humana pode ser comparada a sequéncias
humanas como descrito em Kabat, E. A. ef al. Sequences of Proteins of Im-
munological Interest, Fifth Edition, U.S. Department of Health and Human
Services, U.S. Government Printing Office (1991) para selecionar uma de-
terminada fonte das partes humanas da imunoglobulina humanizada, por
exemplo, uma fonte das regides framework.

Em uma concretizacao, as regides framework de cadeias da i-
munoglobulina humanizada s&o obtidas ou derivadas de uma regiao variavel
de Ig humana tendo pelo menos em torno de 50%, pelo menos em torno de
55%, pelo menos em torno de 60%, pelo menos em torno de 65%, pelo me-
nos em torno de 70%, pelo menos em torno de 75%, pelo menos em torno
de 80%, pelo menos em torno de 85%, pelo menos em torno de 90% ou pelo
menos em torno de 95% de identidade global de sequéncia com a regiao
variavel da doadora nao humana. Em uma concretizagao especifica, as regi-
des framework de cadeias da imunoglobulina humanizada séo obtidas ou
derivadas de regiées humanas framework de regiao variavel tendo pelo me-
nos em torno de 50%, pelo menos em torno de 55%, pelo menos em torno
de 60%, pelo menos em torno de 65%, pelo menos em torno de 70%, pelo
menos em torno de 75%, pelo menos em torno de 80%, pelo menos em tor-
no de 85%, pelo menos em torno de 90% ou pelo menos em torno de 95%
de identidade global de sequéncia, com as regides framework da regiao va-
riavel da imunoglobulina doadora ndo humana.

Em uma concretizacdo, pelo menos uma das regides framework
(FR) da imunoglobulina humanizada é obtida ou derivada de uma ou mais

cadeias de um anticorpo de origem humana. Por conseguinte, a FR pode
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incluir FR1 e/fou FR2 e/ou FR3 e/ou FR4, obtidas ou derivadas de um ou
mais anticorpos de origem humana (por exemplo, de uma cadeia de imuno-
globulina humana, de uma sequéncia de consenso humana).

As partes de imunoglobulina para uso na presente invengao
possuem sequéncias idénticas ou semelhantes a de imunoglobulinas a partir
das quais sdo derivadas ou a de variantes destas. Tais variantes incluem
mutantes diferindo pela adicao, delecao ou substituicdo (por exemplo, substi-
tuicdo conservadora) de um ou mais residuos, por exemplo, diferindo em até
3,4,5,6, 7,8, 9 ou 10 residuos da sequéncia precursora, por uma ou mais
adicdes, delegdes ou substituicdes. Como indicado acima, a imunoglobulina
humanizada da invengcdo compreende uma ou mais CDRs de um ou mais
dos anticorpos murinos anti-CD52 (anticorpos doadores) descritos neste re-
latério. E possivel efetuar alteracées na regido framework, tais como aquelas
qgue substituem um residuo da regiao framework de origem humana por um
residuo da posi¢ao correspondente do anticorpo doador. Uma ou mais mu-
tagdes, incluindo delegdes, inser¢des e substituicbes de um ou mais amino-
acidos na regiao framework, podem ser efetuadas. Se desejado, mutacdes
no framework podem ser incluidas em um anticorpo ou cadeia humanizada,
e sitios para mutagdo podem ser selecionados usando qualquer método a-
dequado, por exemplo, como descrito em WO 98/06248, cujo conteudo é
aqui incorporado por referéncia neste pedido de patente.

Sera apreciado por aquele versado no estado da técnica que,
em alguns casos, residuos flanqueando a Unica ou mais CDRs do(s) anti-
corpo(s) murino(s) anti-CD52 podem contribuir e, as vezes, serem essenci-
ais, direta ou indiretamente, para funcao (por exemplo, ligagao). Por conse-
guinte, em algumas concretizagdes, um ou mais aminoacidos flanqueando
uma ou mais CDRs (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 aminoacidos
flanqueadores) do framework murino estao incluidos também na imunoglo-
bulina humanizada.

Em algumas concretizagbes, as regides humanas framework da
cadeia pesada dos anticorpos humanizados desta invencao utilizam a se-

quéncia da linhagem germinativa humana de VH3-72 ou VH3-23. Em algu-
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mas concretizacoes, as regides humanas framework da cadeia leve dos an-
ticorpos humanizados desta invencao utilizam a sequéncia da linhagem
germinativa humana de Vk2-A18b. Mutac¢des reversas podem ser opcional-
mente efetuadas nestas regides FR em um ou mais dos residuos, conforme
descrito nos Exemplos de Trabalho abaixo para melhorar a afinidade de li-
gacao a CD52 do anticorpo humanizado.

"Afinidade" é um termo do estado da técnica que descreve a for-
ca de interacdo de uma ligagado e refere-se tipicamente a forga global de li-
gacao da imunoglobulina a CD52 humana.

Em uma concretizacao especifica, a imunoglobulina possui ativi-
dade de ligacdo medida em valor de ECsy de menos de 10 uyg/mL (por e-
xemplo, como determinado por citometria de fluxo). Em outra concretizagéo,
a imunoglobulina possui atividade de ligagdo medida em valor de ECso de
menos de 5,0 ug/mL ou menos de 1,0 pg/mL (por exemplo, como determi-
nado por citometria de fluxo).

Em algumas concretizagdes, a imunoglobulina liga-se a CD52
humana com afinidade (Kp; Kp=Ko# (kd)/Kon (ka)) de 300 nM a 1 pM (ou se-
ja, 3x 107 a 1 x 1072 M), de preferéncia, de 50 nM a 1 pM, mais preferivel-
mente de 5 nM a 1 pM e o mais preferivel de 1 nM a 1 pM, por exemplo, Kp
de 1 x 107 M ou menos, de preferéncia 1 x 10® M ou menos, mais preferi-
velmente 1 x 10° M ou menos, vantajosamente 1 x 107'° M ou menos e o
mais preferivel 1 x 10" M ou 1 x 1072 ou menos; e/ou taxa de constante Ko
de 5x 107" s-1 a 1 x 107 s-1, de preferéncia, de 1 x 10?s-1a 1 x 10° s-1,
mais preferivelmente de 5 x 10° s-1 a 1 x 10° s-1, por exemplo 5 x 107 s-1
ou menos, de preferéncia 1 x 10 s-1 ou menos, vantajosamente 1 x 10 s-1
ou menos, mais preferivelmente 1 x 10 s-1 ou menos, ainda mais preferi-
velmente 1 x 10 s-1 ou menos, e o mais preferivel 1 x 10 s-1 ou menos,
conforme determinado por ressonancia plasmoénica de superficie.

Como ¢é evidente para aquele versado no estado da técnica,
uma variedade de métodos pode ser utilizada para confirmar se imunoglobu-
linas produzidas de acordo com os métodos aqui providos e conhecidos no

estado da técnica exibem a especificidade indispensavel (por exemplo, es-
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pecificidade de ligagdo, especificidade epitoépica). Por exemplo, a fungéo de
ligacdo de uma imunoglobulina humanizada anti-CD52 da invengéo tendo
especificidade de ligagdo por CD52 humana pode ser detectada usando
qualquer método adequando, por exemplo, ensaios que monitorem a forma-
¢do de um complexo entre imunoglobulina humanizada e CD52 humana (por
exemplo, fracdo de membrana compreendendo CD52 humana; célula por-
tando CD52 humana, tal como célula T humana, célula B humana; célula
CHO ou célula hospedeira recombinante compreendendo e expressando
acido nucleico codificador de CD52 humana; peptideo (por exemplo, pepti-
deo sintético) tendo sequéncia de aminoacidos de CD52; suporte solido con-
tendo CD52 humana).

A capacidade de uma imunoglobulina da invencgéao (por exemplo,
imunoglobulina humanizada da invencao) de ligar-se ao mesmo epitopo em
CD52 humana que um determinado anticorpo monoclonal murino, quimérico
ou humanizado, ou de ligar-se a um epitopo em CD52 humana que se so-
breponha ao epitopo em CD52 humana ao qual um determinado anticorpo
monoclonal murino, quimérico ou humanizado, pode ser rapidamente deter-
minada usando uma variedade de técnicas conhecidas por aqueles versados
no estado da técnica, incluindo, por exemplo, ensaios de ligagao competitiva.
Estes podem envolver o uso de uma forma marcada do referido determinado
anticorpo e medicéo da ligagdo daquele anticorpo marcado a CD52 humana
na presenca e na auséncia de uma imunoglobulina da invenc&o.

"Epitopo", neste relatério descritivo, inclui qualquer determinante
proteico capaz de ligar-se especificamente a uma imunoglobulina. Determi-
nantes epitdpicos consistem geralmente em agrupamentos quimicamente
ativos de moléculas de superficie, tais como aminoacidos ou carboidratos ou
cadeias laterais de aclcares, e em geral possuem caracteristicas estruturais
tridimensionais especificas, bem como caracteristicas especificas de carga.
Um epitopo pode ser "linear" ou "conformacional". Em epitopo linear, todos
os pontos de interacao entre a proteina e a molécula interatuante (tal qual
um anticorpo) ocorrem linearmente ao longo da sequéncia primaria de ami-

noacidos da proteina. Em epitopo conformacional, os pontos de interagéo
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ocorrem em aminoacidos na proteina que estdo separados entre si. Uma vez
determinado um epitopo ou antigeno desejado, é possivel gerar anticorpos
contra agquele epitopo, por exemplo, usando as técnicas descritas na presen-
te invencao. Alternativamente, durante o processo de descoberta, a geragao
e a caracterizagao de anticorpos podem elucidar informagdes sobre epitopos
desejaveis. A partir destas informagbes, é possivel, entdo, rastrear competi-
tivamente anticorpos para ligagdo ao mesmo epitopo. Uma abordagem para
tanto é conduzir estudos de competicdo para descobrir anticorpos que se
ligam competitivamente um com o outro, ou seja, os anticorpos competem
pela ligagdo ao antigeno.

Em uma concretizagao, a fim de determinar se um anticorpo em
teste liga-se ao mesmo epitopo ou a sobreposto de um anticorpo humaniza-
do desta invencao, é permitido que o anticorpo anti-CD52 da invengao ligue-
se a CD52 em condigdes de saturagédo e, em seguida, € medida a capacida-
de do anticorpo em teste de ligar-se a CD52. Se o anticorpo em teste for ca-
paz de ligar-se a CD52 no mesmo tempo em que o anticorpo anti-CD52 de
referéncia, o anticorpo em teste, nesse caso, liga-se a um epitopo diferente
do anticorpo anti-CD52 de referéncia. No entanto, se o anticorpo em teste
nao for capaz de ligar-se a CD52 no mesmo tempo, o anticorpo em teste,
nesse caso, liga-se ao mesmo epitopo, a um epitopo sobreposto ou a um
epitopo em proximidade direta ao epitopo ligado pelo anticorpo anti-CD52 da
invencéo. Esse experimento pode ser realizado usando ELISA, RIA, BIA-
CORE™ ou citometria de fluxo. Para testar se um anticorpo anti-CD52 com-
pete de modo cruzado com outro anticorpo anti-CD52, é possivel usar o mé-
todo de competicao descrito acima em duas direcdes, ou seja, determinar se
o anticorpo de referéncia bloqueia o anticorpo em teste e vice-versa. Em al-
gumas concretizagdes, o experimento é realizado usando BIACORE™.

O binning de epitopos pade ser util também para caracterizar os
anticorpos desta invencéo. O termo "binning" refere-se a um metodo para
agrupar anticorpos com base em suas caracteristicas de ligacdo a antige-
nos. Um processo de alto rendimento para "binning" anticorpos com base

em sua competicdo cruzada esta descrito no Pedido de Patente Internacio-
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nal N2 WO 03/48731. O "banning de epitopos" pode ser investigado permi-
tindo que uma forma n&o marcada de um anticorpo anti-CD52 "A" ligue-se a
um peptideo sintético correspondente a sequéncia de CD52 ou a células
CD52 positivas. Subsequentemente, um segundo anticorpo anti-CD52 mar-
cado "B" é adicionado, sendo possivel avaliar a quantidade de anticorpo
marcado que pode ligar-se em relacdo a uma amostra de controle, em que
as células ou o peptideo sintético ndo foram expostos previamente ao anti-
corpo anti-CD52 "A". Alternativamente, anticorpos anti-CD52 "A" e "B" po-
dem ser ambos marcados com diferentes fluorocromos ou substéncias qui-
micas que possibilitam deteccao, sendo possivel medir as quantidades de
ambos os anticorpos marcados que podem travar o peptideo de CD52 ao
mesmo tempo, usando um dispositivo capaz de detectar a marcacao ou me-
dir as quantidades de ambos os anticorpos que travam simultaneamente
células CD52 positivas por citometria de fluxo. As tecnologias Biacore e Oc-
tet possibilitam investigar a ligagdo competitiva de formas nao marcadas de
anticorpos. Esse uso de formas ndo marcadas de anticorpos € desejado ja
que a modificacdo quimica de alguns anticorpos pode comprometer a ativi-
dade de ligagdo. Consultar também a tecnologia descrita em Jia ef al., J.
Immunol. Methods 288:91-98 (2004), a qual & util também para binning de
epitopos.

A presente invencao prové também partes das imunoglobulinas
humanizadas, tais como cadeias leves, cadeias pesadas e partes de cadeias
leves e pesadas. Estas partes de imunoglobulinas podem ser obtidas ou de-
rivadas de imunoglobulinas (por exemplo, por redugdo e/ou clivagem), ou
produzidas ou expressas por acidos nucleicos codificadores de parte de uma
imunoglobulina ou de sua cadeia tendo a propriedade desejada (por exem-
plo, ligar-se a CD52 humana, similaridade de sequéncia). Estas partes po-
dem ser preparadas, por exemplo, por sintese de novo da parte pertinente.
Imunoglobulinas humanizadas compreendendo as partes desejadas (por
exemplo, regido de ligagdo a antigeno, CDR, FR, regiao C) de origem hu-
mana e nao humana podem ser produzidas usando acidos nucleicos sintéti-

cos efou recombinantes para preparar construtos (por exemplo, cDNA) codi-
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ficadores da cadeia humanizada desejada. Por exemplo, para preparar parte
de uma imunoglobulina (por exemplo, parte de uma cadeia), um ou mais co-
dons de parada podem ser introduzidos na posi¢do desejada. Sequéncias de
acido nucleico (por exemplo, DNA), codificadoras de regites variaveis hu-
manizadas, podem ser construidas usando métodos de PCR mutagénica
para alterar sequéncias existentes de DNA (consuitar, por exemplo, Kam-
man, M., et al., Nucl. Acids Res. 17:5404 (1989)). Iniciadores de PCR que
codificam as novas CDRs podem ser hibridizados com um modelo de DNA
de uma regiao variavel previamente humanizada que tem como base a
mesma regido variavel humana, ou muito semelhante (Sato, K., ef al., Can-
cer Research 53:851-856 (1993)). Se nao houver disponivel uma sequéncia
semelhante de DNA para uso como modelo, um acido nucleico, compreen-
dendo uma sequéncia codificadora de uma sequéncia de regiao variavel,
pode ser construido a partir de oligonucleotideos sintéticos (consultar, por
exemplo, Kolbinger, F., Protein Engineering 8:971-980 (1993)). Uma se-
quéncia codificadora de um peptideo de sinalizagdo pode ser também incor-
porada no acido nucleico (por exemplo, em sintese, mediante insercdo em
vetor). Se nao houver disponivel sequéncia de peptideo de sinalizagdo (por
exemplo, néo tipicamente presente), uma sequéncia de peptideo de sinali-
zacao de outro anticorpo pode ser usada (consultar, por exemplo, Kettlebo-
rough, C.A., Protein Engineering 4:773-783 (1991)). Com o uso destes mé-
todos, de métodos descritos neste relatoério ou de outros métodos adequa-
dos, variantes podem ser rapidamente produzidas.

A invencao refere-se a uma imunoglobulina humanizada com
especificidade de ligagao por CD52 humana e que compreende uma cadeia
leve humanizada e uma cadeia pesada humanizada e/ou partes destas. Em
uma concretizacéo, a imunoglobulina humanizada compreende uma cadeia
leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 3, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por e-
xemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 16; uma cadeia leve, incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 4, e

uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as
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trés CDRs) de SEQ ID NO: 17; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais C-
DRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 5, e uma cadeia pe-
sada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 18; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exem-
plo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 6, e uma cadeia pesada incluindo
uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 19;
uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés
CDRs) de SEQ ID NO: 7, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
(por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve, in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID
NO: 8, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo,
todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 21; uma cadeia leve, incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 9, e uma ca-
deia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés C-
DRs) de SEQ ID NO: 22; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 10, e uma cadeia pesada in-
cluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID
NO: 23; uma cadeia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas
as trés CDRs) de SEQ ID NO: 11, e uma cadeia pesada incluindo uma ou
mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 24; uma ca-
deia leve, incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs)
de SEQ ID NO: 12, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por
exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 25; ou uma cadeia leve, inclu-
indo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO:
13, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas
as trés CDRs) de SEQ ID NO: 26.

Em uma concretizagdo, uma imunoglobulina humanizada da in-
vencao compreende (H)-CDR1, H-CDR2, H-CDR3 de cadeia pesada, (L)-
CDR1, L-CDR2 e L-CDR3 de cadeia leve, cujas sequéncias de aminoacidos
s30: a) SEQ ID NOs: 51, 59, 69, 29, 36 e 43, respectivamente; b) SEQ ID
NOs: 50, 60, 69, 29, 37 e 43, respectivamente; ¢) SEQ ID NOs: 50, 61, 68,
29, 38 e 43, respectivamente; d) SEQ ID NOs: 50, 61, 69, 29, 36 e 43, res-
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pectivamente; e) SEQ ID NOs: 50, 62, 69, 29, 39 e 43, respectivamente; f)
SEQ ID NOs: 52, 61, 70, 30, 40 e 43, respectivamente; g) SEQ ID NOs: 53,
63, 71, 31, 36 e 44, respectivamente; h) SEQ ID NOs: 54, 64, 71, 31, 36 e
45, respectivamente; i) SEQ ID NOs: 55, 63, 72, 31, 36 e 46, respectivamen-
te; j) SEQ ID NOs: 56, 65, 73, 32, 41 e 47, respectivamente; k) SEQ ID NOs:
56, 65, 294, 32, 41 e 47; ou l) SEQ ID NOs: 56, 66, 74, 33, 41 e 48, respecti-
vamente.

Em outra concretizacdo, uma imunoglobulina humanizada desta
invencao compreende H-CDR3 e L-CDR3, cujas sequéncias séo a) SEQ ID
NOs: 69 e 43, respectivamente; b) SEQ ID NOs: 68 e 43, respectivamente;
c) SEQ ID NOs: 70 e 43, respectivamente; d) SEQ ID NOs: 71 e 44, respec-
tivamente; e) SEQ ID NOs: 71 e 45, respectivamente; f) SEQ ID NOs: 72 e
46, respectivamente; g) SEQ ID NOs: 73 e 47, respectivamente; h) SEQ ID
NOs: 294 e 47, respectivamente; ou i) SEQ ID NOs: 74 e 48, respectivamen-
te.

Em outra concretizagdo, a imunoglobulina humanizada possui
especificidade de ligagdo por CD52 humana e compreende uma cadeia leve
incluindo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por
SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35,
SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID
NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44,
SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 e SEQ ID NO: 48, ou uma
combinacao destas; e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs se-
lecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50,
SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID
NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59,
SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID
NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68,
SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID
NO: 73, SEQ ID NO: 74 e SEQ ID NO: 294, ou uma combina¢ao destas; em

que a imunoglobulina humanizada nao &€ Campath®.
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Em outra concretizagao, a imunoglobulina humanizada que pos-
sui especificidade de ligagdo por CD52 humana compreende uma cadeia
leve incluindo uma ou mais CDRs (por exemplo, todas as trés CDRs) de
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7,
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO:
12 ou SEQ ID NO: 13, e uma cadeia pesada incluindo uma ou mais CDRs
(por exemplo, todas as trés CDRs) de SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 ou
SEQ ID NO: 137, em que a imunoglobulina humanizada ndo € Campath®.

A invencao refere-se também a uma cadeia leve humanizada de
imunoglobulina da imunoglobulina humanizada aqui descrita. Em uma con-
cretizagdo, a cadeia leve imunizada de imunoglobulina compreende uma ou
mais CDRs selecionadas a partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID
NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID
NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45,
SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47 e SEQ ID NO: 48, e uma combinagao des-
tas, em que a cadeia leve humanizada de imunoglobulina ndo é a cadeia
leve de Campath®. Por exemplo, o anticorpo humanizado possui L-CDR1, L-
CDR2 e L-CDR3, cujas sequéncias de aminoacidos sdo: a) SEQ ID NOs: 29,
36 e 43, respectivamente; b) SEQ ID NOs: 29, 37 e 43, respectivamente; c)
SEQ ID NOs: 29, 38 e 43, respectivamente; d) SEQ ID NOs: 29, 36 e 43,
respectivamente; e) SEQ ID NOs: 29, 39 e 43, respectivamente; f) SEQ ID
NOs: 30, 40 e 43, respectivamente; g) SEQ ID NOs: 31, 36 e 44, respecti-
vamente; h) SEQ ID NOs: 31, 36 e 45, respectivamente; i) SEQ ID NOs: 31,
36 e 46, respectivamente; j) SEQ ID NOs: 32, 41 e 47, respectivamente; ou
k) SEQ ID NOs: 33, 41 e 48, respectivamente. '

A invencao refere-se também a uma cadeia pesada humanizada
compreendendo uma ou mais CDRs selecionadas a partir do grupo constitu-
ido por SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 52,
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SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 56, SEQ ID
NO: 57, SEQ ID NO: 58, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 61,
SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63, SEQ ID NO: 64, SEQ ID NO: 65, SEQ ID
NO: 66, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 70,
SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 74 e SEQ ID
NO: 294, ou uma combinagao destas, em que a cadeia pesada humanizada
de imunoglobulina ndo é a cadeia pesada de Campath®. Por exemplo, o
anticorpo humanizado possui H-CDR1, H-CDR2 e H-CDR3, cujas sequén-
cias de aminoacidos sdo: a) SEQ ID NOs: 51, 59, e 69, respectivamente; b)
SEQ ID NOs: 50, 60 e 69, respectivamente; ¢c) SEQ ID NOs: 50, 61 e 68,
respectivamente; d) SEQ ID NOs: 50, 61 e 69, respectivamente; e) SEQ ID
NOs: 50, 62 e 69, respectivamente; f) SEQ ID NOs: 52, 61 e 70, respectiva-
mente; g) SEQ ID NOs: 53, 63 e 71, respectivamente; h) SEQ ID NOs: 54,
64 e 71, respectivamente; i) SEQ ID NOs: 55, 63 e 72, respectivamente; j)
SEQ ID NOs: 56, 65 e 73, respectivamente; k) SEQ ID NOs: 56, 65 e 294; ou
[) SEQ ID NOs: 56, 66 e 74, respectivamente.

Em uma concretizacdo, um anticorpo humanizado desta inven-
cao compreende uma cadeia leve incluindo uma sequéncia de dominio vari-
avel (V|) de uma das SEQ ID NOs: 102, 138, 145-148, 1563-157 e 164-168.
Em uma concretizacdo correlata, o anticorpo humanizado compreende uma
cadeia leve cuja sequéncia de aminoacidos compreende ou consiste em
uma das SEQ ID NOs: 273, 275, 278, 280 e 282.

Em uma concretizagdo, um anticorpo humanizado desta inven-
cao compreende uma cadeia pesada incluindo uma sequéncia de dominio
variavel (V4) de uma das SEQ ID NOs: 103, 136, 137, 139-144, 149-152 e
158-163. Em uma concretizacéao correlata, o anticorpo humanizado compre-
ende uma cadeia pesada cuja sequéncia de aminoacidos compreende ou
consiste em uma das SEQ ID NOs: 272, 274, 276, 277, 279 e 281.

Em algumas concretizagbes um anticorpo humanizado desta in-
vencdo compreende uma Vy e uma V. cujas sequéncias de aminoacidos
compreendem ou consistem em:

a) SEQ ID NOs: 103 e 102, respectivamente (4B10-H1/K1);
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SEQ ID NOs: 136 e 138, respectivamente (7F11-SFD1/K2),
SEQ ID NOs: 137 e 138, respectivamente (7F11-SFD2/K2)
SEQ ID NO: 139 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 139 e 146, respectivamente (2C3-SFD1/K11); e
SEQ ID NOs: 139 e 147, respectivamente (2C3-SFD1/K12));
SEQ ID NO: 140 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente;
SEQ ID NO: 141 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente;
SEQ ID NO: 142 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente;
SEQ ID NO: 143 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente;
SEQ ID NO: 144 e uma das SEQ ID NOs: 145-148, respectivamente;
SEQ ID NO: 149 e uma das SEQ ID NOs: 153-157, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 149 e 155, respectivamente (12G6-SFD1/K11);
SEQ ID NOs: 149 e 156, respectivamente (12G6-SFD1/K12); e SEQ ID
NOs: 149 e 157, respectivamente (12G6-SFD1/K13));
SEQ ID NO: 150 e uma das SEQ ID NOs: 1563-157, respectivamente,
SEQ ID NO: 151 e uma das SEQ ID NOs: 153-157, respectivamente;
SEQ ID NO: 152 e uma das SEQ ID NOs: 153-157, respectivamente;
SEQ ID NO: 158 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 158 e 165, respectivamente (9D9-H10/K12); e
SEQ ID NOs: 158 e 166, respectivamente (9D9-H10/K13));
SEQ ID NO: 159 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 159 e 165, respectivamente (9D9-H11/K12); e
SEQ ID NOs: 159 e 166, respectivamente (9D9-H11/K13));
SEQ ID NO: 160 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente;
SEQ ID NO: 161 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 161 e 166, respectivamente (9D9-H16/K13));
SEQ ID NO: 162 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente; ou
SEQ ID NO: 163 e uma das SEQ ID NOs: 164-168, respectivamente (por
exemplo, SEQ ID NOs: 163 e 166, respectivamente (9D9-H18/K13)).

Os anticorpos incluidos nos parénteses sao descritos mais deta-

Ihadamente abaixo nos exemplos de trabalho.

Em uma concretizagdo, um anticorpo humanizado desta inven-
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cao compreende uma cadeia leve (LC) e uma cadeia pesada (HC) cujas se-
quéncias de aminoacidos compreendem ou consistem em a) SEQ ID NOs:
273 e 272, respectivamente; b) SEQ ID NOs: 275 e 274, respectivamente; c)
SEQ ID NOs: 278 e 276, respectivamente; d) SEQ ID NOs: 278 e 277, res-
pectivamente; e) SEQ ID NOs: 280 e 279, respectivamente; ou f) SEQ 1D
NOs: 282 e 281, respectivamente.

Esta invencao prové também anticorpos anti-CD52 humana (ex-
ceto aqueles, se houver, conhecidos no estado da técnica anterior) que se
ligam ao mesmo tempo ou que competem ou competem de modo cruzado
com um anticorpo exemplificado no presente. Estes anticorpos podem ser,
por exemplo, anticorpos humanizados, quiméricos ou de camundongo. Por
exemplo, a invengdo prové anticorpos anti-CD52 humana que se ligam ao
mesmo epitopo ou que competem ou competem de modo cruzado com um
dos anticorpos de camundongo 8G3, 4F7, 9D9, 11C11, 3G7, 5F7, 12G6,
23E6, 2C3, 7F11 e 4B10, e versdes humanizadas e quiméricas destes anti-
corpos de camundongo. A capacidade de um anticorpo ligar-se ao mesmo
epitopo ou de competir ou de competir de modo cruzado com um anticorpo
de referéncia pode ser determinada como descrito acima. Por exemplo, foi
constatado que o epitopo de CD52 ligado pelos anticorpos humanizados
2C3-SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K12 inclui os residuos 7, 8 e 11 na SEQ ID
NO: 104, e que o epitopo ligado pelo anticorpo humanizado 9D9-H16/K13
inclui os residuos 4 e 11 na SEQ ID NO: 104. Portanto, em algumas concre-
tizacoes, esta invengao prové anticorpos anti-CD52 que se ligam ao mesmo
epitopo ou que competem ou competem de modo cruzado com estes anti-
corpos humanizados.

Se desejado, por exemplo, para fins diagnésticos ou de ensaio
(por exemplo, imagens para permitir, por exemplo, monitorar terapias), a i-
munoglobulina humanizada (por exemplo, seu fragmento de ligacao a anti-
geno) pode compreender um marcador detectavel. Marcadores detectaveis
adequados e métodos para marcar uma imunoglobulina humanizada ou seu
fragmento de ligagao a antigeno sdo bem conhecidos no estado da técnica.

Marcadores detectaveis adequados incluem, por exemplo, radioisétopo (por
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exemplo, como indio-111, Tecnécio-99m ou lodo-131), marcadores emisso-
res de positrons (por exemplo, Flior-19), ions paramagnéticos (por exemplo,
Gadolinio (Ill), Manganés (11)), marcador de epitopo (tag), marcador de afini-
dade (por exemplo, biotina, avidina), marcador de spin, enzima, grupo fluo-
rescente ou grupo quimioluminescente. Quando marcadores nao sao em-
pregados, a formagéo de complexo (por exemplo, entre imunogiobulina hu-
manizada e CD52 humana) pode ser determinada por ressonancia plasmoé-
nica de superficie, ELISA, FACS ou outros métodos adequados.

Anticorpos anti-CD52 usados na invengdo pode ser também
conjugados, por meio de, por exemplo, reagdes quimicas ou modificagbes
genéticas, a outros grupos (por exemplo, grupos de peguilagdo) que melho-
ram a farmacocinética dos anticorpos, tais como meio-vida. Em algumas
concretizacdes, os anticorpos anti-CD52 usados nesta invengao podem ser
acoplados a uma citocina adequada por meio de, por exemplo, conjugagao
quimica ou modificagdes genéticas (por exemplo, anexando a sequéncia de
codificacéo da citocina em quadro (in frame) & sequéncia de codificagcéo do
anticorpo, criando com isso uma proteina de fuséo anticorpo:citocina).

A invencao refere-se também a imunoconjugados nos quais a
imunoglobulina humanizada (por exemplo, seu fragmento de ligagédo a anti-
geno) da invencéo € acoplada a outro agente terapéutico, tal como compos-
to bioativo (por exemplo, citocinas, superantigenos, agentes citotoxicos e
toxinas). Por exemplo, a imunoglobulina humanizada com especificidade de
ligacdo por CD52 humana (por exemplo, seu fragmento de ligacao a antige-
no) pode ser acoplada a uma proteina biolégica, molécula de planta ou de
origem bacteriana (ou seu derivado), anticorpo interleucina-2 ou anticorpos
contra toxina diftérica.

Imunoglobulinas monoclonais de camundongo

Como descrito neste relatério, imunoglobulinas monoclonais de
camundongo tendo especificidade de ligagdo por CD52 humana foram pro-
duzidas. Anticorpos humanizados e quiméricos desta invengéo podem ser
derivados dos anticorpos monoclonais de camundongo desta invencdo. Ou

seja, em algumas concretizagoes, anticorpos humanizados e quiméricos an-
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ti-CD52 da invengdo compreendem sequéncias obtidas de um anticorpo mo-

noclonal de camundongo da invencgéao, tais como uma ou mais sequéncias

de CDR. Uma imunoglobulina monoclonal de camundongo desta invencao
compreende uma cadeia leve e uma cadeia pesada com sequéncias de a-
minoéacidos de CDR que diferem das sequéncias de aminoacidos de CDR
anti-CD52 anticorpos monoclonais de camundongo conhecidos (por exem-
plo, de CF1D12).

Neste relatorio descritivo, o termo "imunoglobulina monocional
de camundongo" refere-se a uma imunoglobulina contendo CDRs de cadeia
leve (L-CDR1, L-CDR2 e L-CDR3) e CDRs de cadeia pesada (H-CDR1, H-
CDR2 e H-CDR3) de um anticorpo murino anti-CD52 humana, e regides
framework e constantes de origem murina. Imunoglobulinas monoclonais de
camundongo séo anticorpos homogéneos de especificidade unica, prepara-
dos, por exemplo, pelo uso da tecnologia de hibridomas ou por métodos de
recombinacgao.

A invencao refere-se as imunoglobulinas monoclonais de ca-
mundongo descritas neste relatério, incluindo fragmentos de ligacéo a anti-
genos (ou seja, partes) das imunoglobulinas monoclonais de camundongo,
as cadeias leves das imunoglobulinas monoclonais de camundongo, as ca-
deias pesadas das imunoglobulinas monoclonais de camundongo e frag-
mentos destas cadeias pesadas e leves. Em uma concretizagéo especifica,
o anticorpo monoclonal de camundongo é o 8G3.25.3.5 de camundongo
(também denominado GENZ 8G3.25.3.5 ou 8G3), GMA 4G7.F3 de camun-
dongo (também denominado 4G7.F3 ou 4G7), GMA 9D9.A2 de camundongo
(também denominado 9D9.A2 ou 9D9), GMA 11C11.C5 de camundongo
(também denominado 11C11.C5 ou 11C11), GMA 3G7.E9 de camundongo
(também denominado 3G7.E9 ou 3G7), 5F7.1.1.4 de camundongo (também
denominado GENZ 5F7.1.1.4 ou 5F7), 12G6.15.1.2 de camundongo (tam-
bém denominado GENZ 12G6.15.1.2 ou 2G6), 23E6.2.2.1 de camundongo
(também denominado GENZ 23E6.2.2.1 ou 23E6), 2C3.3.8.1 de camundon-
go (também denominado GENZ 2C3.3.8.1 ou 2C3), 7F11.1.9.7 de camun-
dongo (também denominado GENZ 7F11.1.9.7 ou 7F11), ou 4B10.1.2.4 de
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camundongo (também denominado GENZ 4B10.1.2.4 ou 4B10). A invencéo
refere-se a uma imunoglobulina monoclonal madura de camundongo, tal
como a imunoglobulina monocional de camundongo apos processamento
para retirada dos peptideos de sinalizagdo da cadeia pesada e da leve e/ou
a imunoglobulina glicosilada. A invengao refere-se também a uma proteina
imatura ou precursora, tal como uma cadeia leve de imunoglobulina de ca-
mundongo ou uma cadeia pesada de imunoglobulina de camundongo com-
preendendo peptideo de sinalizagdo. A invengéo refere-se também a mole-
culas de acido nucleico (por exemplo, vetores) que codificam estas proteinas
imaturas ou maduras, a células hospedeiras que compreendem tais acidos
nucleicos e a métodos para produzir estas proteinas imaturas e maduras.

A funcao de ligacdo de uma imunoglobulina monoclonal de ca-
mundongo tendo especificidade de ligagdo por CD52 humana pode ser de-
tectada usando qualquer método adequado, por exemplo, usando ensaios
que monitoram a formagao de complexo entre imunoglobulina monoclonal de
camundongo e CD52 humana (por exemplo, fragdo de membrana compre-
endendo CD52 humana ou célula portando CD52 humana, tal como célula T
humana, célula B humana, célula CHO ou célula hospedeira recombinante
compreendendo um acido nucleico codificador de CD52 humana; peptideo
(por exemplo, peptideo sintético) tendo sequéncia de aminoacidos de
CD52).

A presente invencao prové também partes das imunoglobulinas
marinas que incluem cadeias leves, cadeias pesadas e partes de cadeias
leves e pesadas. Estas partes de imunoglobulinas podem ser obtidas ou de-
rivadas de imunoglobulinas (por exemplo, por redugéo e/ou clivagem); ou
acidos nucleicos que codificam parte de uma imunoglobulina ou sua cadeia
tendo a propriedade desejada (por exemplo, ligar-se @ CD52 humana, simila-
ridade de sequéncia), podem ser produzidos e expressos. Estas podem ser
preparadas, por exemplo, por sintese de novo de parte de imunoglobulinas
monoclonais de camundongo compreendendo as partes desejadas (por e-
xemplo, regido de ligagdo a antigeno, CDR, FR, e/ou regiao C) de origem

murina e podem ser produzidas usando acidos nucleicos sintéticos e/ou re-
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combinantes para preparar construtos (por exemplo, cDNA) que codificam a
cadeia desejada de imunoglobulina monoclonal. Para preparar parte de uma
cadeia, um ou mais cédons de parada podem ser introduzidos na posigao
desejada. Uma sequéncia codificadora de peptideo de sinalizacdo pode ser
também incorporada no acido nucleico (por exemplo, durante a sintese, me-
diante insercdo em vetor). Se a sequéncia natural do peptideo de sinalizagao
nao for disponivel, uma sequéncia de peptideo de sinalizagao de outro anti-
corpo pode ser usada (consultar, por exemplo, Kettleborough, C.A., Protein
Engineering 4:773-783 (1991)). Com esses métodos, os métodos aqui des-
critos ou outros métodos adequados, variantes podem ser rapidamente pro-
duzidos.

Em uma concretizagao, uma imunoglobulina monoclonal de ca-
mundongo: desta invengdo compreende uma cadeia leve incluindo SEQ ID
NO: 3 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 16; a cadeia leve incluin-
do SEQ ID NO: 4 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 17; uma ca-
deia leve incluindo SEQ ID NO: 5 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID
NO: 18; uma cadeia leve incluindo SEQ ID NO: 6 e uma cadeia pesada in-
cluindo SEQ ID NO: 19; uma cadeia leve incluindo SEQ ID NO: 7 e uma ca-
deia pesada incluindo SEQ ID NO: 20; uma cadeia leve incluindo SEQ ID
NO: 8 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 21; uma cadeia leve in-
cluindo SEQ ID NO: 9 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 22; uma
cadeia leve incluindo SEQ ID NO: 10 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID
NO: 23; uma cadeia leve incluindo SEQ ID NO: 11 e uma cadeia pesada in-
cluindo SEQ ID NO: 24; uma cadeia leve incluindo SEQ ID NO: 12 e uma
cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 25; ou uma cadeia leve incluindo SEQ
ID NO: 13 e uma cadeia pesada incluindo SEQ ID NO: 26.

Em outra concretizagao, a invengao refere-se tambeém a um an-
ticorpo monoclonal de camundongo com especificidade de ligagao por CD52
humana, compreendendo uma regido variavel de cadeia leve selecionada a
partir do grupo constituido por SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9; SEQ ID NO:
10; SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13; e uma regiao variavel
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de cadeia pesada selecionada a partir do grupo constituido por SEQ ID NO:
16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ
ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25
e SEQ ID NO: 26.

Se desejado, por exemplo, para fins diagnésticos ou de ensaio
(por exemplo, imagens para permitir, por exemplo, monitorar terapias), a i-
munoglobulina monoclonal de camundongo (por exemplo, seu fragmento de
ligacéao a antigeno) pode compreender um marcador detectavel. Marcadores
detectaveis adequados e métodos para marcar uma imunoglobulina mono-
clonal de camundongo sdo bem conhecidos no estado da técnica. Marcado-
res detectaveis adequados incluem, por exemplo, radioisétopo (por exemplo,
como indio-111, Tecnécio-99m ou lodo-131), marcadores emissores de posi-
trons (por exemplo, FlGor-19), ions paramagnéticos (por exemplo, Gadolinio
(111), Manganés (1)), marcador de epitopo (tag), marcador de afinidade (por
exemplo, biotina, avidina), marcador de spin, enzima, grupo fluorescente ou
grupo quimioluminescente. Quando marcadores néo sdo empregados, a
formacao de complexo (por exemplo, entre imunoglobulina monoclonal de
camundongo e CD52) pode ser determinada por ressonancia plasménica de
superficie ou outros métodos adequados. Todos os métodos e técnicas des-
critos para anticorpos humanizados desta invengdo podem ser usados tam-
bém no mesmo.

Imunoglobulinas guiméricas

Como descrito neste relatério, imunoglobulinas quiméricas tendo
especificidade de ligagdo por CD52 humana foram produzidas. A imunoglo-
bulina quimérica compreende uma cadeia leve quimérica e/ou uma cadeia
pesada quimérica com sequéncias de aminoacidos que diferem da sequén-
cia de aminoacidos de anticorpos quiméricos conhecidos com especificidade
de ligacao por CD52 humana.

Neste relatorio descritivo, o termo "imunoglobulina quimérica" re-
fere-se a uma proteina recombinante que contém os dominios variaveis, in-
cluindo regides determinantes de complementaridade (CDRs), de um anti-

corpo derivado de uma espécie, de preferéncia de um anticorpo monoclonal
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murino anti-CD52 humana, enquanto as regiées constantes da molécula do
anticorpo sao derivadas daquelas de uma espécie diferente, por exemplo, de
um anticorpo humano.

A invencao refere-se as imunoglobulinas quiméricas aqui descri-
tas, incluindo fragmentos de ligagdo a antigeno (ou seja, partes) das imuno-
globulinas quiméricas, as cadeias leves quimeéricas e as cadeias pesadas
quiméricas das imunoglobulinas quiméricas e fragmentos destas cadeias
leves e pesadas quiméricas. A invengao refere-se a uma imunoglobulina
quimérica madura, tal como a imunoglobulina quimérica apos processamen-
to para retirada dos peptideos de sinalizacdo da cadeia pesada e da leve
elou a imunoglobulina glicosilada. A invencao refere-se também a uma pro-
teina imatura ou precursora, tal como uma cadeia pesada quimérica com-
preendendo peptideo de sinalizagdo. A invencgao refere-se também a molé-
culas de acido nucleico (por exemplo, vetores) que codificam estas proteinas
imaturas ou maduras, a células hospedeiras que compreendem tais acidos
nucleicos e a métodos para produzir estas proteinas imaturas e maduras.

A funcao de ligagao de uma imunoglobulina quimérica tendo es-
pecificidade de ligagdo por CD52 humana pode ser detectada usando qual-
quer método adequado, por exemplo, usando ensaios que monitoram a for-
macao de complexo entre imunoglobulina quimérica e CD52 humana (por
exemplo, fragdo de membrana compreendendo CD52 humana ou célula por-
tando CD52 humana, tal como célula T humana, célula B humana, célula
CHO ou célula hospedeira recombinante compreendendo um acido nucleico
codificador de CD52 humana; peptideo (por exemplo, peptideo sintético)
tendo sequéncia de aminoacidos de CD52).

A presente invengao prové também partes das imunoglobulinas
quiméricas que incluem cadeias leves, cadeias pesadas e partes de cadeias
leves e pesadas. Estas partes de imunoglobulinas podem ser obtidas ou de-
rivadas de imunoglobulinas (por exemplo, por reducao e/ou clivagem), ou
4cidos nucleicos que codificam parte de uma imunoglobulina ou sua cadeia
tendo a propriedade desejada (por exemplo, ligar-se a CD52 humana, simila-

ridade de sequéncia) podem ser produzidos e expressos. Estas podem ser
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preparadas, por exemplo, por sintese de novo de uma parte. imunoglobuli-
nas quiméricas compreendendo as partes desejadas (por exemplo, regido
de ligacao a antigeno, CDR, FR, e/ou regido C) de origem humana e nao
humana podem ser preparadas usando acidos nucleicos sintéticos e/ou re-
combinantes para preparar construtos (por exemplo, cDNA) que codificam a
cadeia quimérica desejada. Para preparar parte de uma cadeia, um ou mais
codons de parada podem ser introduzidos na posicdo desejada. Uma se-
quéncia de codificagdo de peptideo de sinalizacéo pode ser também incor-
porada no acido nucleico (por exemplo, durante sintese, mediante insergao
em vetor). Se a sequéncia natural do peptideo de sinalizagéo nao for dispo-
nivel (por exemplo, tipicamente ndo presente), uma sequéncia de peptideo
de sinalizacdo de outro anticorpo pode ser usada (consultar, por exemplo,
Kettleborough, C.A., Protein Engineering 4:773-783 (1991)). Com estes me-
todos, os métodos aqui descritos ou outros métodos adequados, variantes
podem ser rapidamente produzidos.

Em uma concretizagdo, uma imunoglobulina quimérica desta in-
vencao compreende a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3 e a
regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 16; a regiao variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 4 e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ
ID NO: 17; a regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 5 e a regiao vari-
avel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 18; a regido variavel de cadeia leve
de SEQ ID NO: 6 e a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 19; a
regido variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 7 e a regiao variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 20; a regiéo variavel de cadeia leve de SEQ ID NO:
8 e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 21; a regiao variavel
de cadeia leve de SEQ ID NO: 9 e a regido variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 22; a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 10 e a regi-
30 variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 23; a regiao variavel de cadeia
leve de SEQ ID NO: 11 e a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO:
24; a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e a regido variavel de
cadeia pesada de SEQ ID NO: 25; ou a regido variavel de cadeia leve de
SEQ ID NO: 13 e a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26.
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A invencao refere-se também a um anticorpo quimérico com es-
pecificidade de ligagao por CD52 humana, compreendendo uma sequéncia
de regiao variavel de cadeia leve selecionada a partir do grupo constituido
por: a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 3, a regido variavel de
cadeia leve de SEQ ID NO: 4, a regi@o variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 5, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 6, a regiao variavel
de cadeia leve de SEQ ID NO: 7, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID
NO: 8, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 9, a regido variavel
de cadeia leve de SEQ ID NO: 10, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ
ID NO: 11, a regiao variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 12 e a regiao
variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 13, e uma sequéncia de regiao varia-
vel de cadeia pesada selecionada a partir do grupo constituido por: a regiao
variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 16, a regiao variavel de cadeia
pesada de SEQ ID NO: 17, a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID
NO: 18, a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 19, a regiao va-
riavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 20, a regido variavel de cadeia pe-
sada de SEQ ID NO: 21, a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO:
22, a regiao variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 23, a regiao variavel
de cadeia pesada de SEQ ID NO: 24, a regiao variavel de cadeia pesada de
SEQ ID NO: 25 e a regido variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 26.

A invencao refere-se também a uma cadeia leve quimérica com-
preendendo a regido variavel de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13.

A invencao refere-se também a uma cadeia pesada quimeérica
compreendendo a regido variavel de SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO:
22, SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 26

Se desejado, por exemplo, para fins diagnésticos ou de ensaio
(por exemplo, imagens para permitir, por exemplo, monitorar terapias), a i-
munoglobulina quimérica (por exemplo, seu fragmento de ligagcao a antige-

no) pode compreender um marcador detectavel. Marcadores detectaveis



10

*15

20

25

30

104/222

adequados e métodos para marcar uma imunoglobulina quimérica ou seu
fragmenfo de ligacéo a antigeno sdo bem conhecidos no estado da técnica.
Marcadores detectaveis adequados incluem, por exemplo, radioisétopo (por
exemplo, como indio-111, Tecnécio-99m ou lodo-131), marcadores emisso-
res de positrons (por exemplo, Fltor-19), ions paramagnéticos (por exemplo,
Gadolinio (1ll), Manganés (Il)), marcador de epitopo (tag), marcador de afini-
dade (por exemplo, biotina, avidina), marcador de spin, enzima, grupo fluo-
rescente ou grupo quimioluminescente. Quando marcadores nado sao em-
pregados, a formagao de complexo (por exemplo, entre imunoglobulina qui-
mérica e CD52 humana) pode ser determinada por ressonancia plasménica
de superficie ou outros métodos adequados. Todos os métodos e técnicas
adequadas descritas acima para anticorpos humanizados desta invengéao
podem ser também usados no mesmo.

Acidos nucleicos e vetores recombinantes

A presente invengao refere-se também a acidos nucleicos isola-
dos el/ou recombinantes (incluindo, por exemplo, essencialmente puros),
compreendendo sequéncias que codificam uma imunoglobulina humanizada,
cadeia leve humanizada, cadeia pesada humanizada, imunoglobulina mono-
clonal de camundongo, cadeia leve de imunoglobulina de camundongo, ca-
deia pesada de imunoglobulina de camundongo, imunoglobulina quimérica,
cadeia leve quimérica ou cadeia pesada quimérica da presente invengao.

Acidos nucleicos citados neste relatério descritivo como "isola-
dos" ou "purificados" séo acidos nucleicos que foram separados dos acidos
nucleicos DNA gendmico ou RNA celular de sua fonte de origem (por exem-
plo, como existentes em células ou em mistura de acidos nucleicos tal como
uma biblioteca), e incluem acidos nucleicos obtidos por métodos aqui descri-
tos ou outros métodos adequados, incluindo acidos nucleicos essencialmen-
te puros, acidos nucleicos produzidos por sintese quimica, por combinagées
de métodos biolégicos e quimicos, e acidos nucleicos recombinantes que
sao isolados (consultar, por exemplo, Daugherty, B.L. et al., Nucleic Acids
Res., 19(9): 2471-2476 (1991); Lewis, A.P. e J.S. Crowe, Gene, 101: 297-
302 (1991)).
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Acidos nucleicos citados neste relatério descritivo como "recom-
binantes" sdo acidos nucleicos que foram produzidos pela metodologia de
DNA recombinante, incluindo aqueles acidos nucleicos que sao gerados por
procedimentos fundamentados em método de recombinacgao artificial, tal
como a reacgdo em cadeia da polimerase (PCR) e/ou clonagem em vetor u-
sando enzimas de restricdo. Acidos nucleicos "recombinantes” sdo também
aqueles que resultam de eventos de recombinagdo ocorridos através dos
mecanismos naturais de células, mas que sao selecionados, depois da in-
troducao as células de acidos nucleicos desenhados, para possibilitar e tor-
nar provavel um evento desejado de recombinagao.

A presente invencao refere-se também mais especificamente a
acidos nucleicos isolados e/ou recombinantes, compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideos que codifica uma imunoglobulina humanizada, imu-
noglobulina de camundongo ou imunoglobulina quimérica com especificida-
de de ligacao por CD52 humana (por exemplo, uma imunoglobulina humani-
zada da presente invengdo na qual a parte ndao humana (por exemplo, as
CDRs) é derivada de um anticorpo monoclonal murino anti-CD52, uma imu-
noglobulina de camundongo da presente invencao; ou uma imunoglobulina
quimeérica da presente invencao na qual a parte ndo humana (por exemplo, a
Vy e V,) é derivada de um anticorpo monoclonal murino anti-CD52) ou parte
(por exemplo, parte de ligagdo a antigeno) deste (por exemplo, sua cadeia
pesada ou leve).

Acidos nucleicos da presente invencdo podem ser usados para
produzir imunoglobulinas humanizadas com especificidade de ligagdo por
CD52 humana, imunoglobulinas de camundongo com especificidade de liga-
¢ao por CD52 humana e imunoglobulinas quiméricas com especificidade de
ligacdo por CD52 humana. Por exemplo, um acido nucleico (por exemplo,
DNA (tal como cDNA) ou RNA) ou um ou mais acidos nucleicos codificado-
res de uma imunoglobulina humanizada, imunoglobulina de camundongo ou
imunoglobulina quimérica da presente invengédo podem ser incorporados em
um construto adequado (por exemplo, vetor recombinante) para manipula-

cao adicional de sequéncias ou para produgao das imunoglobulinas codifi-
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cadas em células hospedeiras adequadas.

Construtos ou vetores (por exemplo, vetores de expressao) ade-
quados para a expressdo de uma imunoglobulina humanizada com especifi-
cidade de ligagdo por CD52 humana, imunoglobulina de camundongo com
especificidade de ligagdo por CD52 humana ou imunoglobulina quimérica
com especificidade de ligacdo por CD52 humana s&o também providos. E-
xiste disponivel uma variedade de vetores, incluindo vetores que sdo manti-
dos em uma copia Unica ou multiplas copias em uma célula hospedeira ou
que se integram no(s) cromossomo(s) da célula hospedeira. Os construtos
ou vetores podem ser introduzidos em uma célula hospedeira adequada, e
células que expressam uma imunoglobulina humanizada, imunoglobulina de
camundongo ou imunoglobulina quimérica da presente invengdo podem ser
produzidas e mantidas em cultura. Um tnico vetor ou multiplos vetores po-
dem ser usados para a expressao de uma imunoglobulina humanizada, imu-
noglobulina de camundongo ou imunoglobulina quimérica com especificida-
de de ligagao por CD52 humana.

Vetores de expressdo adequados, por exemplo, vetores de ex-
pressdo em célula de mamifero, podem conter também alguns componen-
tes, incluindo, entre outros, um ou mais dos seguintes: origem de replicagéo,
gene marcador selecionavel, um ou mais elementos de controle de expres-
sao, tal como elemento de controle transcricional (por exemplo, promotor,
intensificador, terminador) e/ou um ou mais sinais de tradugao, sequéncia de
sinalizacdo ou sequéncia lider para direcionamento a membrana ou secre-
¢do. Em um construto ou vetor, uma sequéncia de peptideo de sinalizacao
pode ser fornecida pelo construto ou vetor ou por outra fonte. Por exemplo,
os sinais transcricionais e/ou traducionais de uma imunoglobulina podem ser
usados para direcionar a expressao.

Um promotor pode ser provido para expressao em uma célula
hospedeira adequada. Promotores podem ser constitutivos ou induziveis.
Por exemplo, um promoter pode ser ligado operacionalmente a um acido
nucleico codificador de uma imunoglobulina humanizada ou cadeia de imu-

noglobulina, de tal modo que direcione a expressao do polipeptideo codifica-
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do. Existe disponivel uma variedade de promotores adequados para hospe-
deiros procarioticos (por exemplo, promotores lac, tac, T3, T7 para E. coli) e
eucarioticos (por exemplo, alcool desidrogenase de levedura (ADH1), SV40,
CMV). Aqueles versados no estado da técnica serdo capazes de selecionar
o promotor apropriado para expressdo de um anticorpo anti-CD52 ou parte
deste da invencéo.

Adicionalmente, os vetores (por exemplo, vetores de expressao)
compreendem tipicamente um marcador selecionavel para selegédo de célu-
las hospedeiras carregando o vetor e, no caso de vetor replicavel, uma ori-
gem de replicagdo. Genes codificando produtos que conferem resisténcia
antibiética ou a farmacos sdo marcadores selecionaveis comuns e podem
ser usados em células procaridticas (por exemplo, gene de B-lactamase (re-
sisténcia a ampicilina), gene Tet (resisténcia a tetraciclina) e eucaribticas
(por exemplo, genes de resisténcia a neomicina (G418 ou geneticina), gpt
(acido micofenodlico), ampicilina ou a higromicina)). Genes marcadores de
dihidrofolato redutase permitem selecdo com metotrexato em uma variedade
de hospedeiros. Genes que codificam o produto génico de marcadores auxo-
tréficos do hospedeiro (por exemplo, LEU2, URA3, HIS3) sao frequentemen-
te usados como marcadores selecionaveis em levedura. O uso de vetores
virais (por exemplo, baculovirus) ou de fago e de vetores capazes de se in-
tegrar no genoma da célula hospedeira, tal como vetores retrovirais s&o
também contemplados.

A invengao refere-se, portanto, a moléculas isoladas de acido
nucleico que codificam uma imunoglobulina humanizada, cadeia leve huma-
nizada, cadeia pesada humanizada, imunoglobulina de camundongo, cadeia
leve de imunoglobulina de camundongo, cadeia pesada de imunoglobulina
de camundongo, imunoglobulina quimérica, cadeia leve quimerica ou cadeia
pesada quimérica desta invengéo. A invengao refere-se também a moléculas
isoladas de acido nucleico que codificam uma parte de ligagao a antigeno
das imunoglobulinas e de suas cadeias. Sequéncias polipeptidicas codifica-
das pelos acidos nucleicos desta invencao estao descritas abaixo e nos E-

xemplos a seguir.
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Em algumas concretizagbes, um acido nucleico e um vetor desta
invengao codificam uma cadeia pesada (ou sua parte de ligagdo a antigeno)
ou uma cadeia leve (ou sua parte de ligacdo a antigeno) desta invencéao.
Uma célula hospedeira, contendo o acido nucleico codificador da cadeia pe-
sada e o acido nucleico codificador da cadeia leve, pode ser usada para
produzir um anticorpo, compreendendo a cadeia pesada e a leve (ou parte
de ligacao a antigeno do anticorpo). O acido nucleico codificador da cadeia
pesada e o acido nucleico codificador da cadeia leve podem ser colocados
em vetores de expresséo separados. Podem ser colocados também em um
Unico vetor de expressao sob o mesmo controle ou diferente de expressao.
Consultar, por exemplo, Cabilly Patente U.S. 6 331 415; Fang Patente U.S. 7
662 623.

Método para produzir imunoglobulinas com especificidade por CD52 humana

Outro aspecto da invencgao refere-se a um método para produzir
um anticorpo anti-CD52 humana desta invengéo. O anticorpo desta invengao
pode ser produzido, por exemplo, pela expressdo de um ou mais acidos nu-
cleicos recombinantes, codificadores do anticorpo, em uma célula hospedei-
ra adequada. A célula hospedeira pode ser produzida usando qualquer mé-
todo adequado. Por exemplo, os construtos de expressao (por exemplo, o
Gnico ou mais vetores, por exemplo, vetor de expressdo em célula de mami-
fero) descritos neste relatério podem ser introduzidos em uma célula hospe-
deira adequada, e a célula resultante pode ser mantida (por exemplo, em
cultura, em um animal, em uma planta) em condicbes adequadas para ex-
pressdo do(s) construto(s) ou (vetor(es). Células hospedeiras adequadas
podem ser procaridticas, incluindo células bacterianas tais como de E. coli
(por exemplo, cepa DH5a™ (Invitrogen, Carlsbad, CA)), B. subtilis e/ou de
outras bactérias adequadas, eucariéticas, tais como células de fungo ou de
levedura (por exemplo, Pichia pastoris, Aspergillus sp., Saccharomyces ce-
revisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa), ou outras celu-
las eucaribticas inferiores, e células de eucariotos superiores tais como a-
quelas de insetos (por exemplo, células S2 Drosophila Schnieder, células
Sf9 de insetos (WO 94/26087 (O’Connor), células TN5B1-4 (HIGH 5) de in-
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setos (Invitrogen), mamiferos (por exemplo, células COS, tais como COS-1
(N2 de acesso na ATCC: CRL-1650) e COS-7 (N° de acesso na ATCC: CRL-
1651), CHO (por exemplo, N° de acesso na ATCC: CRL-9096), CHO DG44
(Urlaub, G. and Chasin, LA., Proc. Natl. Acac. Sci. USA, 77(7).4216-4220
(1980)), 293 (N2 de acesso na ATCC: CRL-1573), HeLa (N°® de acesso na
ATCC: CCL-2), CV1 (N® de acesso na ATCC: CCL-70), WOP (Dailey, L., et
al., J. Virol., 54:739-749 (1985)), 3T3, 293T (Pear, W. S., et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 90:8392-8396 (1993)), células NSO, células SP2/0, células
HuT 78 e as semelhantes)), ou de plantas (por exemplo, tabaco, lemna (len-
tilha de agua) e algas). (Consultar, por exemplo, Ausubel, F.M. et al., eds.
Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and
John Wiley & Sons Inc. (1993)). Em algumas concretizagdes, a célula hos-
pedeira ndao é parte de um organismo multicelular (por exemplo, planta ou
animal), por exemplo, € uma célula hospedeira isolada ou & parte de uma
cultura celular.

A presente invencao refere-se também a células compreenden-
do um acido nucleico, por exemplo, vetor, da invengao (por exemplo, vetor
de expressao). Por exemplo, um &cido nucleico (ou seja, um ou mais acidos
nucleicos) codificadores das cadeias pesadas e leves de uma imunoglobuli-
na humanizada, as cadeias pesadas e leves de imunoglobulina de camun-
dongo ou as cadeias pesadas e leves de uma imunoglobulina quimérica, a
referida imunoglobulina tendo especificidade de ligacdo por CD52 humana,
ou um construto (ou seja, um ou mais construtos, por exemplo, um ou mais
vetores) compreendendo tais acidos nucleicos, podem ser introduzidos em
uma célula hospedeira adequada por um método apropriado a célula hospe-
deira selecionada {por exemplo, transformacéo, transfecgéo, eletroporacao,
infecgéo), com o(s) acido nucleico(s) sendo ou tornando-se operacionalmen-
te ligado(s) a um ou mais elementos de controle de expressao (por exemplo,
em vetor, em construto criado por processos na célula, integrado no genoma
da célula hospedeira). As células hospedeiras podem ser mantidas em con-
dicbes adequadas para expressdo (por exemplo, na presenga de indutor,

meio adequado suplementado com sais, fatores de crescimento, antibidtico,
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suplementos nutricionais apropriados, etc.), pelo qual o(s) polipeptideo(s)
codificado(s) € (s@o) produzido(s). Se desejado, a proteina codificada (por
exemplo, imunoglobulina humanizada, imunoglobulina de camundongo, imu-
noglobulina quimérica) pode ser isolada, por exemplo, das células hospedei-
ras, meio de cultura ou leite. Este processo abrange a expressao em célula
hospedeira (por exemplo, célula de glandula mamaria) de um animal ou
planta transgénica (por exemplo, tabaco) (consultar, por exemplo, WO
92/03918).

Proteinas de fusdo podem ser produzidas, em que uma parte da
imunoglobulina (por exemplo, imunoglobu'lina humanizada; cadeia de imu-
noglobulina) é ligada a um grupo ndo imunoglobulina (ou seja, um grupo que
nao ocorre em imunoglobulinas como encontradas na natureza) em localiza-
céo N-terminal, localizagdo C-terminal ou interna a proteina de fuséo. Por
exemplo, algumas concretizagbes podem ser produzidas pela insergéo\de
um acido nucleico codificador de sequéncia(s) de imunoglobulina em vetor
de expressao adequado, tal como vetor pET (por exemplo, pET-15b, Nova-
gen), vetor de fago (por exemplo, pCANTAB 5 E, Pharmacia) ou outro vetor
(por exemplo, pRIT2T Protein A fusion vector, Pharmacia). O construto resul-
tante pode ser introduzido em uma célula hospedeira adequada para ex-
pressdo. Quando da expressado, algumas proteinas de fusdo podem ser iso-
ladas ou purificadas de lisado celular por meio de uma matriz de afinidade
adequada (consultar, por exemplo, Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel, F.M. et al., Eds., Vol. 2, Supl. 26, pag. 16.4.1-16.7.8 (1991)).

A invencao refere-se a uma célula hospedeira que compreende
acido(s) nucleico(s) recombinante(s) codificador (es) de uma imunoglobulina
aqui provida (por exemplo, imunoglobulina humanizada, cadeia leve humani-
zada ou cadeia pesada humanizada, imunoglobulina de camundongo, ca-
deia leve de camundongo ou cadeia pesada de camundongo, imunoglobuli-
na quimérica, cadeia pesada quimérica ou cadeia leve quimérica da inven-
¢ao). A invencao refere-se também a uma célula hospedeira que compreen-
de acido(s) nucleico(s) recombinante(s) codificador (es) de parte de ligacao

a antigeno da imunoglobulina ou de suas cadeias. Em algumas concretiza-
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coes, a célula hospedeira compreende um vetor recombinante (por exempilo,
vetor de expressao, vetor de expressdo em célula de mamifero) da invengao
como citados neste relatério descritivo.

A invencéao refere-se também a um método para preparar uma
imunoglobulina ou cadeia polipeptidica de imunoglobulina desta invengao.
Em uma concretizagdo, o método compreende manter uma célula hospedei-
ra da invencdo como aqui descrita (por exemplo, célula hospedeira que con-
tenha um ou mais acidos nucleicos isolados que codificam a imunoglobulina
ou cadeia polipeptidica (por exemplo, cadeia leve e cadeia pesada, apenas
cadeia leve ou apenas cadeia pesada da invengéo)) em condi¢oes apropria-
das para expressao da imunoglobulina ou cadeia polipeptidica. Por exemplo,
uma célula hospedeira pode ser cultivada em substrato ou suspensdo. Em
algumas concretizagdes, o método compreende ainda a etapa de purificar ou
isolar a imunoglobulina ou cadeia polipeptidica.

A invencao refere-se ainda a um método para preparar imuno-
globulinas através de exibicdo em fago. Por exemplo, uma biblioteca de exi-
bicdo em fago de anticorpos virgens para antigeno de CD52 pode ser inves-
tigada. Alternativamente, pode ser usado um método para preparar imuno-
globulinas através de selecéo guiada (Publicagdo de Pedido de Patente U.S.
2006-0251658 A1.). Uma biblioteca personalizada construida em torno de,
por exemplo, regido CDR3 de cadeia pesada fixa (e/ou cadeia leve) de um
anticorpo anti-CD52 conhecido pode ser criada. As regides CDR1 e CDR2
das cadeias pesadas e leves podem ser derivadas de um repertorio virgem
(Osburn et al., Methods, 36:61-68 (2005)). Em uma concretizagdo, ScFvs
anti-CD52 podem ser gerados a partir de bibliotecas de ScFv de anticorpos
virgens, as quais sdo usadas para obter anticorpos quiméricos humanos de
camundongo com as propriedades desejadas de ligacdo. Estas bibliotecas
podem ser rastreadas para anticorpos com as propriedades desejadas de
ligagao. Bibliotecas de ScFv de fagos podem ser utilizadas. Por exemplo,
ScFvs que reconhegam CD52 humana podem ser isolados a partir de sele-
¢ao guiada em bibliotecas de scFv, apds uma série de ciclos de selegao de

CD52 humana recombinante, essencialmente como descrito em Vaughan et
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al. (1996). Resumidamente, apds incubagdo com a biblioteca, o antigeno
imobilizado, pré-acoplado com esferas paramagnéticas e fago ligado, pode
ser recuperado por separagado magnética, enquanto fago nao ligado € remo-
vido por lavagem. O fago ligado pode ser resgatado em seguida como des-
crito por Vaughan et al. (1996), e o processo de selegao & repetido.

Em uma concretizagdo especifica, é construida uma biblioteca,
formada pelo dominio varidvel completo da cadeia pesada de um anticorpo
anti-CD52 fundido em formato de cadeia Gnica a um repertério de regides
variaveis humanas virgens de cadeia leve. Depois da sele¢éo, o conjunto de
regibes variaveis humanas de cadeia leve que complementa a regiao varia-
vel de cadeia pesada de camundongo é identificado. Uma biblioteca € entéo
construida, formada pelo repertério de regides variaveis humanas de cadeia
leve, selecionadas acima, fundidas em formato de cadeia Unica a uma regiao
variavel quimérica de cadeia pesada constituida de regides CDR1 and CDR2
humanas virgens e uma regidao CDR3 fixa proveniente do dominio variavel
de cadeia pesada de anticorpo anti-CD52 de camundongo. Depois da sele-
cao de ligantes a CD52, os melhores clones para ligagao s&o selecionados.
Cinco das 6 regides CDR podem ser de origem humana, enquanto a CDR-3,
da regiao variavel da cadeia pesada, pode ser idéntica & CDR3 original do
dominio variavel de cadeia pesada de camundongo.

As selecoes podem ser realizadas usando CD52 acoplado a a-
mina de DYNABEADS M-270 (Dynal) de acordo com as recomendagbes do
fabricante. Alternativamente, selecées usando CD52 biotinilada podem ser
preparadas usando o reagente hexanoato de succinimidil-6-(biotinamido)
especifico da amina primaria especifica, seguindo as instrugbées do fabrican-
te (EZ link NHS LC Biotin, Pierce).

Os resultados de selecées podem ser testados em preparados
periplasmicos em rastreamentos de alto rendimento, com base em ensaios
de competigao dos scFvs presentes no preparado periplasmico para compe-
ticdo pela ligagdo a CD52.

Amostras capazes de competir nos rastreamentos de alto rendi-

mento podem ser submetidas ao sequenciamento de DNA como descrito em
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Vaughan et al. (1996) e Osburn ef al. (1996). Os clones seriam entao ex-
pressos e purificados em forma de scFvs ou IgGs e avaliados quanto a sua
capacidade para ligar-se a CD52, neutralizar CD52 ou uma combinagéo des-
te, por exemplo, usando ensaios tais como ensaio de citotoxicidade mediada
por células dependente de anticorpos (ADCC) e ensaio de citotoxicidade
dependente de complemento (CDC). Preparados de scFV purificado podem
ser entdo preparados como descrito no Exemplo 3 de WO 01/66754. As
concentracdes proteicas de preparados de scFV purificado foram determina-
das usando o método de BCA (Pierce). Abordagens semelhantes podem ser
usadas para rastrear um parceiro ideal (a cadeia oposta) de uma cadeia pe-
sada ou leve (ou Vy ou V) fixa de imunoglobulina.

Em uma concretizacao especifica, a invenc¢ao esta direcionada a
um método para produzir um hibridoma que secreta um anticorpo monoclo-
nal com especificidade de ligagdo por CD52 humana, compreendendo admi-
nistrar linfécitos de camundongo transgénico para CD52 a um camundongo
nao transgénico tendo a mesma linhagem (por exemplo, CD1) como o ca-
mundongo transgénico para CD52 humana, produzindo com isso um ca-
mundongo nao transgénico imunizado. Esplenécitos do camundongo néo
transgénico imunizado sdo colocados em contato com células imortalizadas,
produzindo, pelo mesmo, células fundidas, e as células fundidas sdo manti-
das em condigdes nas quais hibridomas que secretam um anticorpo mono-
clonal tendo especificidade de ligagdo por CD52 humana s&o produzidos,
resultando, dessa forma, em hibridoma secretor de anticorpo monoclonal
com especificidade de ligagao por CD52 humana.

Imunoglobulinas contendo grupo de toxina ou toxina

A invencgao refere-se também a imunoglobulinas que compreen-
dem um grupo de toxina ou toxina. Grupos adequados de toxina compreen-
dem uma toxina (por exemplo, toxina ativa de superficie, citotoxina). O grupo
de toxina ou toxina pode ser ligado ou conjugado a imunoglobulina usando
qualquer método adequado. Por exemplo, o grupo de toxina ou toxina pode
ser ligado covalentemente a imunoglobulina diretamente ou através de um

ligante adequado. Ligantes adequados podem incluir ligantes nao clivaveis
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ou clivaveis, por exemplo, ligantes clivaveis por pH ou ligantes que compre-
endem um sitio de clivagem para uma enzima celular (por exemplo, esteara-
ses celulares, proteases celulares, tais como catepsina B). E possivel usar
estes ligantes que podem ser clivados para preparar uma imunoglobulina
capaz de liberar um grupo de toxina ou toxina depois que a imunoglobulina é
internalizada

Uma variedade de métodos para ligar ou conjugar um grupo de
toxina ou toxina a uma imunoglobulina pode ser usada. O método especifico
selecionado dependera do grupo de toxina ou toxina e da imunoglobulina a
serem ligados ou conjugados. Se desejado, ligantes que contém grupos fun-
cionais terminais podem ser usados para ligar a imunoglobulina e o grupo de
toxina ou toxina. Em geral, a conjugagéo ¢ obtida reagindo o grupo de toxina
ou toxina que contém um grupo funcional reativo (ou € modificado para con-
ter um grupo funcional reativo) com um ligante ou diretamente com uma i-
munoglobulina. Ligagbes covalentes sao formadas, reagindo um grupo de
toxina ou toxina que contém (ou é modificado para conter) um grupo quimico
ou funcional capaz de, em condigbes apropriadas, reagir com um segundo
grupo quimico, formando com isso uma ligacdo covalente. Se desejado, um
grupo quimico reativo adequado pode ser adicionado a uma imunoglobulina
ou ligante usando qualquer método adequado (Consultar, por exemplo,
Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic Press: San Diego,
CA (1996).). Muitas combinacdes de grupos quimicos reativos adequados
sdo conhecidas no estado da técnica, por exemplo, um grupo amina pode
reagir com um grupo eletrofilico, como tosilato, mesilato, halo (cloro, bromo,
fluor, iodo), N-hidroxisuccinimidil éster (NHS) e os semelhantes. Tidis podem
reagir com maleimida, dissulfeto de iodoacetila, acrilolia e piridila, tiol de aci-
do 5-tiol-2-nitrobenzoico (TNB-tiol) e os semelhantes. Um grupo funcional
aldeido pode ser acoplado a moléculas contendo amina ou hidrazida, e um
grupo azida pode reagir com grupo de fésforo trivalente para formar ligagoes
do tipo fosforamidato ou fosforimida. Métodos adequados para introduzir
grupos ativadores em moléculas sdo conhecidos no estado da técnica (con-

sultar, por exemplo, Hermanson, G. T., Bioconjugate Techniques, Academic
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Press: San Diego, CA (1996)).

Grupos de toxina ou toxinas adequadas incluem, por exemplo,
maitansinoide (por exemplo, maitansinol, por exemplo, DM1, DM4), taxano,
caliqueamicina, duocarmicina ou seus derivados. O maitansinoide pode ser,
por exemplo, maitansinol ou analogo de maitansinol. Exemplos de analogos
de maitansinol incluem aqueles com anel aromatico modificado (por exem-
plo, C-19-des-cloro, C-20-des-metoxi, C-20-aciloxi) e aqueles tendo modifi-
cacdes em outras posicoes (por exemplo, C-9-CH, C-14-alcoximetila, C-14-
hidroximetila ou aceloximetila, C-15-hidroxi/aciloxi, C-15-metoxi, C-18-N-
desmetila, 4,5-desoxi). Maitansinol e analogos de maitansinol estao descri-
tos, por exemplo, nas Patentes U.S. N* 5 208 020 e 6 333 410, cujos conte-
udos sdo aqui incorporados por referéncia neste pedido de patente. Maitan-
sinol pode ser acoplado a anticorpos e fragmentos de anticorpos usando, por
exemplo, N-succinimidil 3-(2-piridilditio)proprionato (também conhecido como
N-succinimidil 4-(2-piridiltio)pentanoato (ou SPP)), 4-succinimidil-oxicarbonil-
a-(2-piridilditio)-tolueno (SMPT), N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirato (SDPB),
2 iminotiolan ou anidrido S-acetilsuccinico. O taxano pode ser, por exemplo,
taxol, taxotero ou novo taxano (consultar, por exemplo, WO 01/38318). A
caliqueamicina pode ser, por exemplo, bromo-complexo de caliqueamicina
(por exemplo, bromo alfa, beta ou gama-complexo), iodo-complexo de cali-
queamicina (por exemplo, bromo alfa, beta ou gama-complexo) ou seus ana-
logos e miméticos. Bromo-complexos de caliqueamicina incluem i1-BR, 12-
BR, I13-BR, 14-BR, J1-BR, J2-BR e K1-BR. lodo-complexos de caliqueamicina
incluem 11-1, 12-1, 13-1, J1-I, J2-I, L1-1 e K1-BR. Caliqueamicina e seus mutan-
tes, analogos e miméticos estao descritos, por exemplo, nas Patentes U.S.
N 4 970 198, 5 264 586, 5 550 246, 5 712 374 e 5 714 586, cujos conteu-
dos sdo aqui incorporados por referéncia neste pedido de patente. Analogos
de duocarmicina (por exemplo, KW-2189, DC88, DC89 CBI-TMI e seus deri-
vados) estdo descritos, por exemplo, na Patente U.S. N® 5 070 092, Patente
U.S. N2 5 187 186, Patente U.S. N2 5 641 780, Patente U.S. N® 5 641 780,
Patente U.S. N2 4 923 990 e Patente U.S. N2 5 101 038, cujos contetidos

sao aqui incorporados por referéncia neste pedido de patente.
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Exemplos de outras toxinas incluem, entre outras, antimetaboli-
tos (por exemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouraci! decarbazina), agentes alquilantes (por exemplo, meclorotamina,
tioepa clorambucil, CC-1065 (consultar as Patentes US N2 5 475 092, 5 585
499, 5 846 545), melfalan, carmustina (BSNU) e lomustina (CCNU), ciclofos-
famida, bussulfano, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C e cisdi-
clorodiamina de platina (ll) (DDP) cisplatina), antraciclinas (por exemplo,
daunorrubicina (anteriormente daunomicina) e doxorrubicina), antibi6ticos
(por exemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mi-
tramicina, mitomicina, puromicina, antramicina (AMC)), duocarmicina e seus
analogos ou derivados e agentes antimitéticos (por exemplo, vincristina, vin-
blastina, taxol, auristatinas (por exemplo, auristatina E) e maitansinoides e
seus analogos ou homdlogos).

A toxina pode ser também uma toxina ativa de superficie, tal
como uma toxina que seja geradora de radicais livres (por exemplo, grupos
de toxina contendo selénio) ou grupo contendo radionuclideo. Grupos ade-
quados contendo radionuclideos incluem, por exemplo, grupos que contém
iodo radioativo (1311 or 125l), itrio (90Y), lutécio (177Lu), actinio (225Ac),
praseodimio, astatina (211At), rénio (186Re), bismuto (212Bi ou 213Bi), in-
dio (111In), tecnécio (99mTc), fosforo (32P), rodio (188Rh), enxofre (35S),
carbono (14C), tritio (3H), cromo (51Cr), cloro (36Cl), cobalto (57Co ou
58Co), ferro (59Fe), selénio (75Se) ou galio (67Ga).

A toxina pode ser uma proteina, polipeptideo ou peptideo de fon-
tes bacterianas, por exemplo, toxina diftérica, exotoxina de pseudomonas
(PE) e proteinas de plantas, por exemplo, a cadeia A de ricina (RTA), as pro-
teinas inativadoras de ribossomo (RIPs) gelonina, proteina antiviral de po-
keweed, saporina e dodecandrona sao contempladas para uso como toxi-
nas.

Compostos antisense de acidos nucleicos, criados para ligar,
desabilitar, promover degradacdo ou impedir a produgdo do mRNA respon-
savel por gerar uma determinada proteina alvo podem ser usados também

como toxina. Compostos antisense incluem RNA ou DNA antisense, de fita
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simples ou dupla, oligonucleotideos ou seus analogos que possam hibridi-
zar-se especificamente com espécies individuais de mRNA e impedir a
transcricao e/ou o processamento de RNA da espécie de mRNA e/ou a tra-
ducao do polipeptideo codificado e com isso reduzir a quantidade do respec-
tivo polipeptideo codificado. Ching, ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:
10006-10010 (1989); Broder, et al., Ann. Int. Med. 113: 604-618 (1990); Lo-
reau, et al., FEBS Letters 274: 53-56 (1990). Agentes terapéuticos antisense
Gteis incluem, por exemplo: Veglin TM (VasGene) e OGX-011 (Oncogenix).

Toxinas podem ser também agentes fotoativos. Agentes fotoati-
vos adequados incluem materiais a base de porfirina, tais como porfimero
sédico, as porfirinas verdes, clorina E6, o proprio derivado da hematoporfiri-
na, ftalocianinas, etiopurpurinas, texafrina e os semelhantes.

A toxina pode ser anticorpo ou fragmento de anticorpo que se li-
ga a um alvo intracelular. Tais anticorpos ou fragmentos de anticorpo podem
ser direcionados a compartimentos ou alvos subcelulares definidos. Por e-
xemplo, os anticorpos ou fragmentos de anticorpo podem ligar-se a um alvo
intracelular selecionado a partir de erbB2, EGFR, BCR-ABL, p21Ras, Cas-
pase3, Caspase7, Bcl-2, p53, Ciclina E, ATF-1/CREB, HPV16 E7, HP1, co-
lagenases Tipo IV, catepsina L, bem como a outros descritos em Konter-
mann, R.E., Methods, 34:163-170 (2004), aqui incorporado, em sua totalida-
de, por referéncia neste pedido de patente.

Métodos e composicoes terapéuticas

Os anticorpos desta invencdo sao Gteis em imunossupressao e
imunoablacdo. Os anticorpos tém como células que expressam CD52 (por
exemplo, células T e B) e reduzem (ou "depletam” neste relatério descritivo)
a sua populagao em um individuo em necessidade deste. A deplecéo de lin-
focitos pode ser Util para tratar uma variedade de doencas e condigoes tais
como inflamagéo, doengas autoimunes e cancer (por exemplo, neoplasia
maligna de linfocitos (de célula B ou célula T)). Consultar, por exemplo, Reiff,
A., Hematology, 10(2).:79-93 (2005). Exemplos de doencas e condi¢gbes que
podem ser tratadas com os anticorpos ou parte de ligagao a antigenos desta

invencao incluem, entre outras, esclerose mdltipla, lipus, artrite reumatoide,
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doenca do enxerto contra hospedeiro (GVHD), doenca intestinal inflamatoria,
vasculite, doenca de Behcet, granulomatose de Wegener, sindrome de Sjo-
gren, uveite, psoriase, esclerodermia, polimiosite, diabetes tipo | (etiologia
autoimune), citopenias autoimunes (por exemplo, neutropenia autoimune,
PRCA refrataria dependente de transfusao) leucemia e linfoma tais como
linfoma nao Hodgkin com doenga em massa e leucemia linfocitica crénica de
células B.

Por conseguinte, aspectos desta invengao sao meétodos para
deplegao de linfocitos e para tratar inflamacao, doenca autoimune ou cancer,
administrando uma quantidade efetiva de um anticorpo da invengdo a um
individuo em necessidade deste (por exemplo, paciente humano portador de
doenga autoimune, cancer hematolégico ou paciente a receber um trans-
plante). O anticorpo pode ser administrado também profilaticamente para
prevenir o aparecimento de inflamagao ou recidiva de doenca autoimune ou
cancer. Por exemplo, o anticorpo desta invengao pode ser administrado co-
mo parte de um regime de condicionamento para preparar um paciente para
transplante (por exemplo, transplante de células-tronco, infusao de células T
alogénicas ou transplante de 6rgao solido).

Alguns anticorpos anti-CD52 desta invengao sao direcionados
de preferéncia contra populagdes de células CD52+. Uma possivel explica-
cao & que epitopos aos quais estes anticorpos se ligam incluem um ou mais
grupos carboidratos na proteina CD52, e estes grupos carboidratos podem
ser mais prevalentes em CD52 expressa em um tipo de células em compa-
ragéo a outro. Por exemplo, foi constatado que o anticorpo 7F11, 5F7, 3G7 e
11C11 depletam células T em maior medida do que células B. Dessa forma,
as versoes humanizadas e quiméricas destes anticorpos podem ser usadas
para tratar neoplasia maligna de células T com efeitos colaterais imunossu-
pressores mais brandos.

Por serem direcionados contra células que expressam CD52, os
anticorpos desta invengao podem ser usados também para depletar tipos de
células CD52+, além de células T e células B. Por exemplo, estudos de-

monstraram que leucécitos vasculares (VLC) e mondécitos-células mieloides
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Tie2+ expressando altos niveis de CD52, promovem angiogénese tumoral e
contribuem para resisténcia do tumor a terapia anti-VEGF. Pulaski et al., J.
Translational Med. 7:49 (2009). Anticorpos anti-CD52 desta inven¢ao po-
dem, portanto, ser usados para inibir angiogénese tumoral ao se direciona-
rem contra VLC e mondécitos Tie2+. Para tanto, os anticorpos anti-CD52 po-
dem ser administrados por via sistémica ou localmente em um sitio de neo-
vascularizagdo, tal como sitio tumoral. A terapia com anticorpo anti-CD52
pode ser usada associada ao tratamento padrao de cancer, tal como quimio-
terapia, cirurgia ou radiagao, ou a outra terapia direcionada tal como terapia
com anticorpo anti-VEGF. A terapia com anticorpo anti-CD52 pode ser usa-
da para tratar, por exemplo, cancer de mama, cancer de pulméo, glioma,
cancer colo-retal e quaisquer outras indicagbes de anticorpos anti-VEGF. A
terapia com anticorpo anti-CD52 pode ser usada também em outras condi-
¢cbes de neovascularizacao, incluindo condigdes neovasculares nao oncol6-
gicas.

Anticorpos desta inveng¢ao podem ser administrados a um indivi-
duo (por exemplo, humano) isoladamente ou associado com outro agente
(por exemplo, imunossupressor) em terapia combinada. O anticorpo pode
ser administrado antes, junto ou subsequentemente a administracao do a-
gente adicional. Em algumas concretizagbées, o agente adicional &, por e-
xemplo, um composto anti-inflamatério, tal como sulfassalazina, outro com-
posto anti-inflamatério nao esteroidal ou composto anti-inflamatério esteroi-
dal. Em algumas concretizagbes, o agente adicional € outro anticorpo de
deplecdo linfocitaria, tal como outro anticorpo anti-CD52, anticorpo anti-
CD20, anticorpo anti-BAFF, anticorpo anti-BAFF-R e os semelhantes. Em
algumas concretizagdes, o agente adicional &, por exemplo, uma citocina
(por exemplo, IL-7), anticorpo anti-receptor de citocina ou receptor soluvel,
que afete, manipule e/ou aumente o processo de reconstituicdo ocorrido a-
pos a deplecao linfocitaria mediada por um anticorpo anti-CD52 (consultar,
por exemplo, Sportes ef al., "Cytokine Therapies”. Ann. N.Y. Acad. Sci.
1182:28-38 (2009)). Em outra concretizacdao, um mimético peptidico sintético

pode ser administrado associado com uma imunoglobulina da presente in-
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vengao.

Estudos demonstraram que a deplec¢ao linfocitaria por alentuzu-
mabe €& mediada por neutrofilos e células NK (Hu et al., Immunology
128:260-270 (2009). Por conseguinte, em uma concretizagdo de terapia
combinada, um agente que estimula neutréfilos e células NK pode ser admi-
nistrado a um paciente, antes, durante ou depois de terapia com anticorpo
anti-CD52, para aumentar a terapia com o anticorpo. Estimular neutrdfilos
elou células NK inclui, entre outros, (1) aumentar suas taxas de divisao, (2)
aumentar a sua expressado na superficie celular dos receptores Fc corres-
pondentes ao isotipo do anticorpo anti-CD52 (por exemplo, FcyRllla e FcyRI-
llb, FeyRIl, FcyRl e FcaRl), (3) mobilizar e aumentar o nimero de células
circulantes, (4) recrutar as células para sitios direcionados (por exemplo,
sitios de tumores, inflamacao ou dano tecidual), (5) e aumentar a sua ativi-
dade citotoxica. Exemplos de agentes que estimulam neutréfilos e/ou células
NK incluem, por exemplo, fator estimulador de col6énia de granulocitos-
mondcitos (GM-CSF) (por exemplo, LEUKINE® ou sargramostima e mol-
gramostima); fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF) (por e-
xemplo, NEUPOGEN® ou filgrastima, filgrastima peguilada e lenograstima);
interferon gama (por exemplo, ACTIMMUNE®); antagonistas do receptor 4
de quimiocina CXC (CXCR4) (por exemplo, MOZOBIL™ ou plerixafor), e
agonistas do receptor 2 de quimiocina CXC (CXCR2). A contagem de neu-
tréfilos do paciente pode ser monitorada periodicamente para assegurar a
eficacia ideal do tratamento. A contagem de neutréfilos do paciente pode ser
medida também antes de ser iniciado o tratamento com o anticorpo anti-
CD52. A quantidade do estimulador pode ser ajustada com base na conta-
gem de neutréfilos do paciente. Uma dose mais alta do estimulador pode ser
usada se o paciente apresentar contagem de neutrdfilo inferior @ normal.
Durante periodos de neutropenia, a qual pode ser causada por tratamento
com o anticorpo anti-CD52, uma dose mais alta do estimulador de neutréfilos
pode ser também administrada para maximizar o efeito do anticorpo anti-
CD52.

Dado que a eficacia da terapia com o anticorpo anti-CD52 é me-
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lhorada pela estimulagao de neutréfilos e/ou células NK, esta concretizagao
de terapia combinada possibilita 0 uso de menos anticorpo em um paciente,
ao mesmo tempo em que mantida eficacia terapéutica semelhante. O uso de
menos anticorpo anti-CD52, mantendo-se a eficacia do tratamento, pode
ajudar a reduzir os efeitos colaterais do anticorpo anti-CD52, o que inclui
resposta imune no paciente contra o anticorpo administrado, bem como o
desenvolvimento de autoimunidade secundaria (autoimunidade que surge
durante ou depois de tratamento com anticorpo anti-CD52). Esta concretiza-
céo de terapia combinada é util também em cenario de oncologia, por exem-
plo, quando o paciente apresenta neutropenia.

Em outra concretizacdo de terapia combinada, € possivel usar
um estimulador de células T reguladoras para aumentar a terapia com o an-
ticorpo anti-CD52. Os dados obtidos mostram que anticorpos anti-CD52 de-
pletam células T reguladoras CD4" CD25'FoxP3" em medida muito menor,
em comparacéao a outras células T CD4+. Células T reguladoras (também
conhecidas como células "Treg" ou células T supressoras) sao células que
sdo capazes de inibir a proliferacao e/ou a funcdo de outras células linfoides
por meio de mecanismos dependentes de contato ou independentes de con-
tato (por exemplo, produgéo de citocinas). Varios tipos de células T regula-
doras foram descritos, incluindo células T yd, células T natural killer (NKT),
células T CD8", células T CD4" e células T CD4'CD8 duplo negativas. Con-
sultar, por exemplo, Bach et al., Immunol. 3:189-98 (2003). Células T reguia-
doras CD4*CD25'FoxP3" tém sido citadas como células T reguladoras "na-
turais"; estas células expressam CD4, CD25 e o fator de transcricao da For-
khead FoxP3 (Forkhead box p3). Portanto, nesta concretizagdo de terapia
combinada, é possivel administrar um agente que estimula células T regula-
doras CD4°CD25"FoxP3* antes, durante ou apds a terapia com o anticorpo
anti-CD52, para afetar a composicdo do sistema imune apés a deplecéo lin-
focitaria. O agente pode, por exemplo, ativar estas células T, estabilizar e/ou
expandir a populagdo das células, mobilizar e aumentar a circulagéo das
células e/ou recrutar as células para sitios direcionados. Exemplos de tais

agentes sao rapamicina, TGF- B ativo ou latente (por exemplo, TGF-31,



10

20

25

30

122/222

TGF-B2, TGF-B83, TGF-p4 e TGF-B5), IL-10, IL-4, IFN-q, vitamina D3, dexa-
metasona e micofenolato de mofetila (consultar, por exemplo, Barrat et al., J.
Exp. Med. 195:603-616 (2002); Gregori et al., J Immunol. 167: 1945-1953
(2001); Battaglia et al., Blood 105: 4743-4748 (2005); Battaglia et al., J. Im-
munol. 177:8338-8347 (2006)).

Nesta invengao, quantidade eficaz de anticorpo anti-CD52 para
tratar uma doenca € uma quantidade que ajuda o individuo tratado a atingir
um ou mais desfechos clinicos desejados. Por exemplo, para lipus (cujas
manifestagbes incluem lupus eritematoso sistémico, nefrite tpica, lupus eri-
tematoso cutaneo, lipus no SNC, manifestagdes cardiovasculares, manifes-
tacoes pulmonares, manifestagcdes hepéticas, manifestagdes hematoldgicas,
manifestagbes gastrointestinais, manifesta¢cdes musculoesqueléticas, ltpus
eritematoso neonatal, lUpus eritematoso sistémico da infancia, lipus eritema-
toso induzido por farmaco, sindrome anti-fosfolipidica e sindromes de defici-
éncia de complemento resultando em manifestagbes lupicas; consultar, por
exemplo, Robert G. Lahita, Editor, Systemic Lupus Erythematosus, 4th Ed.,
Elsevier Academic Press, 2004), os desfechos clinicos podem ser medidos
monitorando-se um sistema organico afetado (por exemplo, hematuria e/ou
proteinuria em nefrite lupica) e/ou usando um indice de atividade da doenca
que oferece um escore composto de gravidade da doenga em varios siste-
mas organicos (por exemplo, BILAG, SLAM, SLEDAI, ECLAM). Consultar,
por exemplo, Mandl et al., "Monitoring patients with systemic lupus erythe-
matosus" em Systemic Lupus Erythematosus, 4* edicéo, pag. 619-631, R.G.
Lahita, Editor, Elsevier Academic Press, (2004).

Em outro exemplo de doenga autoimune, esclerose multipla (in-
cluindo esclerose multipla recidivante-remitente, progressiva secundaria,
progressiva primaria e progressiva recidivante ((Lublin et al., Neurology 46
(4), 907-11 (1996)), é diagnosticada, por exemplo, pelo histérico de sinto-
mas e exame neurolégico com o auxilio de testes tais como imagem por res-
sonancia magnética (MRI), puncgdes espinhais, testes de potencial evocado
e analise laboratorial de amostras de sangue. Na MS, o tratamento tem co-

mo meta reduzir a frequéncia e a gravidade de recidivas, prevenir incapaci-
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dade decorrente da progressdo da doenga e promover reparo tecidual
(Compston e Coles, 2008). Por conseguinte, uma quantidade de anticorpo
anti-CD52 que ajude a ser alcangado um desfecho clinico compativel com
esta meta é uma quantidade eficaz de anticorpo para o tratamento.

A fim de minimizar o aparecimento de imunogenicidade, o uso
de um anticorpo humanizado é preferido para tratar um paciente humano
nos métodos e composicoes terapéuticas desta invengéo. Em casos em que
a administracédo repetida ndo & necessaria, pode ser apropriado também
administrar um anticorpo quimérico humano de camundongo desta invengao
a um paciente humano.

Os anticorpos da invengao podem ser usados para tratar um in-
dividuo que tenha sido previamente tratado com Campath-1H® e que tenha
desenvolvido anticorpos neutralizantes contra Campath-1H® (por exemplo,
individuo refratario a Campath-1H®). Por exemplo, poderia ser tratado um
individuo com doenga autoimune (por exemplo, esclerose multipla, lupus,
vasculite) e/ou cancer (por exemplo, leucemia (por exemplo, leucemia linfo-
citica crénica), linfoma (por exemplo, linfoma ndo Hodgkin)) que tenha sido
tratado previamente com Campath-1H® (por exemplo, com um ou mais ci-
clos de tratamento com Campath-1H®) e que tenha desenvolvido anticorpos
neutralizantes contra Campath-1H® que reduzem a eficacia de tratamento
posterior com Campath-1H®. Foi demonstrado que os anticorpos humaniza-
dos desta invengéo (por exemplo, 2C3, 12G6 e 9D9 humanizados) s&o ca-
pazes de ligar-se & CD52 humana apesar de a presenga de anticorpos neu-
tralizantes contra alentuzumabe. Em outra concretizagao, poderia ser tratado
um individuo que tenha se tornado refratario ao tratamento com um determi-
nado anticorpo humanizado aqui descrito com um dos outros anticorpos hu-
manizados descritos neste pedido de patente.

O anticorpo desta invengdo pode ser administrado em dose uni-
taria Unica ou doses multiplas a qualquer momento considerado apropriado
por um profissional de saude. A dose pode ser determinada por métodos
conhecidos no estado da técnica e pode depender, por exemplo, da idade,

sensibilidade, tolerancia e bem-estar geral individual. Uma variedade de vias
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de administracido pode ser usada, incluindo, mas ndo necessariamente, en-
tre outras, parenteral (por exemplo, injecao intravenosa, intra-arterial, intra-
muscular, intratecal, intraperitoneal, subcutanea), oral (por exemplo, na die-
ta), local, topica, inalagéo (por exemplo, inalagdo intrabrénquica, intranasal
ou oral, gotas intranasais) ou retal, dependendo da doenga ou condi¢ao a
ser tratada. A administracao parenteral pode ser um modo preferido de ad-
ministracao.

Em uma concretizagéo, os anticorpos da invengao sao adminis-
trados a um paciente usando o mesmo regime de dose que Campath-1H®
(por exemplo, o regime de administragdo de Campath-1H® para leucemia
linfocitica crénica). Em outra concretizagdo, um anticorpo da invencéo e ad-
ministrado a um paciente com doenca autoimune (por exemplo, esclerose
multipla (MS)) em um regime compreendendo administracdo de um primeiro
ciclo do anticorpo, seguido por pelo menos outro ciclo do anticorpo, em que
cada ciclo de tratamento compreende 1 - 5 doses que sao aplicadas em dias
consecutivos € em que cada ciclo de tratamento é separado do ciclo seguin-
te por pelo menos 1 - 24 meses (por exemplo, 12 meses). Por exemplo, em
uma concretizagdo, um paciente com esclerose multipla é tratado com um
primeiro ciclo do anticorpo, compreendendo 5 doses diarias do anticorpo, e €
seguido por pelo menos outro ciclo de tratamento com o anticorpo, em que o
tratamento ocorre depois de 12 meses do primeiro ciclo, compreendendo 3
doses do anticorpo aplicadas em dias consecutivos. Em outra concretizagéo,
um paciente com MS é novamente tratado somente se for observada evi-
déncia de atividade renovada de MS (consultar, por exemplo, WO
2008/031626; cujos ensinamentos sédo aqui incorporados, em sua totalidade,
por referéncia neste pedido de patente). Em algumas concretizagées, pode
ser necessario administrar ciclos mais frequentes de tratamento (por exem-
plo, a cada quatro meses, a cada seis meses) se pacientes com formas mais
avancadas de MS ou formas mais progressivas de outras doengas autoimu-
nes (tais como vasculite; consultar, por exemplo, Walsh et al., Ann Rheum
Dis 67:1322-1327 (2008)) apresentarem recidiva precocemente apos o seu

tltimo ciclo de tratamento. Evidéncia de atividade renovada de MS pode ser
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determinada com base no juizo profissional do médico responsavel, usando
quaisquer meios que possa ter a sua disposigdo. Existe atualmente uma va-
riedade de técnicas disponiveis para diagnosticar atividade renovada de MS,
incluindo, entre outras, recursos clinicos (recidiva ou progressao de deficién-
cia neurologica) ou por imagem por ressonancia magnética (MRI) do cérebro
ou da medula espinhal. Como bem entendido por especialistas médicos, a
atividade da doenca detectada por MRI pode ser indicada pela ocorréncia de
novas lesdes cerebrais ou espinhais em imagens ponderadas em T1 (inten-
sificadas ou ndo) ou em T2 ou pelo aumento do volume destas lesbes. Mé-
todos diagnosticos para MS estdo em constante evolugao, portanto, prevé-
se que possam existir métodos adicionais no futuro que detectardo atividade
renovada de MS (por exemplo, razao de transferéncia de magnetizacéo ou
espectroscopia por MR). O método diagnéstico especifico usado para detec-
tar atividade renovada de MS nao representa uma limitagdo a invencgao rei-
vindicada. Em certas concretizacdes, exames repetidos de MRI séo realiza-
dos em intervalos fixos depois de um ciclo de tratamento, visando determinar
se repetir o tratamento é necessario para qualquer determinado paciente, e
o momento ideal para este paciente repetir o tratamento. Em geral, € dese-
javel que o tratamento seja repetido antes que a doenga apresente nova-
mente manifestagdes clinicas.

A formulacao variara de acordo com a via de administragao se-
lecionada (por exemplo, solugdo, emulsdo). Uma composi¢ao apropriada,
compreendendo o anticorpo a ser administrado, pode ser preparada em um
veiculo ou um carreador fisiologicamente aceitavel. A composicédo pode
compreender doses multiplas ou ser uma composi¢éo de dose unitaria uni-
ca. Para solugdes ou emulsdes, carreadores adequados incluem, por exem-
plo, solugdes aquosas ou alcodlicas/aquosas, emuisées ou suspensoes, in-
cluindo solucdo salina e meios tamponados. Veiculos parenterais podem
incluir solucédo de cloreto de sbédio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de
sodio, solugdo de Ringer com lactato ou 6leos fixos. Veiculos intravenosos
podem incluir varios aditivos, conservantes ou repositores hidricos, de nutri-

entes ou de eletrolitos (Consultar, em geral, Remingfon’s Pharmaceutical
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Sciences, 17th Edition, Mack Publishing Co., PA, 1985). Para inalagao, o
composto pode ser solubilizado e carregado em dispensador adequado para
administracéo (por exemplo, atomizador, nebulizador ou dispensador de ae-
rossol pressurizado).

Métodos diagnosticos e composicdes

As imunoglobulinas da presente invencao s&o uteis também em
uma variedade de processos com aplicagdes em pesquisa e diagnoéstico. Por
exemplo, podem ser usadas para detectar, isolar e/ou purificar CD52 huma-
na ou suas variantes (por exemplo, por purificagdo por afinidade ou outros
métodos adequados como citometria de fluxo, por exemplo, para células tais
como linfocitos, em suspensdo) e para estudar a estrutura (por exemplo,
conformacao) e a fungédo de CD52 humana. Para aplicagdes in vitro, em que
a imunogenicidade do anticorpo ndo representa preocupacgéo, os anticorpos
de camundongo e os quiméricos desta invencao serdo Uteis, alem de anti-
corpos humanizados.

As imunoglobulinas da presente invengao podem ser usadas em
aplicagdes diagnésticas (por exemplo, in vitro, ex vivo). Por exemplo, as i-
munoglobulinas humanizadas da presente invengdo podem ser usadas para
detectar e/ou medir o nivel de CD52 humana em uma amostra (p'or exemplo,
em células que expressam CD52 humana em tecidos ou liquidos corporais,
tais como exsudato inflamatorio, sangue, soro, liquido intestinal, tecidos por-
tando CD52 humana). Uma amostra (por exemplo, tecido e/ou liquido corpo-
ral) pode ser obtida de um individuo e uma imunoglobulina aqui descrita po-
de ser usada em método imunolégico adequado para detectar e/ou medir a
expressao de CD52 humana, incluindo métodos como citometria de fluxo
(por exemplo, para células em suspensao como linfécitos), ensaios imuno-
enzimaticos (ELISA), incluindo ensaios de quimioluminescéncia, radioimu-
noensaio e imunohistologia.

Em uma concretizagdo, € provido um método para detectar
CD52 humana em uma amostra, compreendendo por uma amostra em con-
tacto com uma imunoglobulina da presente invengao em condi¢bes adequa-

das para ligacao especifica da imunoglobulina & CD52 humana e para detec-
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tar complexos anticorpo-CD52 formados. Em uma aplicagdo do método, as
imunoglobulinas aqui descritas podem ser usadas para analisar tecidos nor-
mais contra inflamados (por exemplo, de ser humano) quanto a reatividade
e/ou a expressdo de CD52 humana (por exemplo, por imunohistologia) para
detectar associacbes entre, por exemplo, doenga intestinal inflamatoria
(IBD), doengas autoimunes (como esclerose mdltipla e lapus), céncer (como
linfoma ndo Hodgkin e leucemia linfocitica crénica) ou outras condicoes e
expressao aumentada de CD52 humana (por exemplo, em tecidos afetados).
Por conseguinte, as imunoglobulinas da presente invengdo permitem méto-
dos imunoldgicos de avaliagdo da presenca de CD52 humana em tecidos
normais e inflamados, por meio dos quais é possivel avaliar a presenga de
doenca, o progresso de doenga e/ou a eficacia de terapia com anti-CD52
humana no tratamento da doenca, por exemplo, doenga inflamatoéria.

Adicionalmente, as imunoglobulinas podem ser usadas para e-
xaminar tecidos depois de tratamento para deplegdo com anticorpo terapéu-
tico anti-CD52 para medir o grau de eficacia da deplegdo, bem como se a
expressao de CD52 foi regulada ou ndo negativamente (Rawstrom et al., Br.
J. Heam., 107:148-153 (1999)).

A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e
cientificos usados possuem o mesmo significado como habitualmente en-
tendido por aquele versado no estado da técnica ao qual esta inveng&o per-
tence. Métodos exemplares e materiais sdo descritos abaixo, embora méto-
dos e materiais semelhantes ou equivalentes aqueles descritos neste pedido
de patente possam ser também usados na pratica ou testes da presente in-
vencéo. Todas as publicagdes e outras referéncias citadas neste relatério
descritivo sdo aqui incorporadas, em sua totalidade, por referéncia neste
pedido de patente. Em caso de conflito, o presente relatério descritivo, inclu-
indo definigdes, prevalecera. Embora alguns documentos estejam citados
neste pedido de patente, esta citagdo ndo constitui admissao de que qual-
quer um destes documentos faga parte do conhecimento geral comum no
estado da técnica. Por todo este pedido de patente e as reivindicagoes, a

palavra "compreender" ou variagdes como "compreende" ou "compreenden-
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do" sera entendida de modo a implicar a inclusao de um integrante ou grupo
de integrantes declarado, mas ndo a exclusao de qualquer outro integrante
ou grupo de integrantes. Os materiais, métodos e exemplos s&o ilustrativos
somente, e ndo se destinam a ser uma limitacao.

Exemplificacdo

Exemplo 1: Geracao de anticorpos anti-CD52 humana de camundongo

Os anticorpos anti-CD52 humana de camundongo nos exemplos
de trabalho seguintes foram gerados imunizando camundongos da linhagem
CD1 com esplendcitos de camundongos transgénicos para CD52 humana
de origem CD1 (Figura 1A), em que a exibicdo de CD52 humana sobre a
superficie de células B e T de camundongos dos camundongos transgénicos
foi verificada por citometria de fluxo. Os camundongos transgénicos e os
camundongos imunizados tém a mesma origem (CD1), dessa forma, os es-
plenocitos dos camundongos transgénicos apresentaram CD52 humana na
superficie celular como antigeno unico, nao préprio em formato nativo, e os
camundongos ndo transgénicos imunizados criaram uma resposta de anti-
corpo primariamente contra a CD52 humana.

Para coleta de esplenécitos dos camundongos transgénicos pa-
ra CD52 humana, os camundongos foram sacrificados, os bagos foram reco-
lhidos e suspensdes de células Unicas foram preparadas por passagens a-
través de seringa. Camundongos CD1 foram entao imunizados com as célu-
las de bago positivas para CD52 humana, 5 x 10° em 100 pL por camundon-
go, com ou sem Adjuvante Completo de Freund por injecao intraperitoneal
(i.p.). Foram aplicadas aos camundongos duas doses de reforgo a cada du-
as semanas, depois da primeira imunizagdo com células de bacgo positivas
para CD52 humana de camundongos transgénicos, 5 x 10° em 100 pL por
camundongo com Adjuvante Incompleto de Freund, ip.

Secrecgbes oculares foram coletadas, 100-200 pL por camun-
dongo, em tubos separadores de soro com tampa amarela, de todos os ca-
mundongos antes da imunizagéo, para determinar o nivel basal de reativida-
de, e uma semana depois de cada rodada de imunizacao para determinar

resposta imune especifica anti-CD52 humana. Camundongos que produzi-



10

15

20

25

30

129/222

ram niveis altos de reatividade anti-CD52 humana, medidos por FACS, em
células CHO K1 construidas para expressarem proteina CD52 humana, mas
ndo em células CHO K1 parentais, foram sacrificados, o sangue foi recolhido
e os bacos coletados em condigGes estéreis para gerar hibridomas. Os hibri-
domas foram gerados usando uma linhagem celular de mieloma n&ao secre-
tora de camundongo, SP2/0 Ag14, ou células de mieloma NS1, como parcei-
ras de fusao, 3-4 dias apds a imunizagao. As células fundidas foram coloca-
das em meio completo de crescimento, contendo hipoxantina, aminopterina
e timidina para gerar hibridomas. Depois de rastrear muitos sobrenadantes
de hibridoma, foram selecionados varios clones que produziam anticorpos
especificos anti-CD52 humana, os quais foram ainda subclonados para deri-
var uma populacéo clonal. Clones de hibridomas que produziam anticorpos
anti-CD52 humana aumentados em escala para desenvolvimento adicional.

Exemplo 2: Analise por PCR de cadeias pesadas e leves de anticorpos anti-

CD52 humana de camundongo

Alguns anticorpos monoclonais anti-CD52 humana de camun-
dongo (Figura 1B) foram identificados, testando sobrenadantes de hibrido-
mas quanto a presenca de reatividade anti-CD52 humana. Clones foram se-
lecionados individualmente, e as sequéncias variaveis de cadeias pesadas e
leves de camundongos foram identificadas com clonagem e sequenciamento
por PCR. As sequéncias das cadeias leves s&o mostradas na Figura 2, em
comparacéo a YTH 34.5 HL (ou seja, Ig kappa de Campath (rato) e anticorpo
reagente CF1D12 (CF1D12 Kappa) (Invitrogen Life Science Technologies)).
Da mesma forma, as sequéncias das cadeias pesadas s&o mostradas na
Figura 3, em comparagao a YTH 34.5 HL e anticorpo reagente CF1D12.

No total, foram identificadas 10 sequéncias variaveis Unicas de
cadeia leve e 11 sequéncias variaveis de cadeia pesada. Se forem incluidos
Campath® e CF1D12, 7 regides Unicas de CDR-1 (Tabela 1), 8 regides uni-
cas de CDR-2 (Tabela 2) e 7 regiées unicas de CDR-3 (Tabela 3) foram i-

dentificadas dentro das cadeias leves de anticorpos anti-CD52 humana.
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Tabela 1. Sequéncias de CDR-1 de cadeia leve

CDR-1 de cadeia leve Sequéncia

KASQNIDKYLN (SEQ ID NO: 27)
KSSQSLLESDGRTYLN (SEQ ID NO: 28)
KSSQSLLDSDGKTYLN (SEQ ID NO: 29)
KSSQSLLDSDGRTYLN (SEQ ID NO: 30)
KSSQSLLYSNGKTYLN (SEQ ID NO: 31)
RSSQSLVHTNGNSYLH (SEQ ID NO: 32)
RSSQSLVHTNGNTYLH (SEQ ID NO: 33)

GOIMMmMoo|m| >

Tabela 2: Sequéncias de CDR-2 de cadeia leve
CDR-2 de cadeia leve Sequéncia

NTNNLQT (SEQ ID NO: 34)
LVSNLDS (SEQ ID NO: 35)
LVSKLDS (SEQ ID NO: 36)
LVSNLGS (SEQ ID NO: 37)
LVSALDS (SEQ ID NO: 38)
LVSNLNS (SEQ ID NO: 39)
LVSHLDS (SEQ ID NO: 40)
MVSNRFS (SEQ ID NO: 41)

I\ Ommoo|w >

Tabela 3: Sequéncias de CDR-3 de cadeia leve

CDR-3 de cadeia leve Sequéncia

A LQHISRPRT (SEQ ID NO: 42)
B WQGTHFPWT (SEQ ID NO: 43)
C VQGSHFHT (SEQ ID NO: 44)

D VQGTRFHT (SEQ ID NO: 45)

E VQGTHLHT (SEQ ID NO: 46)

F SQSTHVPFT (SEQ ID NO: 47)
G SQSAHVPPLT (SEQ ID NO: 48)

Se forem incluidos Campath® e CF1D12, no total, 8 regites
CDR-1 unicas (Tabela 4), 10 regides CDR-2 unicas (Tabela 5) e 8 regides
CDR-3 unicas (Tabela 6) foram identificadas dentro das cadeias pesadas de
anticorpos anti-CD52 humana.

Tabela 4: Sequéncias de CDR-1 de cadeia pesada

CDR-1 de cadeia pesada Sequéncia

GFTFTDFYMN (SEQ ID NO: 49)

GFTFSDAWMD (SEQ ID NO: 50)

RFTFSDAWNMD (SEQ ID NO: 51)

GLTFSDAWMD (SEQ ID NO: 52)

GFPFSNYWMN (SEQ ID NO: 53)

GFTENKYWMN (SEQ ID NO: 54)

GFTENTYWMN (SEQ ID NO: 55)

T|IO|mMmTO|wi>

GFTFTDYYMS (SEQ ID NO: 56)
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Tabela 5: Sequéncias de CDR-2 de cadeia pesada

CDR-2 de cadeia pesada

Sequéncia

FIRDKAKGYTTEYNPSVKG (SEQ ID NO:

57)

EIRNKAKNHVAYYAESVKG (SEQ ID NO

: 58)

EIRNKANNHATYYAESVKG (SEQ ID NO

- 59)

EIRNKAKNHVKYYAESVKG (SEQ ID NO

: 60)

EIRNKAKNHATYYAESVKG (SEQ ID NO: 61)

EIRKKVNNHATYYAESVKG (SEQ ID NO:

62)

QIRLKSNNYATHYAESVKG (SEQ ID NO:

63)

QIRLKSDNYATHYAESVKG (SEQ ID NO:

64)

FIRNKANGYTTEYNASVKG (SEQ ID NO: 65)

Sl sioliiniielielieelh .

FIRNKANGYTTEYSASVKG (SEQ ID NO:

66)

Tabela 6: Sequéncias de CDR-3 de cadeia pesada

CDR-3 de cadeia pesada

Sequéncia

AREGHTAAPFDY (SEQ ID NO: 67)

TTLDS (SEQ ID NO: 68)

TSLDY (SEQ ID NO: 69)

TGLDY (SEQ ID NO;70)

TPIDY (SEQ ID NO: 71)

TPVDF (SEQ ID NO: 72)

TRYIFEDY (SEQ ID NO: 73)

I|O|MMmoO|wi>

TRYIWFDY (SEQ ID NO: 74)

A associacio de regides CDR especificas de cadeia leve e pe-

sada em 13 diferentes anticorpos anti-CD52 humana é retrada na Tabela 7.

Tabela 7: Classificacao de anticorpos anti-CD52 humana com base na com-

posicdo de CDR

Nome do clone CDR-1 de cadeia pesada Cadeia leve
CDR-1 CDR-2 | CDR-3 | CDR-1 | CDR-2 | CDR-3

Campath A A A A A A
CF1D12 B B B B B B
8G3.25.3.5 C C Cc c C B
GMA 4G7.F3 B D C c D B
GMA 9D9.A2 B E B Cc E B
GMA 11C11.C5 B E C c C

GMA 3G7.ES B F C c F
5F7.1.1.4 D E D D G
12G6.15.1.2 E G E E Cc
23E6.2.2.1 F H E E C
2C3.3.8.1 G G F E Cc E
7F11.1.9.7 H | G F H F
4B10.1.24 H J H G H G

Os clones 8G3.25.3.5, 4G7.F3, 9D9.A2, 11C11.C5, 3G7.E9,
5F7.1.1.4, 12G6.15.1.2, 23E6.2.2.1, 2C3.3.8.1, 7F11.1.9.7 e 4B10.1.2.4 s&ao
denominados a seguir 8G3, 4G7, 9D9, 11C11, 3G7, 5F7, 12G6, 23ES6, 2C3,
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7F11 e 4B10, respectivamente.
Tabela 7.1: SEQ ID NOs das CDRs dos anticorpos anti-CD52 humana

Nome do Cadeia pesada Cadeia leve

clone CDR-1 CDR-2 CDR-3 CDR-1 CDR-2 CDR-3
Campath 49 57 67 27 34 42
CF1D12 50 58 68 28 35 43
8G3 51 59 69 29 36 43
4G7 50 60 69 29 37 43
9D9 50 61 68 29 38 43
11CH1 50 61 69 29 36 43
3G7 50 62 69 29 39 43
5F7 52 61 70 30 40 43
12G6 53 63 71 31 36 44
23E6 54 64 71 31 36 45
2C3 55 63 72 31 36 46
7F11 56 65 73 32 41 47
4B10 56 66 74 33 41 48

Exemplo 3: Clonagem de genes de regido variavel de 1gG de camundongo,

provenientes de células de hibridoma de camundongo, para gerar anticorpo

IgG1 quimérico de camundongo/humano

Células de hibridomas em proliferacao ativa e secretando anti-
corpos foram usadas para isolar RNA, com reagente Trizol (Gibco/BRL) e
seguindo o protocolo sugerido do fabricante. RNA foi quantificado mediando
OD com Nanodrop, e a integridade do RNA foi determinada por sua corrida
em gel ou usando um bioanalisador. RNA total foi transcrito de modo reverse
para cDNA, e as regides variaveis das cadeias pesadas e leves foram ampli-
ficadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O cDNA foi gerado u-
sando iniciador (primer) BD Sprint PowerScript Reverse Transcriptase (Clon-
tech) e Oligo(dT), a 0,5 pg/uL (Invitrogen Cat. n® Y01212), e iniciadores re-
verse (situados na regido constante das cadeias pesadas e leves), listados
numericamente abaixo, a 10 uM, seguindo o protocolo do fabricante. Especi-
ficamente, os iniciadores de namero 3 (SEQ ID NO: 77), 11 (SEQ ID NO:
85), 19 (SEQ ID NO: 93), 20 (SEQ ID NO: 94) e 21 (SEQ ID NO: 95) foram
empregados. A amplificacdo por PCR das regides variaveis de cadeia pesa-
da e de leve foi realizada usando cDNA gerado como descrito acima. 1 pL
de cDNA foi misturado com o iniciador forward e iniciadores reverse, a 10
UM, cada para cadeias pesadas e leves, e misturas com super mistura para

PCR (Invitrogen) na presenga de 2 pyL de MgCl; a 25 mM. O programa de



10

215

20

25

30

133/222

PCR foi conduzido nas seguintes etapas: 1) 95 °C por 2 minutos; 2) 95 °C

por 30 segundos; 3) 56 °C por 30 segundos; 4) 68 °C por 45 segundos; 5)

Etapas 2 a 4 repetidas 25 vezes; 6) 68 °C por 10 minutos e manter a 16 °C.

O produto da PCR foi analisado em gel 2% quanto a presenga de sequéncia

de regido variavel produzida com tamanho de aproximadamente 300 - 400

bp, e as bandas apropriadas foram clonadas em Kit de clonagem pCR2.1-

TOPO TA (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante, e a sequéncia

clonada e confirmada, usando iniciadores M13. Iniciadores usados para

transcricdo reversa e para amplificacdo por PCR de sequéncias de cadeia

leve e de cadeia pesada sao providos.

Iniciadores de cadeia leve

1) Lead-ML kappa = 5 ATGGGCWTCAARATGRARWCWCAT 3’ (Inicia-
dor forward em sequéncia lider) (SEQ ID NO: 75)

2) FR1-ML kappa = 5 GAYATTGTGMTRACMCARKMTCAA 3’ (Iniciador
forward no framework 1) (SEQ ID NO: 76)

3) ML kappa const = 5 ACTGGATGGTGGGAAGATGGA 3’(Iniciador re-
verse em regiao constante) (SEQ ID NO: 77)

4) VK-MK =5 GAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA 3’ (Iniciador forward
no framework 1) (SEQ ID NO: 78)

5) MKC-Const = 5 GGATACAGTTGGTGCAGCATC 3’ (Iniciador reverse
in em regido constante) (SEQ ID NO: 79)

Iniciadores de cadeia pesada

6) MH-SP-ALT1 = 5 ATGRASTTSKGGYTMARCTKGRTT 3’ (Iniciador
forward em sequéncia lider) (SEQ ID NO: 80)

7)  MH-SP-ALT2 = 5 ATGRAATGSASCTGGGTYWTYCTCT 3’ (iniciador
forward em sequéncia lider) (SEQ ID NO: 81)

8) MH-FR1 = 5 SAGGTSMARCTGCAGSAGTCT 3’ (Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 82)

9) MH-FR1-1 = 5 SAGGTGMAGCTCSWRSARYCSGGG 3’ (Iniciador for-
ward no framework 1) (SEQ ID NO: 83)

10) MH-J2 = 5 TGAGGAGACTGTGAGAGTGGTGCC 3’ (Iniciador reverse
em regiao J) (SEQ ID NO: 84)
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20)

21)
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MH-gamma-const = 5° AYCTCCACACACAGGRRCCAGTGGATAGAC
3’ (Iniciador reverse em regido constante) (SEQ 1D NO: 85)
VH MH1 = 5 SARGTNMAGCTGSAGSAGTC 3’ (Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 86)
VH MH2 = 5 SARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG 3’ (Iniciador forward
no framework 1) (SEQ ID NO: 87)
VH MH3 = 5 CAGGTTACTCTGAAAGWGTSTG 3’ (Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 88)
VH MH4 = 5 GAGGTCCARCTGCAACARTC 3'(Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 89)
VH MH5 = 5 CAGGTCCAACTVCAGCARCC 3’(Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 90)
VH MH6 = 5 GAGGTGAASSTGGTGGAATC 3’(Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 91)
VH MH7 = 5 GATGTGAACTTGGAAGTGTC 3’(Iniciador forward no
framework 1) (SEQ ID NO: 92)
IgG1 = 5 ATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC 3’ (Iniciador rever-
se em regido constante de CH1 de IgG1 de camundongo) (SEQ ID NO:
93)
IgG2A = 5 CTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA 3’ (Iniciador reverse em
regiéo constante de CH1 de IgG2A de camundongo) (SEQ ID NO: 94)
IgG2B = 5 AGGGGCCAGTGGATAGAGTGATGG 3’ (Iniciador reverse
em regido constante de CH1 de IgG2B de camundongo) (SEQ ID NO:
95)

Iniciadores degenerados levaram a algum grau de degeneracao

na extremidade 5’ da regido framework 1 da cadeia pesada e da cadeia leve.

A sequéncia de consenso de DNA de varios clones independentes de regi&o

variavel de cadeia pesada e de clones de regido variavel de cadeia leve foi

usada para derivar a sequéncia de aminoacidos.

Anticorpos anti-CD52 quiméricos funcionais foram produzidos

unindo as regides variaveis de cadeia pesada e de cadeia leve ao DNA codi-

ficador da regido constante de cadeia pesada de IgG1 humana (sequéncia
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idéntica a encontrada em Campath-1H®) e de kappa de cadeia leve humana
(sequéncia idéntica a encontrada em Campath-1H®), respectivamente. Para
gerar o vetor pCEP4 (Invitrogen) de cadeia leve, codificador de cadeia leve
do anticorpo contra CD52, a sequéncia variavel da cadeia leve foi amplifica-
da por PCR e construida por clonagem independente de ligase no vetor de
cadeia leve pCEP4 LIC para obter a sequéncia de sinalizagao kappa huma-
na na extremidade 5’ e a regido constante de cadeia leve na extremidade 3'.
Do mesmo modo, para gerar o vetor pPCEP4 de cadeia pesada, a sequéncia
da regido variavel da cadeia pesada foi construida por clonagem indepen-
dente de ligase no vetor de cadeia pesada pCEP4 LIC para obter a sequén-
cia de sinalizacdo de cadeia kappa humana na extremidade 5’ e a regiao
constante da cadeia pesada, abrangendo as regiées CH1, hinge, CH2 e
CH3 na extremidade 3'. As sequéncias de aminoacido das regides constan-
tes da cadeia pesada e da leve sdo idénticas as das regiées constantes pre-
sentes no anticorpo Campath1H.

Resumidamente, o vetor pCEP4 LIC foi digerido com BfuA1(New
England Biolabs-NEB) em tampéo apropriado, seguindo as recomendagoes
do fabricante, e depois de concluida a digestéo, o vetor foi purificado com o
kit de purificacéo PureLink PCR (Invitrogen). O plasmideo linearizado foi tra-
tado em seguida com T4 DNA polimerase (New England Biolabs) para gerar
extremidades de fita simples e foi usado para clonar o fragmento da regiao
variavel. O vetor especifico para cadeia pesada pCEP4 LIC foi usado para
clonar a regido variavel de cadeia pesada, e o vetor especifico para cadeia
leve pCEP4 LIC foi usado para clonar a regido variavel de cadeia leve. Foi
gerado inserto de regidao variavel por PCR, usando o plasmideo pCR2.1-
TOPO contendo a regido variavel de cadeia pesada ou o plasmideo pCR2.1-
TOPO contendo a regido variavel de cadeia leve, como modelos, € iniciado-
res que contém a sequéncia especifica da regido variavel e saliéncias (ove-
rhangs) do vetor. VENT DNA polimerase (New England Biolabs) foi usada
para amplificagéo por PCR do inserto. O inserto amplificado por PCR foi pu-
rificado em gel e tratado com T4 DNA polimerase para gerar extremidades

de fita Gnica. Vetores preparados para fragmentos dos respectivos insertos
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de regiao variavel de cadeia pesada e de cadeia leve foram combinados e
incubados a temperatura ambiente por 10 minutos e usados para transfor-
mar células TOPO10 (Invitrogen), e colénias resistentes a ampicilina foram
selecionadas e a sequéncia verificada. Os clones pCEP4 de cadeia pesada
e pCEP4 de cadeia leve que continham as sequéncias corretas de cadeia
pesada e de cadeia inseridas in frame (uma seguida a outra) foram amplifi-
cados e usados para produgao de proteina. O construto de cadeia pesada
foi cotransfectado com o construto correspondente de cadeia leve, em pro-
porcdo de 1:1, em células HEK293 (Invitrogen) usando o lipidio catibnico
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). O meio condicionado foi colhido trés dias
depois da transfecgéo, e o anticorpo quimérico foi purificado usando croma-
tografia com proteina A. Para este método de cromatografia, o meio foi adi-
cionado a proteina A e lavado com 50 volumes da coluna de PBS. O anti-
corpo quimérico foi eluido com 5 volumes da coluna de &cido citrico 12,5 m,
pH 3,0. O pH do anticorpo eluido foi neutralizado por adi¢gao de HEPES 0,5
M. O tampéo foi trocado para PBS usando coluna de filtragdo em gel PD-10.

Exemplo 4: Analise das especificidades por epitopo de anticorpos gquimeéri-

cos monoclonais anti-CD52 humana

As especificidades por epitopo dos clones foram determinadas
avaliando a capacidade dos anticorpos quiméricos se ligarem a um painel de
linhagens celulares, construidas para expressar mutantes de CD52 humana
(Figura 4), gerados por mutagénese de varredura de alanina. A substituicéo
no anticorpo dos 10 primeiros aminoacidos da regiao extracelular de 12 ami-
noacidos de CD52 foi conduzida em cDNA de CD52 humana no vetor de
expressao pcDNA3.1 (Invitrogen), usando o kit de mutagénese sitio-
direcionada STRATAGENE QUIKCHANGE Il XL. O vetor pcDNA3.1, codifi-
cador de sequéncia do tipo selvagem ou mutante de CD52, teve a sequéncia
verificada e transfectada em células CHO, usando LipofectamineTM, e por
selecdo em meio contendo G418, para gerar linhagens de células CHO que
expressavam CD52 do tipo selvagem ou mutante em alanina. A ligagao es-
pecifica a epitopo de anticorpos quiméricos anti-CD52 humana foi determi-

nada pela ligacdo dos anticorpos contra as células do tipo selvagem e mu-
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tantes que expressavam CD52, medida por FACS. A andlise por FACS foi
realizada, detectando a ligacdo de anticorpos quiméricos anti-CD52 usando
anticorpo secundario PE-conjugado de cabra anti-humano (Jackson Immu-
noResearch Labs). As Figuras 5A-5C mostram a Intensidade Média de Fluo-
rescéncia (MFI) de anticorpos monoclonais anti-CD52 contra linhagem de
células do tipo selvagem e mutantes expressando CD52. Apesar de CD52
ser uma proteina GPI| ancorada muito curta de 12 aminoacidos, os resuita-
dos de FACS definem claramente que existem trés conjuntos de anticorpos:
(1) Grupo de ligagdo a N-terminal (como 4B10); (2) Grupo de ligagdo no
meio (como 4G7, 9D9 e 11C1) e (3) Grupo de ligagdo em C-terminal (como
23EB, 12G6 e 2C3). As especificidades por epitopo dos anticorpos monoclo-
nais anti-CD52 humana (identificados pelos nomes abreviados no final do
Exemplo 2) estdo resumidas na Tabela 8.

Tabela 8: Caracteristicas de 11 anticorpos monoclonais de camundongo an-
ti-CD52 humana

Clone Isotipo Especificidade por epitopo
YTH34.5HL de rato IgG2a 9-10-11-12
CF1D12 de camundongo IgG3 3-4-5-6-7
8G3.25.3.5 IgG3 Nao confirmada
4G7.F3 IgG3 3-4-5-6-7
9DY.A2 1gG3 3-4-5-6-7
11C11.C5 IgG3 1-3-4-5-6-7
3G7.E9 IgG2b 1-3-4-5-6-7
5F7.1.1.4 IgG3 1-3-4-5-6-7-10
12G6.15.1.2 IgG3 7-8-9
23E6.2.2.1 IgG3 7-8-9

2C3.3.8.1 IgG3 7-8-9-10
7F11.1.9.7 igG1 1-2-3-4-5
4B10.1.2.4 lgG2a 1-2-3-4-5

CD52 é um antigeno extremamente pequeno, mas possui um
grupo glicano N-ligado hidrofilico relativamente grande, bem como uma an-
cora GP! hidrofébica. Para explorar a possibilidade de que agucares poderi-
am constituir todo ou parte de um epitopo reconhecido pelos anticorpos anti-
CD52, amostras de CD52, purificadas por afinidade, provenientes de células
CHO-CD52 foram tratadas com a endoglicosidase, PNGase-F, para retirar
completamente aglcares N-ligados do antigeno. Amostras tratadas e de

controle, com tratamento simulado, foram entdo resolvidas por SDS-PAGE,
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analisadas por manchas em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
(Invitrogen), sondadas com 3 pg/mL finais de cada um dos anticorpos qui-
méricos monoclonais anti-CD52 indicados, e foram subsequentemente, de-
senvolvidas de acordo com procedimentos padrao para Western Blotting,
usando deteccdo intensificada por quimioluminescéncia. Blots (manchas)
com Campath-1H® (C1H) e com apenas o anticorpo secundario (2° Alone)
foram corridos como controles positivo e negativo, respectivamente, e son-
dados com cada um dos anticorpos monoclonais (Figura 5D). Os resultados
revelaram diferentes preferéncias de ligagdo entre os anticorpos por CD52
glicosilada contra desglicosilada. Esta caracterizagcdo permite a classificagao
por categoria dos onze anticorpos em quatro tipos de grupos de ligagao:

1. Anticorpos exibindo ligagdo sem preferéncia aparente para CD52 glico-
silada contra desglicosilada (4G7, 9D9)

2. Anticorpos exibindo ligacdo especifica por CD52 glicosilada (7F11,
4B10)

3. Anticorpos exibindo ligacao especifica para CD52 desglicosilada (8G3)
Anticorpos exibindo ligagao preferencial por CD52 desglicosilada sobre
glicosilada CD52 (12G6, 5F7, 23E6, 2C3, 11C11, 3G7)

Exemplo 5: Atividade CDC de anticorpos quiméricos anti-CD52

Um ensaio de citotoxicidade dependente de complemento (CDC)
foi realizado como descrito abaixo. Resumidamente, células CHO K1, cons-
truidas para expressar proteina CD52 (CHO-CD52), foram usadas como cé-
lulas-alvo e marcadas com Na,®'CrO, (New England Nuclear, Boston, MA) a
37 °C por 1 a 2 horas. As células foram lavadas, ressuspensas com meio X-
Vivo e misturadas com anticorpos anti-CD52 humana para concentragdo
final de 2,2 yg/mL. Complemento humano (Sigma) foi adicionado as cavida-
des experimentais para concentracao final de 10%. Depois de 1 a 5 horas de
incubacéo, 25 L de sobrenadante livre de células foram coletados de cada
cavidade e contados em Contador de Cintilagdo MICROBETA TRILUX (Wal-
lac, Gaithersburg, MD). A quantidade de 1Cr liberada espontaneamente foi
obtida incubando as células-alvo apenas em meio. A liberagdo esponténea

de células-alvo era tipicamente inferior a 20%. A quantidade total de °'Cr
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incorporada foi determinada adicionando Triton X-100 1% em agua destila-
da, e o percentual de lise foi calculado como segue: [(contagem por minuto
de amostra (c.p.m.) - c.p.m. espontanea) / ( c.p.m. total - c.p.m. espontanea)]
X 100.

Doze diferentes anticorpos quiméricos anti-CD52 (regido variavel
de camundongo e regido constante de IgG1 humana) foram testados no en-
saio de CDC com complemento humano em células CHO-CD52. O anticorpo
humanizado Campath-1H® foi usado como controle positivo. Um controle
negativo foi Campath-1H® nulo (mutante de nédo ligacdo minima celular de
Campath-1H® — duas mutagdes pontuais em regido CDR2 de cadeia pesa-
da- alca H2 (K52bD e K53D; Gilliland LK et al., Journal of Immunology,
162:3663-3671 (1999)). Os resultados indicam que os anticorpos quimeéricos
séo capazes de mediar morte por CDC em células expressando CD52. Al-
guns dos anticorpos quiméricos mediaram morte robusta equivalente ou me-
thor do que Campath® (Figura 6).

Exemplo 6: Atividade de ADCC de anticorpos quiméricos anti-CD52

Um ensaio de citotoxicidade dependente de anticorpo (ADCC)
foi realizado como descrito abaixo. Resumidamente, células CHO K1, cons-
truidas para expressar proteina CD52 (CHO-CD52), foram usadas como cé-
lulas-alvo e marcadas com Na,®'CrO4 (New England Nuclear, Boston, MA) a
37 °C por 1 a 2 horas. As células foram lavadas, ressuspensas com meio X-
Vivo e misturadas com anticorpos anti-CD52 humana para concentragdo
final de 1,1 pg/mL. PBMC humanas foram usadas como células efetoras e
adicionadas em proporcao de 1:100 célula-alvo para efetora. Depois de in-
cubacao de 6 horas durante a noite, 25 pL de sobrenadante livre de células
foram coletados de cada cavidade e contados em Contador de Cintilagdo
MICROBETA TRILUX (Wallac, Gaithersburg, MD). A quantidade de *'Cr libe-
rada espontaneamente foi obtida incubando as células-alvo apenas em mei-
0. A liberacao espontanea de células-alvo era tipicamente inferior a 20%. A
guantidade total de Scr iﬁcorporada foi determinada adicionando Triton X-
100 1% em agua destilada, e o percentual de lise foi calculado como segue:

[(contagem em amostra por minuto (c.p.m.) - c.p.m. espontanea) / ( c.p.m.
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total - c.p.m. espontanea)] X 100.

Doze diferentes anticorpos quiméricos anti-CD52 (regiao variavel
de camundongo e regido constante de igG1 humana) foram testados no en-
saio de ADCC usando PBMC humanas como células efetoras. O anticorpo
humanizado Campath-1H® foi usado como controle positivo. Um controle
negativo foi Campath-1H® nulo (mutante de nao ligagdo minima celular de
Campath-1H® — duas mutagdes pontuais em regido CDR2 de cadeia pesa-
da- algca H2 (K52bD e K53D; Gilliland, 1999, supra)). Os resultados indicam
que os anticorpos quiméricos sdo capazes de mediar morte por ADCC em
células expressando CD52. Alguns dos anticorpos quiméricos mediaram
morte robusta equivalente ou melhor do que Campath® (Figura 7).

Exemplo 7: Avaliacdo da ligacéo de anticorpos quiméricos anti-CD52 contra

populacéao de linfécitos definidos

Os anticorpos seguintes conjugados a fluoro cromo foram usa-
dos para analise por citometria de fluxo: anti-CD3-FITC, anti-CD27-PE, anti-
CD62L-PE Cy5, anti-CD56- PE Cy7, anti-CD16-APC Cy7 (BD Biociéncia,
San Diego, CA), anti-CD45RA-ECD (Beckman Coulter), anti-CD19-Pacific
Blue, anti-CD4-APC Cy5.5 e anti-CD8 pacific orange (invitrogen, CA). Todos
os anticorpos quiméricos de camundongo anti-CD52 humana, bem como o
humanizado Campath-1H® foram conjugados a Alexa fluor 647 (BD Phar-
mingen). Células mononucleares humanas sadias de sangue periférico fo-
ram obtidas de Buffy Coats (tubos revestidos) crioconservados ou de células
mononucleares separadas de sangue de doadores normais, obtidas de for-
necedores comerciais (Bioreclamation, NY, EUA). Para enriquecimento de
células mononucleares, sangue periférico humano foi diluido 1:1 com solu-
¢ao salina com tampéao fosfato (PBS) estéril, sendo cuidadosamente espa-
lhado em camada sobre Ficoll-hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences, Upp-
sala, Suécia) e centrifugado por 30 minutos a temperatura ambiente. A ca-
mada de interfase de células monocelulares foi coletada e lavada em PBS
contendo soro bovino fetal 5% (tampao de FACS). Heméacias contaminantes
(RBCs) foram lisadas com solugéo de lise de RBC (Sigma, St. Louis, MO,

EUA). As células foram ressuspensas em tampao FACS frio, e os residuos
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foram removidos usando filtro de 40 micra. Dez citometrias coloridas de fluxo
foram realizadas para avaliar a capacidade de ligagao de 9 anticorpos qui-
méricos anti-CD52 humana (4B10, 7F11, 9D9, 5F7, 2C3, 4G7, 23E6, 8G3,
3G7), em comparagdo ao Campath-1H®.

Resumidamente, replicas de 1 x 10° PBMC em tampao FACS fo-
ram incubadas com um coquetel de diluicdes pré-tituladas de anticorpos
contra CD3, CD27, CD45RA, CD62L, CD56, CD19, CD8, CD4, CD16 junta-
mente com um dos 9 anticorpos quiméricos anti-CD52 humana (4B10, 7F11,
aD9, 5F7, 2C3, 4G7, 23E6, 8G3, 3G7) por 30 minutos a 4 °C. As células fo-
ram lavadas e fixadas em PBS contendo paraformaldeido 1%. 100.000 e-
ventos das células coradas foram adquiridos em BD LSR-Il (BD Biosciences,
San Jose, CA), e os dados foram analisados usando o software FlowJo ver-
séo 7.2 (Tree Star, Inc, Oregan, EUA). Multiplos subconjuntos com caracte-
risticas fenotipicas distintas foram definidos entre linfécitos B e T, e CD52
demonstrou ser expressa em todos os linfécitos humanos. Dez analises de
citometria colorida de fluxo foram realizadas para identificar os subconjuntos
de linfocitos, e para avaliar similaridades e as diferencas nas caracteristicas
de ligacéao de anticorpos anti-CD52 a CD52 de superficie celular em subcon-
juntos definidos. Usando uma combinagdo de marcadores, 11 populagdes
celulares fenotipicamente distintas correspondentes as linhagens de células
B, T e NK foram primeiramente definidas a partir do gate (area delimitada)
de linfécitos. A intensidade de coloracdo que corresponde a capacidade de
anticorpos anti-CD52 detectarem expressao de CD52 foi entdo avaliada. Os
histogramas (Figuras 8A-8C) mostram uma comparacéo do nivel de detec-
¢ao de CD52 com cada anticorpo em populagoes de linfocitos individuais. Os
dados mostram que os anticorpos exibem diferencas significativas em liga-
¢ao a CD52. O nivel de detecgdo com 4B10, 9D9, 7F11 e Campath-1H® sao
comparaveis, embora 4B10 mostre constantemente o nivel mais alto de de-
teccdo do que outros anticorpos, incluindo Campath-1H®, em quase todos
os subconjuntos de células examinados. Por outro lado, o nivel de detecgao
de CD52 com os anticorpos 3G7, 4G7, 8G3 e 23E6 é significativamente

mais baixo. Os resultados indicam uma hierarquia dentro dos anticorpos com



10

.15

20

25

30

142/222

respeito a sua capacidade para reconhecer CD52 em diferentes populacdes
de células, sendo mais alta com 4B10 e a mais baixa com 3G7. Curiosamen-
te, estas diferencas sdo menos 6bvias em subconjuntos de células efetoras
CD4 e mais ainda em células NK, nas quais CD52 parece ser expressa em
niveis relativamente mais baixos. As variagdes nas caracteristicas de ligacao
indicam que as propriedades dos anticorpos quiméricos nao soé diferem sig-
nificativamente de Campath-1H®, mas refletem tambéem diferencas em pro-
priedades entre os anticorpos.

Exemplo 8: Andlise de anticorpos quiméricos anti-CD52 em camundongos
transgénicos para CD52 humana (7F11, 8G3, 23E6, 12G6, 4B10 e 5F7)

Camundongos transgénicos para CD52 humana foram adminis-

trados com Campath® ou anticorpos quiméricos anti-CD52 (7F11, 8G3,
23EB, 12G6, 4B10 e 5F7) para avaliar o nivel de deplecao de linfocitos. Os
camundongos foram injetados por via intraperitoneal com Campath® ou os
anticorpos quiméricos anti-CD52, em volume de 100 pL e em dose de 1
mg/kg. Trés dias mais tarde, os camundongos foram sacrificados, e sangue
e bago foram coletados para determinar o nivel de deplecéo de células B e
T. Citometria de fluxo foi utilizada para avaliar os niumeros absolutos de célu-
las T helper, células T citotoxicas e células B totais, presentes no sangue
periférico circulante ou no bago de camundongos transgénicos huCD52. Es-
tas populacdes de linfécitos foram definidas por sua expressao em superficie
dos seguintes antigenos proteicos: expressédo de CD4 identifica a populagéo
de células T helper; expressdo de CD8 identifica a populagao de células T
citotoxicas e expressdo de CD19 identifica todas as populagdes de células B
maduras. Um nivel significativo de deplecéo de células T e de B foi observa-
do para os anticorpos 12G6 e 4B10, o qual foi comparavel a deplecéo ob-
servada com Campath®. O tratamento com Campath®, o anticorpo quimérico
12G6 ou com o anticorpo quimérico 4B10 reduziu significativamente células
T e B no sangue e no bago de camundongos tratados neste nivel de dose.
Os anticorpos quiméricos 7F11 e 5F7 resultaram em niveis significativos de
deplecéo de células T no sangue e no bago, mas foram menos eficazes em

depletar células B nos dois compartimentos. O tratamento com o anticorpo
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23ES6 resultou em nivel moderado de deplegao nesta dose, enquanto pouca
a nenhuma deplecao foi observada com o anticorpo 8G3 de afinidade mais
baixa.

As Figuras 9A-9C mostram o nivel de células T CD4, células T
CD8 e células B CD19 no sangue apés 72 horas da administragao dos anti-
corpos quiméricos. As Figuras 10A-10C mostram o nivel de células T CD4,
células T CD8 e células B CD19 no baco ap6s 72 horas da administragao.
Exemplo 9: Analise de anticorpos quiméricos anti-CD52 em camundongos
transgénicos para CD52 humana (2C3, 3G7, 4B10, 9D9 e 11C11)

Camundongos transgénicos para CD52 humana foram adminis-

trados com Campath® ou anticorpos quiméricos anti-CD52 (2C3, 3G7, 4B10,
9D9 e 11C11) para avaliar o nivel de deplecéo de linfocitos. Os camundon-
gos foram injetados por via intravenosa com Campath® ou os anticorpos
quiméricos anti-CD52 em volume de 100 pL e em dose de 1 mg/kg. Trés
dias mais tarde, os camundongos foram sacrificados, e sangue e bago foram
coletados para determinar o nivel de deplegéo de células B e T. Citometria
de fluxo foi utilizada para avaliar os nimeros absolutos de células T helper,
céulas T citotoxicas e células B totais, presentes no sangue periférico circu-
lante ou no bago de camundongos transgénicos huCD52. Estas populagGes
de linfocitos foram definidas pela sua expressdo em superficie dos seguintes
antigenos proteicos: expressao de CD4 identifica a populagéo de células T
helper; expressdo de CD8 identifica a populagdo de células T citotoxicas e
expressdo de CD19 identifica todas as populagbes de células B maduras.
Um nivel significativo de deplegdo de células T e de B foi observado para
varios anticorpos no sangue e no bacgo. A atividade de deplecao para 2C3 e
9D9 foi comparavel a observada com Campath® com niveis significativos de
deplecdo de células T CD4 e CD8 e células B CD19. O tratamento com
4B10 quimérico resultou também em diminui¢do significativa nos nuameros
de linfocitos no sangue de camundongos transgénicos. Embora o tratamento
com o anticorpo quimérico 3G7 ou com 11C11 depletassem significativa-
mente células T no sangue, o nivel de células B presentes n&o foi significati-

vamente afetado nesta dose.
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As Figuras 11A-11C mostram o nivel de células T CD4, células T
CD8 e células B CD19 no sangue apoés 72 horas da administracdo dos anti-
COrpos quimericos.
Exemplo 10: Analise da eficacia de anticorpos anti-CD52 (7F11, 4B10 e
12G6)

Quarenta camundongos SCID (n = 8 por grupo) foram injetados
com 1 x 10° células tumorais B104 em volume de 100 pL no flanco direito.
No Dia 11 apos a injegdo de células tumorais, o tratamento iniciou com
Campath® ou os anticorpos quiméricos 7F11, 4B10 ou 12G6. Os anticorpos
foram administrados uma vez por semana em dose de 10 mg/kg por inje¢cao
intraperitoneal durante todo o restante do experimento. Todos os camun-
dongos no grupo nao tratado desenvolveram tumores com crescimento pro-
gressivo, requerendo o sacrificio com mediana de sobrevida de 29 dias. O
tratamento com Campath® resultou em aumento estatisticamente significati-
vo em sobrevida, quando comparado ao grupo néo tratado (mediana de so-
brevida (MS) de 50 dias e p <0,0001). O tratamento com os anticorpos qui-
méricos anti-CD52 resultou também em aumento estatisticamente significati-
vo em sobrevida, quando comparado a camundongos nao tratados (p
<0,0001 para 7F11 e 4B10 e p = 0,0020 para 12G6). Com base em taxas de
sobrevida, a atividade do anticorpo 7F11 e do 4B10 parece ser maior do que
a de Campath® (63% de sobrevida para 7F11 e 75% de sobrevida para
4B10, em comparagdo a 50% de sobrevida para Campath®). A Figura 12
mostra o percentual de sobrevida dos camundongos ap6s o tratamento.
Exemplo 11: Andlise da eficacia de anticorpos anti-CD52 (2C3, 8G3 e 23E6)

Quarenta camundongos SCID (n = 8 por grupo) foram injetados

com 1 x 10° células tumorais B104 em volume de 100 uL no flanco direito.
No Dia 11 apds a injecdo de células tumorais, o tratamento iniciou com
Campath® ou os anticorpos quiméricos 2C3, 8G3 ou 23E6. Os anticorpos
foram administrados uma vez por semana em dose de 10 mg/kg por injecao
intraperitoneal durante todo o restante do experimento. Todos os camun-
dongos no grupo nao tratado desenvolveram tumores com crescimento pro-

gressivo, requerendo o sacrificio com mediana de sobrevida de 26 dias. O
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tratamento com Campath®, e o anticorpo 23E6 e o 2C3 resultou em aumen-
tos estatisticamente significativos em sobrevida (p = 0,0025, p = 0,0007 e p
= 0,0002 respectivamente). A Figura 13 mostra o percentual de sobrevida
dos camundongos apés o tratamento.

Exemplo 12: Andlise da eficacia de anticorpos quiméricos anti-CD52 em mo-
delo de enxerto tumoral (9D9 e 4B10) ;

Quarenta camundongos SCID (n = 8 por grupo) foram injetados

com 1 x 10° células tumorais B104 em volume de 100 uL no flanco direito.
No Dia 11 apds a injegao de células tumorais, o tratamento iniciou com
Campath® ou anticorpo quimérico 9D9 ou 4B10. Os anticorpos foram admi-
nistrados uma vez por semana em dose de 10 mg/kg por injec&o intraperito-
neal durante todo o restante do experimento. Todos os camundongos no
grupo nao tratado desenvolveram tumores com crescimento progressivo,
requerendo o sacrificio com mediana de sobrevida de 27 dias. O tratamento
com Campath® resultou em aumento significativamente estatistico em so-
brevida, quando comparado ao grupo nédo tratado (mediana de sobrevida
nao atingida e p <0,0001). O tratamento com os anticorpos quimeéricos anti-
CD52 resultou também em aumento estatisticamente significativo em sobre-
vida, quando comparado a camundongos néo tratados (p <0,0001 para 9D9
e 4B10). A analise estatistica das curvas de sobrevida revela que o anticorpo
quimérico 9D9 exibiu atividade comparavel a Campath® (p = 0,0675) neste
experimento. A Figura 14 mostra o percentual de sobrevida dos camundon-
gos apos o tratamento.

Exemplo 13: Analise da eficacia de anticorpos quiméricos anti-CD52 em mo-
delo de enxerto tumoral (2C3 e 11C11)

Quarenta camundongos SCID (n = 8 por grupo) foram injetados

com 1 x 10° células tumorais B104 em volume de 100 uL no flanco direito.
No Dia 11 apds a injegdo de células tumorais, o tratamento iniciou com
Campath® ou anticorpo quimérico 2C3 ou 11C11. Os anticorpos foram admi-
nistrados uma vez por semana em dose de 10 mg/kg por injecao intraperito-
neal durante todo o restante do experimento. Todos os camundongos no

grupo nao tratado desenvolveram tumores com crescimento progressivo,
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requerendo o sacrificio com mediana de sobrevida de 32 dias. O tratamento
com Campath® resultou em aumento significativamente estatistico em so-
brevida, quando comparado ao grupo néo tratado (mediana de sobrevida
nao atingida e p <0,0001). O tratamento com os anticorpos quiméricos anti-
CD52 resultou também em aumento estatisticamente significativo em sobre-
vida, quando comparado a camundongos néao tratados (p <0,0001 para 2C3
e p = 0,0004 para 11C11). A analise estatistica das curvas de sobrevida re-
vela que o anticorpo quimérico 2C3 e o 11C11 exibiram atividade compara-
vel a Campath® (p = 0,3173 para 2C3 e p = 0,9703 para 11C11). A Figura 15
mostra o percentual de sobrevida dos camundongos apoés tratamento com
Campath®, o anticorpo quimérico 2C3 ou com o anticorpo quimérico 11C11.

Exemplo 14: Geracao e analise do anticorpo -humanizado 4B10 anti-CD52

O anticorpo humanizado anti-CD52 humana, 4B10, foi gerado
enxertando as regides CDR do anticorpo de camundongo 4B10 no frame-
work de regido variavel de um anticorpo humano. As sequéncias de cadeia
pesada e leve de 4B10 de camundongo foram avaliadas por alinhamento de
sequéncias a base de rede a fim de identificar uma sequéncia de framework
de cadeia pesada e leve de linhagem germinativa humana que servisse co-
mo aceitadora adequada para o enxerto de CDR (Figura 16). Os residuos
definindo as regides CDR por Kabat e IMGT® foram sobrepostos em regides
framework humanas com alta identidade de sequéncia para gerar sequén-
cias de cadeia pesada e de leve humanizadas. A inspec¢éao visual e a analise
de sequéncias das sequéncias sobrepostas de cadeia leve e pesada de
4B10 foram realizadas para identificar a sequéncia aceitadora mais adequa-
da. De todas as sequéncias de linhagem germinativa com alta similaridade,
a sequéncia da linhagem germinativa de VH3-72, para cadeia pesada, e a
de VK2-A18b para cadeia leve (sequéncias de linhagem germinativa huma-
na podem ser encontradas no site Internet, descritas na publicagdo por To-
mlinson, IM, et al., EMBO J., 14(18):4628-4638 (1995); Cook, GP., et al,
Nature Genetics, 7:162-168 (1994)) foram selecionadas a partir de seu alto
grau de homologia, similaridade de sequéncia com as regites framework de

camundongo e para alteragdo minima da estrutura em alga de CDRs como a
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sequéncia aceitadora de CDR. As sequéncias de CDR1, 2, e 3 de cadeia
pesada e cadeia leve para 4B10 foram enxertadas em regides framework
humanas de VH3-72 e VK2-A18b, respectivamente, para gerar sequéncias
da cadeia pesada humanizada e da cadeia leve humanizada para 4B10 (ilus-
trado na Figura 17; Figura 110).

Exemplo 15: Avaliacdo das atividades de ligacdo de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 4B10

Anticorpos quiméricos e humanizados 4B10 foram produzidos e
purificados como descrito no Exemplo 3 e analisados quanto a sua capaci-
dade para ligar-se a linhagem de células B B104, que expressam endoge-
namente CD52, por FACS. Resumidamente, 2 x 10° células B104 foram in-
cubadas com anticorpo (0,02 pg/mL a 16,7 yg/mL) em PBS contendo soro
fetal bovino 5% e soro de cabra 5%. O anticorpo ligado foi detectado com
anticorpo secundario de cabra anti-humano marcado com FITC, o qual de-
tectou anticorpos quiméricos ou humanizados anti-CD52. Células marcadas
foram analisadas usando sistema FACSCalibur (Becton Dickinson). A Figura
18 mostra o aumento em vezes da média geométrica de intensidade de fluo-
rescéncia de cada amostra normalizada (dividida) em relacao ao da amostra
do 2° apenas. As 11 diferentes concentragdes (12° ponto no eixo X é o se-
cundario apenas) do anticorpo humanizado e do quimérico, usadas no en-
saio, sdo mostradas no eixo X, e o aumento de vezes, em Média Geométri-
ca, da fluorescéncia média esta no eixo Y. Os resultados indicam que o anti-
corpo humanizado 4B10 ligou-se tdo bem ou ligeiramente melhor do que o
anticorpo quimérico 4B10 a células expressando CD52.

Exemplo 16: Avaliacdo das atividades de ADCC de anticorpos monoclonais

quiméricos € humanizados 4B10

Anticorpos humanizados e quiméricos 4B10 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar morte por ADCC de celulas expres-
sando CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado como descrito no Exemplo 6.
Resumidamente, células CHO K1, construidas para expressar proteina
CD52 (CHO-CD52), foram usadas como células-alvo e marcadas com
Na,?'CrO, (New England Nuclear, Boston, MA) a 37 'C por 1 a 2 horas. As



10

.15

20

25

30

148/222

células foram lavadas, ressuspensas em meio RPMI 1640, com FCS 10%, e
misturadas com anticorpos quiméricos ou anticorpos humanizados 4B10 em
varias concentracées variando de 10 pg/mbL a 0,01 pg/mL. PBMC humanas
foram usadas como células efetoras e adicionadas a uma proporcdo de 1:50
de células-alvo para efetoras. Depois de 6 horas de incubacgéo durante a
noite, 25 UL de sobrenadante livre de células foram coletados de cada cavi-
dade e contados em Contador de Cintilagdo MICROBETA TRILUX (Wallac,
Gaithersburg, MD). A quantidade de ®1Cr liberada espontaneamente foi obti-
da por células-alvas incubadas apenas em meio. A liberagéo espontanea de
células-alvo era tipicamente inferior a 20%. A quantidade total de *1Cr incor-
porada foi determinada adicionando Triton X-100 1% em agua destilada, e o
percentual de lise foi calculado como segue: [(c.p.m. da amostra - c.p.m. es-
pontaneo) / (c.p.m. total - c.p.m. esponténeo)] X 100.

A Figura 19 ilustra as concentragdes de controle, de anticorpos
quiméricos e de humanizados 4B10, usadas no ensaio (eixo X) e o eixo Y
mostra o % de morte especifica. Os resultados indicam que o anticorpo hu-
manizado 4B10 mediou morte por ADCC equivalente ou ligeiramente melhor
do que o anticorpo quimérico 4B10. O controle por isotipo de controle de
IgG1 mostrou somente niveis baixos de morte nas concentragbes testadas.
Exemplo 17: Avaliacdo das atividades de CDC de anticorpos monoclonais
quiméricos e humanizados 4B10

Anticorpos humanizados e quiméricos 4B10 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar efeito citotoxico sobre células B104
que expressam endogenamente CD52 na presenca de complemento huma-
no. O kit CellTiter Glo (Promega) foi usado para determinar as células vivas
restantes no ensaio. Resumidamente, células B104 (celulas-alvo) foram es-
palhadas a 2,5 x 10* células/cavidade em uma placa de 96 cavidades e fo-
ram misturadas com anticorpos quiméricos e anticorpos humanizados 4B10
em varias concentragbes variando de 1 pg/mL a 25 pyg/mL, e complemento
humano para concentracdo final de 10%. O complemento sozinho sem o
anticorpo e o anticorpo sozinho sem o complemento foram usados como

controles para determinar o fundo. Depois de trés horas de incubagdo a
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37°C, as placas foram centrifugadas por 3 minutos a 1500 rpm, e as células
vivas presentes no granulo foram determinadas usando o ensaio CellTiter
Glo. As placas foram lidas em equipamento Envision. A Figura 20 mostra as
células vivas presentes no ensaio, medidas com o ensaio CellTiter Glo. Mais
uma vez, com as concentracdes crescentes do anticorpo humanizado e qui-
mérico 4B10, ha diminuicdo no nimero de células vivas. Estes resultados
sugerem que o anticorpo humanizado teve desempenho tado bom ou ligeira-
mente melhor do que o anticorpo quimérico 4B10 em morte mediada por
CDC de células B104.

Exemplo 18: Analise de perfil farmacocinético de anticorpos quimeéricos e

humanizados anti-CD52 em camundonqgos transgénicos para CD52 (12G6,

7F11, 4B10 quimérico e humanizado)

Camundongos transgénicos para CD52 humana foram adminis-
trados com um de Campath®, 12G6, 7F11 e anticorpos quiméricos e huma-
nizados 4B10 anti-CD52 para examinar o nivel de deplecao de linfécitos. Os
camundongos foram injetados por via intravenosa com um destes anticorpos
em volume de 100 uL e dose de 1 mg/kg. Para analise de respostas de anti-
anticorpo, 100 uL de sangue foram coletados em tubos separadores de soro,
via puncéo do plexo retro-orbital em 2 horas, 1, 2, 4, 7 e 10 dias apés a inje-
cao do anticorpo. Analise por ELISA foi usada para determinar o nivel de
IgG1 humana circulante em cada amostra de soro. Com base em niveis cir-
culantes de anticorpo, parece haver pouca a nenhuma diferenga entre Cam-
path®, 7F11, e as formas quiméricas e humanizadas de 4B10. O anticorpo
12G6 exibiu valores mais baixos de cmax ap6és a injecéo, sugerindo que este
anticorpo pode ser degradado mais rapidamente. A Figura 21 mostra o perfil
farmacocinético de Campath® e dos anticorpos 12G6 (quimeérico), 7F11
(quimeérico), 4B10 (quimérico) e 4B10 (humanizado).

Exemplo 19: Andlise da atividade de deplecdo de anticorpos quiméricos e

humanizados anti-CD52 em camundongos transgénicos para CD52 (4B10

quimérico e humanizado)

Camundongos transgénicos para CD52 humana foram adminis-

trados com Campath® ou o anticorpo quimérico ou humanizado 4B10 anti-
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corpo anti-CD52 humana para examinar o nivel de deplegéo de linfécitos. Os
Camundongos foram injetados por via intravenosa com Campath® ou o anti-
corpo quimérico ou o humanizado 4B10 anti-CD52 humana em volume de
100 L e dose de 0,1 mg/kg. Trés dias mais tarde, os camundongos foram
sacrificados, e sangue e bagos foram coletados para determinar o nivel de
deplecao de células B e T. Citometria de fluxo foi utilizada para avaliar os
numeros absolutos de células T helper, células T citotoxicas e células B to-
tais presentes no sangue periférico circulante dos camundongos transgéni-
cos huCD52. Estas populacées de linfocitos foram definidas por sua expres-
sdo em superficie dos seguintes antigenos proteicos: expresséo de CD4 i-
dentifica a populagao de células T helper, expressao de CD8 identifica a po-
pulacdo de células T citotéxicas e expressdo de CD19 identifica todas as
populagées de células B maduras. A comparacéo da atividade de deplegao
no baco revelou que nao havia diferenga no nivel de células T depletadas
ap6s administracao de Campath® ou das formas quiméricas ou humaniza-
das de 4B10. Devido a dose baixa usada, somente um nivel modesto de de-
plecao de células B foi observado no bago. Com base em cada animal, apa-
rentemente o anticorpo humanizado 4B10 é tdo bom ou ligeiramente melhor
do que Campath® em mediar deplegdo de linfécitos. As Figuras 22A-22C
mostram o nivel de células T CD4, células T CD8 e células B CD19 no san-
gue apéds 72 horas da administracéo dos anticorpos quiméricos € humaniza-
dos.

Exemplo 20: Eficiéncia relativa de ligacdo de anticorpos anti-CD52 humana

Os valores de ECsg de anticorpos anti-CD52 selecionados foram
estimados usando células CHO construidas para expressar CD52. Células
CHO-CD52 foram tratadas com tripsina 0,25%, coletadas e enxaguadas com
PBS/FBS 5%. As células entdo depositadas em placas de 96 cavidades de
fundo Redondo em 1E5 células por cavidade. A coloragdo com anticorpo
primario foi efetuada com diluigdo seriada de 12 pontos (1:2) de cada anti-
corpo quimérico anti-CD52, partindo de 50 yg/mL. Fragmento FAB2 de ca-
bra conjugado com FITC de anti-Fc gama humano a 10 pyg/mL (Jackson

109-096-098) foi usado como secundario. As células foram lavadas 3 vezes
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em PBS/FBS 5% gelado antes e depois de cada incubacdo. As células fo-
ram fixadas com PBS contendo paraformaldeido 2% livre de metanol e ava-
liadas por citometria de fluxo. Os dados de citometria de fluxo foram analisa-
dos usando o software Graph pad Prizm para determinar o valor de ECs
com intervalo de confianca de 95%.

Os dados de ligacao (Figura 23) indicam que os novos anticor-
pos contra CD52 n&o sé apresentam diferentes especificidades por epitopo,
como mencionado anteriormente, mas também diferentes caracteristicas de
ligacdo, como mostrado na tabela fornecida abaixo. Campath-1H® e os anti-
corpos quimérico 7F11, 4B10, 2C3 e 12G6 revelaram valores relativamente
semelhantes de EC50 entre 0,5 a 2,5 yg/mL. O anticorpo quimérico 9D9
mostrou caracteristicas de ligacao ligeiramente diferentes com valor de ECsp
em torno de 5 a 7 yg/mL. O anticorpo humanizado 4B10 mostrou caracteris-
ticas de ligacdo semelhantes as do anticorpo quimérico 4B10, indicando que
o anticorpo humanizado reteve as caracteristicas de ligagdo como aquelas
do anticorpo quimérico 4B10.

Tabela 9: EC50 (ug/mL)

Clone 1D Média Desvio padrao
C1H* 1,36 0,46
2C3-Chi 1,32 0,33
4B10-Chi 2,18 0,33
4B10-H1/K1 2,23 0,50
7F11-Chi 2,22 0,29
9D9-Chi 6,05 1,18
12G6-Chi 0,95 0,21

* C1H refere-se a Campath-1H®.
Exemplo 21: Humanizacéo de clone 7F11 de anti-CD52

A humanizacio de clone 7F11 de anticorpo anti-CD52 humana
foi realizada enxertando as regiées CDR do anticorpo 7F11 de camundongo
em framework (arcaboucgo) de regido variavel de anticorpo humano, como
descrito no Exemplo 14 para humanizagédo do anticorpo 4B10. Sequéncias
de CDR-1, CDR-2 e CDR-3 da cadeia pesada e cadeia leve de 7F11 foram
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enxertadas nas regides framework de VH3-72 e VK2 A18b humanos, res-
pectivamente. As sequéncias JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID NO: 133) e
JK2 (FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134) humanas foram selecionadas como
os peptideos em C-terminal para cadeias pesadas e leves humanizadas,
respectivamente, para gerar sequéncias de regido variavel de cadeia pesada
humanizada (7F11-SFD1 e 7F11-SFD2) e cadeia leve humanizada (7F11-
VK2) para 7F11 (Figura 24). As duas sequéncias de regido variavel da ca-
deia pesada humanizada (7F11-SFD1 e 7F11-SFD2) diferem por um residuo
de aminoacido na regido CDR-3. A versao 7F11-SFD1 contém treonina na
posicéo 93 (indicada pelo sistema de numeragao de Kabat), enquanto a ver-
sdo 7F11-SFD2 contém alanina nesta posigao. A posicao 93 esta sublinhada
para 7F11-SFD1 e 7F11-SFD2 na Figura 24.

A sequéncia completa de aminoacidos da cadeia pesada de
7F11-SFD1 (SEQ ID NO: 274) e a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia leve de 7F11-K2 (SEQ ID NO: 275) sao mostradas na Figura 107.

Exemplo 22: Avaliacdo das atividades de ligacdo de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 7F 11

Anticorpos quiméricos e humanizados 7F11 (7F11-SFD1/K2 e
7F11-SFD2/K2) foram produzidos e purificados usando os métodos descritos
no Exemplo 3, e analisados quanto a sua capacidade para ligar-se a CD52
expressa na superficie de células CHO-CD52 (células CHO construidas para
expressar CD52) por citometria de fluxo. Resumidamente, 2 x 10° células
CHO-CD52 foram incubadas com um anticorpo a 10 ug/mL in PBS contendo
soro fetal bovino 5% e soro de cabra 5%. Anticorpo ligado foi detectado com
um anticorpo secundario anti-humano de cabra marcado com FITC, o qual
detectou anticorpos quiméricos ou humanizados anti-CD52. Células marca-
das foram analisadas usando sistema FACSCalibur (Becton Dickinson), e os
dados foram analisados usando o software FlowJo versdo 7.2 (Tree Star,
Inc, Oregon, EUA). O histograma na Figura 25 compara os niveis de CD52
detectados com anticorpos quiméricos e humanizados 7F11. Os resultados
indicam que os anticorpos humanizados 7F11 ligam-se tao bem ou ligeira-

mente melhor do que o anticorpo quimérico 7F11 a células expressando
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CD52.
Exemplo 23: Humanizacao de clone 2C3 de anticorpo anti-CDS52

A humanizacao do clone 2C3 de anticorpo anti-CD52 humana foi
realizada enxertando as regiées CDR do anticorpo 2C3 de camundongo em
framework de regiao variavel de anticorpo humano, como descrito no Exem-
plo 14 para humanizacdo do clone 4B10 de anticorpo. As sequéncias de
CDR-1, CDR-2 e CDR-3 da cadeia pesada e cadeia leve de 2C3 foram en-
xertadas em regiées framework humanas de VH3-72 e VK2 A18b, respecti-
vamente. As sequéncias de JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID NO: 133) e JK5
(FGQGTRLEIK: SEQ ID NO: 135) humanas foram selecionadas como os
peptideos em C-terminal para as cadeias pesadas e leves humanizadas,
respectivamente, para gerar sequéncias de regido variavel de cadeia pesada
humanizada (2C3-SFD1) e cadeia leve humanizada (2C3-VK1) para 2C3
(Figuras 26A e B). Diferentemente dos clones humanizados 4B10 e 7F11, a
afinidade de ligagdo do anticorpo humanizado 2C3 com CDR enxertada foi
reduzida em grande medida. A afinidade de ligagao foi restaurada ao serem
introduzidas mutacdes reversas a estrutura com CDR enxertada, com o ob-
jetivo de limitar o nimero de mutagées reversas ao minimo e manter o anti-
corpo remoldado tdo "humano" quanto possivel, reduzindo dessa forma a
possibilidade de imunogenicidade. Mutages reversas unicas ou midiltiplas
foram incorporadas nas sequéncias de regibes variaveis da cadeia pesada e
da leve humanizadas. As posicoes das mutagdes reversas (como indicadas
pelo sistema de numeragdo de Kabat) estéo retratadas na Tabela 10 e Tabe-
la 11 abaixo. Anticorpos gerados com estas muta¢des reversas foram avali-
ados quanto a afinidade de ligagao restaurada. Trés variantes de cadeia leve
(2C3-VK1(L46R), também denominada 2C3-VK11; 2C3-VK1(Y36L-L46R),
também denominada 2C3-VK12; e 2C3-VK1(M41-A19V-Y36L-Q45K-L46R),
também denominada 2C3-VK13) e 5 variantes de cadeia pesada (2C3-
SFD1(L78YV), também denominada 2C3-VH12; 2C3-SFD1(G49A), também
denominada 2C3-VH15; 2C3-SFD1(G49A-L78V), tambéem denominada 2C3-
VH16; 2C3-SFD1(L18M-G49A-L78V), também denominada 2C3-VH17; e
2C3-SFD1(L18M-G42E-G49A-L78V), também denominada 2C3-VH19) fo-
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ram gerados usando técnicas padrdo de biologia molecular. As sequéncias
de aminoacidos para a sequéncia de regiao variavel com CDRs enxertadas
das cadeias pesadas 2C3-SFD1 e 2C3-VH12, 2C3-VH15, 2C3-VH16, 2C3-
VH17 e 2C3-VH19 com mutacbes reversas sdo mostradas na Figura 26A,
com os aminoacidos revertidos por mutagao, sublinhados, e as CDRs mos-
tradas em negrito. Da mesma forma, para as sequéncias de cadeia leve, a
sequéncia de regido variavel com CDRs enxertadas de 2C3-VK1 e de 2C3-
VK11, 2C3-VK12 e 2C3-VK13 com mutagdes reversas sdo mostradas na
Figura 26B, com os aminoacidos revertidos por mutacéo, sublinhados, e as
CDRs mostradas em negrito.

A sequéncia completa de aminoacidos da cadeia pesada de
2C3-SFD1 (SEQ ID NO: 272) e a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia leve de 2C3-K12 (SEQ ID NO: 273) s&o mostradas na Figura 106.

Tabela 10: Mutantes reversos de cadeia pesada do clone 2C3

Clone ID Mutacéo (posicdo com numeracado de Kabat)
2C3-VH12 LaV(78)

2C3-VH15 G aA (49)

2C3-VH16 GaA(49),LaV(78)

2C3-VH17 LaM(18), GaA(49),LaV (78)

2C3-VH19 LaM(18),GaE(42),GaA(49),LaV(78)

Tabela 11: Mutantes reversos de cadeia leve (kappa) do clone 2C3

Clone ID Mutacao (posicdo com numeragao de Kabat)
2C3-VK11 L aR (46)

2C3-VK12 Yal(36)andL aR (46)

2C3-VK13 Mal(4),AaV(19), Yal (36), QL a KR (45,46)

Exemplo 24: Avaliacédo das atividades de ligacdo de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 2C3

Anticorpos quiméricos € humanizados 2C3 foram produzidos e
purificados usando os métodos descritos no Exemplo 3. Alguns dos anticor-
pos humanizados produzidos por pareamento de variantes de cadeia pesada
com variantes de cadeia leve e um anticorpo quimérico correspondente fo-
ram analisados por citometria de fluxo quanto a sua capacidade para ligar-se
a CD52 expressa na superficie de células CHO-CD52, usando os métodos

descritos no Exemplo 22. Os dados de ligagdo sugerem que clones gerados
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por pareamento de variantes de cadeia pesada com variantes de cadeia leve
2C3-VK1 ou 2C3-VK11 apresentaram menor capacidade de ligagdo, en-
quanto clones gerados por pareamento de variantes de cadeia pesada com
2C3-VK12 ou 2C3-VK13 exibiram ligagao equivalente ou melhor do que a de
um anticorpo quimérico 2C3. Um histograma representativo de clones sele-
cionados (Figura 27A) compara o nivel de CD52 detectado por anticorpos
quiméricos e humanizados 2C3. A ligagdo de 2C3-SFD1/K1 ¢é significativa-
mente menor, quando comparada aquela do anticorpo quimeérico correspon-
dente. A incorporacdo de um unico residuo de camundongo na posi¢céo 46
(leucina para arginina) na cadeia leve (resultando em 2C3-VK11) néo restau-
rou a ligacédo, quando pareada com a cadeia pesada 2C3-SFD1 para produ-
zir o anticorpo 2C3-SFD1/K11. Adicionalmente, a ligacdo nao foi restaurada
pela incorporagédo de trés mutagdes reversas na cadeia pesada (resultando
em 2C3-VH17) para produzir o anticorpo 2C3-H17/K11. No entanto, a liga-
cao foi completamente restaurada quando a cadeia pesada 2C3-SFD1 foi
pareada com 2C3-VK12, com duas mutagdes reversas, para produzir o anti-
corpo 2C3-SFD1/K12, sugerindo que mutagbes reversas especificas preci-
sam ser incorporadas para restaurar a atividade de ligagao. A Figura 27B
mostra um histograma de clones humanizados selecionados que demons-
tram ligacédo equivalente aquela de um anticorpo quimerico 2C3. Esses re-
sultados indicam que a mutagéo reversa de dois residuos de aminoacidos na
cadeia leve 2C3-VK12 foi suficiente para restaurar completamente a avidez
do anticorpo. As alteracdes nos residuos 36 (Y para L) e 46 (L para R) pos-
sibilitaram restaurar a ligacéo, quando pareados com quase qualquer varian-
te de cadeia pesada. Como, o clone 2C3 humanizado mostrando ligagao
restaurada com numero minimo de residuos no framework, derivado do anti-
corpo original do camundongo, & 2C3-SFD1/K12.

Exemplo 25: Humanizacéo de clone 12G6 de anticorpo anti-CD52

A humanizacao do clone 12G6 de anticorpo anti-CD52 humana
foi realizada enxertando as regides CDR do anticorpo 12G6 de camundongo
em um framework de regiao variavel de anticorpo humano como descrito no

Exemplo 14 para humanizagdo do clone de anticorpo 4B10. Sequéncias
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CDR-1, CDR-2 e CDR-3 da cadeia pesada e cadeia leve de 12G6 foram en-
xertadas em regides framework humanas de VH3-72 e VK2 A18b, respecti-
vamente. As sequéncias JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ [D NO: 133) e JK2
(FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134) humanas foram selecionadas como os
peptideos em C-terminal para as cadeias pesadas e leves humanizadas,
respectivamente, para gerar sequéncias de regido variavel de cadeia pesada
humanizada (12G6-SFD1) e cadeia leve (12G6-VK1) para 12G6 (FIGURAS
28A and 28B). Quando a regiao variavel de cadeia pesada 12G6-SFD1 e a
regido variavel de cadeia leve and 12G6-VK1 foram combinadas no anticor-
po 12G6-SFD1/K1 humanizado, a afinidade de ligacao por CD52 foi reduzida
em grande medida. A afinidade de ligacao foi restaurada introduzindo muta-
cOes reversas a estrutura enxertada com as CDRs. Mutacbes reversas uni-
cas e multiplas foram incorporadas nas sequéncias de regidao variavel da
cadeia pesada humanizada e da cadeia leve humanizada. As posigbes des-
tas mutacdes reversas (como indicadas pelo sistema de numeragéo de Ka-
bat) estao retratadas na Tabela 12 e Tabela 13 abaixo. Anticorpos gerados
com estas mutacdes reversas foram avaliados quanto a afinidade de ligagao
restaurada. Quatro variantes de cadeia leve (12G6-VK1(Y36V), também de-
nominada 12G6-VK10; 12G6-VK1(Y36V-Q45K-L46R), também denominada
12G6-VK11; 12G6-VK1(Y36V-L46R), também denominada 12G6-VK12; e
12G6-VK1(L46R), também denominada 12G6-VK13) e trés variantes de ca-
deia pesada (12G6-SFD1(L78V), também denominada 12G6-VH10; 12G6-
SFD1(G49A), também denominada 12G6-VH11,; e 12G6-SFD1(G49A-L78V),
também denominada 12G6-VH12) foram geradas usando técnicas padrao
de biologia molecular. As sequéncias de aminoacidos para a regiao variavel
enxertada com as CDRs da sequéncia de cadeia pesada de12G6-SFD1 e
12G6-VH10, 12G6-VH11 e 12G6-VH12 com mutagdes reversas sido mostra-
das na Figura 28A com os aminoacidos revertidos por mutagéo sublinhados,
e as regides de CDRs em negrito. Da mesma forma, para as sequéncias de
cadeia leve, a sequéncia de regido variavel com CDRs enxertadas de 12G6-
VK1 e de 12G6-VK10, 12G6-VK11, 12G6-VK12 e 12G6-VK13 com muta-

cOes reversas sdo mostradas na Figura 28B com os aminoacidos revertidos
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por mutagdo sublinhados, e as regides de CDRs em negrito.

A sequéncia completa de aminoacidos da cadeia pesada de
12G6-SFD1 (SEQ ID NO: 279) e a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia leve de 12G6-K12 (SEQ ID NO: 280) sdo mostradas na Figura 109.

Tabela 12: Mutantes reversos de cadeia pesada do 12G6

Clone ID (posicao com numeracao de Kabat)
12G6-VH10 LaV(78)

12G6-VH11 GaA (49

12G6-VH12 GaA{49 andL aV (78)

Tabela 13: Mutantes reversos de cadeia leve (kappa) do clone 12G6

Clone 1D (posicdo com numeracéo de Kabat)
12G6-VK10 Y aV (36)

12G6-VK11 Y aV (36), QL a KR (45,46)
12G6-VK12 Y aV (36),LaR (46)

12G6-VK13 L aR (46)

Exemplo 26: Avaliacéo das atividades de ligacdo de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 12G6

Anticorpos quiméricos e humanizados 12G6 foram produzidos e
purificados usando os métodos descritos no Exemplo 3. Alguns dos anticor-
pos humanizados produzidos por pareamento de variantes de cadeia pesada
com variantes de cadeia leve e um anticorpo quimérico correspondente fo-
ram analisados por citometria de fluxo quanto a sua capacidade para ligar-se
a CD52 expressa na superficie de células CHO-CD52, usando os métodos
descritos no Exemplo22. Os dados de ligagdo sugerem que clones gerados
por pareamento de variantes de cadeia pesada com variantes de cadeia leve
12G6-VK1, 12G6-VK10 ou 12G6-VK13 apresentaram menor capacidade de
ligacdo, enquanto clones gerados por pareamento de variantes de cadeia
pesada com 12G6-VK11 ou 12G6-VK12 mostraram ligagcdo equivalente ou
melhor do que aquela do anticorpo quimérico 12G6 correspondente. Um his-
tograma representativo de clones selecionados (Figura 29) compara o nivel
de CD52 detectado por anticorpos quiméricos e humanizados 12G6. Esses
resultados indicam que a mutagao reversa de dois residuos de aminoacido
na regiao variavel de cadeia leve de 12G6 (clone 12G6-VK12) foi suficiente

para restaurar completamente a especificidade do anticorpo. As alteragGes
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em residuos numerados por Kabat 36 (Y para V) e 46 (L para R) possibilita-
ram restaurar a ligacao quando pareados com quase qualquer variante de
cadeia pesada. Como tal, o clone 12G6 humanizado mostrando ligagao res-
taurada com numero minimo de residuos no framework, derivado do anticor-
po original do camundongo, é 12G6-SFD1/K12.

Exemplo 27: Humanizacédo de clone 9D9 de anticorpo anti-CD52

A humanizacéao de clone 9D9 de anticorpo anti-CD52 humana
clone 9D9 foi realizada enxertando as regides CDR do anticorpo 9D9 de ca-
mundongo em um framework de regido variavel de anticorpo humano como
descrito no Exemplo 14 para humanizagao do clone de anticorpo 4B10. Se-
quéncias CDR-1, CDR-2 e CDR-3 da cadeia pesada e cadeia leve de 9D9
foram enxertadas em regides framework humanas de VH3-23 e VK2 A18b,
respectivamente. As sequéncias de JH6 (WGQGTTVTVSS: SEQ ID NO:
133) e JK2 (FGQGTKLEIK: SEQ ID NO: 134) humanas foram selecionadas
como os peptideos em C-terminal para as cadeias pesadas e leves humani-
zadas, respectivamente, para gerar sequéncias de regiao variavel de cadeia
pesada humanizada (9D9-VH10) e cadeia leve humanizada (9D9-VK2) (Fi-
guras 30A e 30B). Quando a cadeia pesada 9D9-VH10 e a cadeia leve 9D9-
VK2 foram combinadas no anticorpo 9D9-H10/K2 humanizado, a afinidade
de ligacéo por CD52 foi reduzida em grande medida. A afinidade de ligagéo
foi restaurada introduzindo mutagées reversas a estrutura enxertada com as
CDRs. Mutagbes reversas Unicas e multiplas foram incorporadas nas se-
quéncias de regido variavel da cadeia pesada humanizada e da cadeia leve
humanizada. As posi¢coes destas mutacdes reversas (como indicadas pelo
sistema de numeracao de Kabat) estao retratadas na Tabela 14 e Tabela 15
abaixo. Anticorpos gerados com estas mutagtes reversas foram avaliados
quanto a afinidade de ligagao restaurada. Quatro variantes de cadeia leve
(9D9-VK2(Y36L-Q45K-L46R), também denominada 9D9-VK12; 9D9-
VK2(Y36L-L46R), também denominada 9D9-VK13; 9D9-VK2(L46R), tam-
bém denominada 9D9-VK14; e 9D9-VK2(Q45K-L46R), também denominada
9D9-VK15) e cinco variantes de cadeia pesada (9D9-VH10(W47L-V48T-
S49A-N76S-L78V), também denominada 9DS-VH11; 9D9-VH10(W47L-
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V48T-S49A), também denominada 9D9-VH15; 9D9-VH10(WA47L), também
denominada 9D9-VH16; 9D9-VH10(W471L-V48T), também denominada 9D9-
VH17; e 9D9-VH10(W47L-S49A), também denominada 9D9-VH18) foram
geradas usando técnicas padrdo de biologia molecular. As sequéncias de
aminoacidos para regido variavel com CDRs enxertadas da sequéncia de
cadeia pesada 9D9-VH10 e de 9D9-VH11, 9D9-VH15, 9D9-VH16, 9D9-
VH17 e 9D9-VH18 com mutagdes reversas sdo mostradas na Figura 30A,
com os aminoacidos revertidos por mutagao sublinhados e as CDRs em ne-
grito. Da mesma forma, para as sequéncias de cadeia leve, a sequéncia de
regiao variavel enxertadas com CDRs de 9D9-VK2 e de 9D9-VK12, 9D9-
VK13, 9D9-VK14 e 9D9-VK15 com mutacdes reversas sao mostradas na
Figura 30B com os aminoacidos revertidos por mutagéo sublinhados e as
CDRs em negrito.

As sequéncias completas de aminoacidos das cadeias pesadas
de 9D9-H16 (SEQ ID NO: 276) e 9D9-H18 (SEQ ID NO: 277), e a sequéncia
completa de aminoacidos da cadeia leve de 9D9-K13 (SEQ ID NO: 278) s&o
mostradas na Figura 108.

Tabela 14: Mutantes reversos de cadeia pesada de 9D9

Clone ID Mutacgao (posicdo com numeracao de Kabat)
9D9-VH11 WVS aLTA (47-49), NaS (76), La V (78)
9D9-VH15 WVS a LTA (47-49)

9D9-VH16 Wal (47)

9D9-VH17 WV a LT (47,48)

9D9-VH18 Wal (47)eSaA (49)

Tabela 15: Mutantes reverses de cadeia leve (kappa) de 9D9

Clone ID Mutacao (posicdo com numeracao de Kabat)
9D9-VK12 Y al (36) e QL a KR (45,46)

9D9-VK13 Yal(36) el aR(46)

9D9-VK14 LaR (46)

9D9-VK15 . QL a KR (45,46)

Exemplo 28: Avaliacdo das atividades de ligacdo de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanyizados 9D9

Anticorpos quiméricos e humanizados 9D9 foram produzidos e
purificados usando os métodos descritos no Exemplo 3. Alguns dos anticor-

pos humanizados produzidos por pareamento de variantes de cadeia pesada
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com variantes de cadeia leve e um anticorpo quimérico correspondente fo-
ram analisados por citometria de fluxo quanto a sua capacidade para ligar-se
a CD52 expressa na superficie de células CHO-CD52, usando os métodos
descritos no Exemplo22. Os dados de ligagdo sugerem que clones gerados
por pareamento de variantes de cadeia pesada com variantes de cadeia leve
9D9-VK2, 9D9-VK14 ou 9D9-VK15 apresentaram menor capacidade de liga-
¢ao, enquanto clones gerados por pareamento de variantes de cadeia leve
9D9-VK12 ou 9D9-VK13 com variantes de cadeia pesada com mutacdes
reversas 9D9-VH11, 9D9-VH15, 9D9-VH16 e 9D9-VH18 exibiram ligacao
equivalente ou melhor do que aquela do anticorpo quimérico 9D9 correspon-
dente. Quando variantes de cadeia leve 9D9-VK12 e 9D9-VK13 foram pare-
ados com a cadeia pesada original com CDRs enxertadas 9D9-VH10 ou a
sequéncia 9D9-VH17 com mutacéo reversa, a ligacao foi significativamente
reduzida, sugerindo que para clones 9D9 humanizados, tanto sequéncias de
pesada como de cadeia leve deveriam ser construidas com mutacoes rever-
sas para restaurar a capacidade de ligagao. Um histograma representativo
de clones selecionados (Figura 31) compara o nivel de CD52 detectado por
anticorpos quiméricos e humanizados 9D9. Esses resultados indicam que a
mutacdo reversa de dois residuos de aminoacido (por exemplo, Y para L na
posicao 36, e L para R na posi¢do 46), na regiao variavel de cadeia leve de
9D9 (clone 9D9-VK13) era necessaria para restaurar a especificidade do
anticoro quando pareado com cadeias pesadas alteradas por mutagcao em
uma posicao (por exemplo, W para L, na posi¢cao 47) ou em duas posi¢oes
(por exemplo, W para L na posigdo 47 e S para A na posi¢ao 49). Como tais,
os clones 9D9 humanizados mostrando ligagao restaurada com nimero mi-
nimo de residuos no framework, derivado do anticorpo original do camun-
dongo, sdo 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13.

Exemplo 29: Determinacido de eficiéncia relativa de ligacdo de anticorpos

humanizados anti-CD52 humana

Os valores de ECsy de anticorpos quiméricos e humanizados an-
ti-CD52 foram estimados usando células T CD4+ isoladas de PBMCs de do-

adores sadios, obtidas de fontes comerciais (Bioreclamation, NY, USA). Cé-
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lulas T CD4+ foram isoladas por selegdo negativa, usando kit EasySep
(Stem Cell Technologies). Células T CD4+ isoladas de tecido esplénico de
camundongos CE1 transgénicos huCD52 foram usadas também (Stem Cell
Technologies) de acordo com os métodos descritos acima no Exemplo 20
para células CHO-CD52. Resumidamente, células T CD4+ humanas foram
isoladas de 50 mL do sangue periférico de doadores sadios (Bioreclamati-
on), e células T CD4+ de camundongos transgénicos huCD52 foram isola-
das de tecido do baco. As células foram lavadas com PBS/FBS 5% e deposi-
tadas em placas de 96 cavidades de fundo redondo em 1 x 10° células por
cavidade. A coloragdo com anticorpo primario foi efetuada com diluigio seri-
ada de 8 pontos (1:3) de cada anticorpo quimérico e humanizado anti-CD32,
partindo de 100 pg/mL. Um anticorpo secundario de fragmento F(ab’), de
cabra conjugado com FITC de anti-Fc gamma humano a 10 pg/mL (Jackson
109-096-098) foi usado. As células foram lavadas 3 vezes em PBS/FBS 5%
gelado, antes e depois de cada incubagdo. As células foram fixadas com
PBS, contendo paraformaldeido 2% livre de metanol, e avaliadas por citome-
tria de fluxo. Os dados de citometria de fluxo foram analisados com o softwa-
re GraphPad Prism para determinar valor de ECso com intervalo de confianca
de 95%. Com base na ligacdo de anticorpos anti-CD52 a células T CD4+
isoladas de PBMCs humanas e a células T CD4+ isoladas de tecido espléni-
co de camundongos transgénicos para CD52 humana, curvas de ligagao
(Figuras 32A, 32B, 32C) foram geradas, e valores de ECsp estimados e mos-
trados na Figura 33. Todos os anticorpos exibiram caracteristicas semelhan-
tes de ligacédo a células T CD4+ humanas e a células T CD4+ isoladas de
camundongos transgénicos para CD52 humana. Os dados de ligagao indi-
cam que os anticorpos humanizados possuem afinidades de ligacao equiva-
lentes ou melhores, quando comparadas a seus anticorpos quimericos origi-
nais, sugerindo que a afinidade de ligagéo é retida ou melhorada quando da
humanizacéo. Os anticorpos humanizados 2C3 e 12G6 apresentam valores
de ECso pelo menos duas vezes mais baixos do que o anticorpo Campath-
1H®, conforme determinado por este ensaio de ligacao celular.

Exemplo 30: Avaliacdo da ligacdo de anticorpos humanizados anti-CD52 a
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uma populacéo definida de linfécitos
Campath-1H® (C1H) e os anticorpos humanizados 2C3 (2C3-
SFD1/K12), 9D9 (9D9-H16/ K13 e 9D9-H18/K13) e 12G6 (12G6-SFD1/K11,

12G6-SFD1/K12) foram avaliados quanto a sua ligagédo a varios subconjun-

tos de PBMC, em PMBCs de doadores normais, usando os métodos descri-
tos acima no Exemplo 7 para anticorpos quiméricos anti-CD52. Alguns dos
anticorpos conjugados a fluorocromo foram usados para analise por citome-
tria de fluxo. Anti-CD27-PE, anti-CD19 e anti-CD11c-PE Cy5, anti-CD56 e
anti-CD123-PE Cy7, anti-CD16-APC Cy7 e CD4-APC foram obtidos da BD
Biosciences (San Diego, CA), enquanto anti-CD54RA-ECD e anti-HLA-DR-
ECD foram obtidos da Beckman Coulter. Anti-CD3-Pacific Blue, anti-CD8 e
anti-CD14-Pacific Orange e anti-CD4-APC cy5.5 foram obtidos da Invitrogen
(CA). Todos os anticorpos humanizados anti-CD52 humana (9D9-H18/K13,
9D9-H16/K13, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12), bem
como o Campath-1H® foram conjugados a FITC. Células mononucleares
humanas sadias de sangue periférico foram obtidas a partir de Buffy Coats
crioconservados ou de células mononucleares separadas do sangue de do-
adores normais, obtidos de fornecedores comerciais (Bioreclamation, NY,
EUA), conforme descrito acima no Exemplo 7. Para enriquecimento de célu-
las mononucleares, sangue periférico humano foi diluido 1:1 com solugéo
salina com tampao fosfato (PBS) estéril e foi cuidadosamente espalhado
sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) e cen-
trifugado por 30 minutos a temperatura ambiente. A camada de interfase de
células mononucleares foi coletada e lavada em PBS contendo soro fetal
bovino 5% (tampao FACS). Hemacias contaminantes (RBCs) foram lisadas
com solucao de lise de RBC (Sigma, St. Louis, MO, EUA). As celulas foram
ressuspensas em tampao FACS frio, e os residuos foram retiradas usando
filtro de 40 ym. Citometria de fluxo multicolorida foi realizada para avaliar a
capacidade de ligagao de anticorpos humanizados anti-CD52 humana 2C3
(2C3-SFD1/K12), 9D9 (9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13) e 12G6 (12G6-
SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12), em comparagao a Campath-1H®.

Resumidamente, réplicas de 1 x 10° PBMCs em tamp&o FACS
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foram incubadas com coquetéis pré-titulados de anticorpos para examinar
linfocitos e células derivadas de mieloide. O coquetel para linfécitos compre-
endeu anticorpos contra CD3, CD27, CD45RA, CD56, CD19, CD8, CD4 e
CD16. O coquetel de anticorpos para definir populagdes de mieloides incluiu
anticorpos contra HLA-DR, CD11c, CD123, CD4 e CD14. Em cada um dos
coquetéis, um dos anticorpos anti-CD52 estava incluido em concentragéo de
10 pyg/mL. As células foram coradas por 30 minutos a 4 °C e lavadas e fixa-
das em PBS contendo paraformaldeido 10%. 100.000 eventos das células
coradas foram adquiridos em citémetro de fluxo BD LSR I (BD Biosciences,
San Jose, CA), e os dados foram analisados usando o software FlowJo ver-
sao 7.2 (Tree Star, Inc, Oregon, EUA). Multiplos subconjuntos com caracte-
risticas fenotipicas distintas foram definidos entre linfocitos B e T, e CD52
demonstrou ser expressa em todos os linfécitos humanos. A analise por ci-
tometria de fluxo multicolorida foi realizada para identificar os subconjuntos
de linfocitos e para avaliar similaridades e diferengas nas caracteristicas de
ligacédo dos anticorpos humanizados anti-CD52 a CD52 de superficie celular
em subconjuntos definidos. Usando uma combinacao de marcadores, popu-
lagbes celulares fenotipicamente distintas, correspondendo a linhagens de
células B, T, NK e apresentadoras de antigeno foram primeiramente defini-
das. A intensidade de coloracéo, que corresponde a capacidade de anticor-
pos humanizados anti-CD52 detectarem expressdo de CD52 em cada uma
das populagées celulares definidas, foi avaliada e comparada a de Campath-
1H®. Os histogramas (Figura 34) comparam o nivel de CD52 detectado por
cada anticorpo em populagdes individuais. Os resultados indicam que todos
os anticorpos humanizados anti-CD52 ligam-se @ CD52 na superficie celular
em medida semelhante. Adicionaimente, ndo foram observadas diferengas
entre Campath-1H® e anticorpos humanizados anti-CD52 com respeito ao
nivel de deteccdo de CD52 na superficie celular. A analise foi realizada em
seis diferentes doadores. Dados representativos gerados usando células
derivadas de um doador sdo mostrados na Figura 34. Um padrao semelhan-
te de ligacao foi observado com células de outros doadores.

Exemplo 31: Avaliacdo das atividades de ADCC de anticorpos monoclonais
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quiméricos e humanizados 7F11

Anticorpbs humanizados e quiméricos 7F11 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar morte por ADCC de células expres-
sando CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado usando os métodos descri-
tos acima no Exemplo 6. Resumidamente, células CHO K1 construidas para
expressar proteina CD52 (CHO-CD52) foram usadas como células-alvo. As
células-alvo foram marcadas com Na,’'CrO, (New England Nuclear, Boston,
MA) a 37 °C por 2 a 3 horas. As células foram lavadas, ressuspensas em
meio RPMI 1640 com FCS 10% e misturadas com um anticorpo 1gG de con-
trole, um anticorpo quimérico 7F11 ou um anticorpo humanizado 7F11
(7F11-SFD1/K2 ou 7F11-SFD2/K2) em varias concentragbes variando de 5
pg/mL a 0,01 yg/mi. Células NK humanas isoladas de PBMCs, usando kit
para isolamento de células NK (Stem Cell Technologies), foram usadas co-
mo células efetoras e adicionadas em proporcao 1:5 de célula-alvo para efe-
tora. Depois de 2 a 6 horas de incubagdo, 25 pL de sobrenadante livre de
células foram coletados de cada cavidade e contados em Contador de Cinti-
lagdo MicroBeta Trilux (Wallac, Gaithersburg, MD). A quantidade de °'Cr Ii-
berada espontaneamente foi obtida incubando as células-alvo apenas em
meio. A liberacao espontanea de células-alvo era tipicamente inferior a 20%.
A quantidade total de *1Cr incorporada foi determinada adicionando Triton X-
100 1% em agua destilada, e o percentual de lise foi calculado como segue:
[(c.p.m. da amostra - c.p.m. espontanea)/( c.p.m. total - c.p.m. espontanea)]
X 100. A Figura 35 ilustra as concentragdes de IgG de controle, de anticorpo
quimérico 7F11 e de anticorpos humanizados 7F11, usados no ensaio (eixo
X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam que anticorpos
humanizados 7F11 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2) mediam morte por
ADCC de modo equivalente ou ligeiramente melhor, quando comparados a
um anticorpo quimérico 7F11. O isotipo IgG1 de controle revelou somente
baixos niveis de morte nas concentragoes testadas.

Exemplo 32: Avaliacido das atividades de CDC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 7F11

Anticorpos humanizados e quiméricos 7F11 foram avaliados
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quanto a sua capacidade para mediar citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC) de células expressando CD52. Um ensaio de CDC foi reali-
zado usando os métodos descritos acima no Exemplo 5 para anticorpos
quiméricos anti-CD52. Resumidamente, células CHO K1, construidas para
expressar proteina CD52 (CHO-CD52), foram usadas como células-alvo e
marcadas com Na,”'CrO, (New England Nuclear, Boston, MA) a 37 °C por 2
a 3 horas. As células foram lavadas, ressuspensas em meio RPMI 1640,
misturadas com um anticorpo 1gG de controle, um anticorpo quimérico 7F11
ou um anticorpo humanizado 7F11 (7F11-SFD1/K2 ou 7F11-SFD2/K2) em
varias concentracdes variando de 20 pg/mL a 500 ng/ml. Complemento hu-
mano (Sigma) foi adicionado as cavidades experimentais para concentragcao
final de 10%. Depois de 1 a 5 horas de incubagéo, 25 L de sobrenadante
livre de células foram coletados de cada cavidade e contados em Contador

de Cintilacdo MicroBeta Trilux (Wallac, Gaithersburg, MD). A quantidade de

- ¥Cr liberada espontaneamente foi obtida incubando as células-alvo apenas

em meio. A liberagéo espontanea de células-alvo era tipicamente inferior a
20%. A quantidade total de ®1Cr incorporada foi determinada adicionando
Triton X-100 1% em agua destilada, e o percentual de lise foi calculado co-
mo segue: [(contagens de amostra por minuto (c.p.m.) - c.p.m. espontanea)/(
c.p.m. total - c.p.m. espontanea)] X 100. A Figura 36 ilustra as concentra-
coes de IgG de controle, de anticorpo quimérico 7F11 e de anticorpos hu-
manizados 7F11 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2), usados no ensaio (eixo
X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam que o anticor-
po quimérico 7F11 e o anticorpo humanizado 7F11-SFD1/K2 mediaram mor-
te equivalente, enquanto o anticorpo humanizado 7F11-SFD2/K2 mediou
morte por CDC de modo significativamente melhor do que o anticorpo qui-
mérico 7F11. O anticorpo do isotipo IgG1 de controle revelou somente niveis
baixos de morte nas concentragdes testadas.

Exemplo 33: Avaliacdo das atividades de ADCC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 2C3

Anticorpos humanizados e quiméricos 2C3 foram avaliados

quanto a sua capacidade para mediar morte por ADCC de células expres-
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sando CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado usando os métodos descri-
tos acima no Exemplo 6, com ligeiras modificagdes. Resumidamente, células
T isoladas de PBMCs de doadores sadios, usando kit para isolamento de
células T CD4+ (Stem Cell Technologies), foram usadas como células-alvo.
As células-alvo foram marcadas durante a noite com Na,”'CrO4 (New En-
gland Nuclear, Boston, MA) a 37 °C. As células foram lavadas, ressuspensas
em meio RPMI 1640 com FCS 10%, misturadas com um anticorpo 1gG de
controle, um anticorpo quimérico 2C3 ou um anticorpo humanizado 2C3
(2C3-SFD1/K12) em varias concentragdes variando de 10 pg/mL a 100
pg/mL. Células NK humanas isoladas de PBMCs (usando kit para isolamen-
to de células NK da Stem Cell Technologies) foram usadas como ceélulas
efetoras e foram adicionadas em proporgao 1:5 de célula-alvo para efetora.
Depois de 2 a '6 horas de incubagao, 25 pL de sobrenadante livre de células
foram coletados de cada cavidade e contados em Contador de Cintilagéo
MicroBeta Trilux (Wallac, Gaithersburg, MD). A quantidade de °'Cr liberada
espontaneamente foi obtida incubando as células-alvo apenas em meio. A
liberacéo espontanea de células-alvo era tipicamente inferior a 20%. A quan-
tidade total de °'Cr incorporada foi determinada adicionando Triton X-100
1% em agua destilada, e o percentual de lise foi calculado como segue:
[(c.p.m. da amostra - ¢.p.m. espontanea) / (c.p.m. total - c.p.m. espontanea)]
X 100. A Figura 37 ilustra as concentragoes de IgG de controle, de anticorpo
quimérico 2C3 e de anticorpo humanizado 2C3 (2C3-SFD1/K12), usados no
ensaio (eixo X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam
que o anticorpo humanizado 2C3-SFD1/K12 mediou morte por ADCC equi-
valente a do anticorpo quimérico 2C3. O isotipo IgG1 de controle mostrou
somente niveis baixos de morte nas concentragoes testadas.

Exemplo 34: Avaliacido das atividades de CDC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 2C3

Anticorpos humanizados e quiméricos 2C3 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC) de células expressando CD52. Um ensaio de CDC foi reali-

zado usando os métodos descritos acima no Exemplo 5, com ligeiras modifi-
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cacbes. Resumidamente, células T isoladas de PBMCs de doadores sadios
foram usadas como células-alvo e marcadas durante a noite com Na,*'CrO,
(New England Nuclear, Boston, MA) a 37 °C. Depois de serem marcadas
durante a noite, as células foram lavadas, ressuspensas em meio RPMI
1640 com FCS 10%, misturadas com um anticorpo IgG de controle, um anti-
corpo quimérico 2C3 ou um anticorpo humanizado 2C3 (2C3-SFD1/K12) em
varias concentragées variando de 10 pug/mL a 10 ng/mL. Complemento hu-
mano (Sigma) foi adicionado as cavidades experimentais para concentragao
final de 10%. Depois de 1 a 5 horas de incubagéo, 25 pL de sobrenadante
livre de células foram coletados de cada cavidade e contados em Contador
de Cintilagao MicroBeta Trilux (Wallac, Gaithersburg, MD). A quantidade de
®1Cr liberada espontaneamente foi obtida incubando as células-alvo apenas
em meio. A liberacao espontanea de células-alvo era tipicamente inferior a
20%. A quantidade total de °'Cr incorporada foi determinada adicionando
Triton X-100 1% em agua destilada, e o percentual de lise foi calculado co-
mo segue: [(contagens por minuto de amostra (c.p.m.) - c.p.m. espontanea) /
(c.p.m. total - c.p.m. espontanea)] X 100. A Figura 38 ilustra as concentra-
cdes de IgG de controle, de anticorpo quimérico 2C3 e de anticorpo humani-
zado 2C3 (2C3-SFD1/K12), usados no ensaio (eixo X) contra % de lise es-
pecifica (eixo Y). Os resultados indicam que o anticorpo quimérico 2C3 e o
anticorpo humanizado 2C3 (2C3-SFD1/K12) mediaram lise equivalente. O
anticorpo de isotipo IgG1 de controle mostrou somente niveis baixos de mor-
te nas concentragdes testadas.

Exemplo 35: Avaliacdo de atividades de ADCC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 12G6

Anticorpos humanizados e quiméricos 12G6 foram avaliados
quanto sua capacidade para mediar morte por ADCC de células expressan-
do CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado por ensaios de liberagao de
cromo, usando células T isoladas de PBMCs de doadores sadios como célu-
las-alvo, conforme descrito acima no Exemplo 31. A Figura 39 ilustra as con-
centragoes de IgG de controle, de anticorpo quimérico 12G6 e de anticorpos
humanizados 12G6 (12G6-SFD1/K11 ou 12G6-SFD1/K12), usados no en-
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saio (eixo X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam que
os anticorpos humanizados 12G6 12G6-SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12 medi-
aram morte equivalente por ADCC, quando comparados ao 12G6 anticorpo
quimérico. O isotipo IgG1 de controle mostrou somente niveis baixos de
morte nas concentracoes testadas.

Exemplo 36: Avaliacdo das atividades de CDC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 12G6

Anticorpos humanizados e quiméricos 12G6 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC) de células expressando CD52. Um ensaio de CDC foi reali-
zado por ensaios de liberagdo de cromo, usando células T isoladas de
PBMCs de doadores sadios como células-alvo, conforme descrito acima no
Exemplo 32. A Figura 40 ilustra as concentragées de IgG de controle, de
anticorpo quimérico 12G6 e de anticorpos humanizados 12G6 (12G6-
SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12), usados no ensaio (eixo X) contra % de lise
especifica (eixo Y). Os resultados indicam que o anticorpo quimérico 12G6
mediou lise equivalente, quando comparado a anticorpos humanizados
12G6 (12G6-SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12). O anticorpo de isotipo 1gG1 de
controle mostrou somente niveis baixos de morte nas concentragoes testa-
das.

Exemplo 37: Avaliacao de atividades de ADCC de anticorpos quimeéricos e

humanizados 9D9

Anticorpos humanizados e quiméricos 9D9 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar morte por ADCC de células expres-
sando CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado por ensaios de liberagao de
cromo, usando células T isoladas de PBMCs de doadores sadios como célu-
las-alvo, conforme descrito acima no Exemplo 31. A Figura 41 ilustra as con-
centracdes de IgG de controle, de anticorpo quimérico 9D9 e de anticorpos
humanizados 9D9 (9D9-H10/K13, 9D9-H11/K13, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13), usados no ensaio (eixo X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os
resultados indicam que os anticorpos quiméricos € humanizados 9D9 (com

excecao de 9D9-H10/K13) mediaram morte equivalente por ADCC. O isotipo
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IgG1 de controle mostrou somente niveis baixos de morte nas concentra-
¢cOes testadas.

Exemplo 38: Avaliacdo das atividades de CDC de anticorpos monoclonais

quiméricos e humanizados 9D9

Anticorpos humanizados e quiméricos 9D9 foram avaliados
quanto a sua capacidade para mediar citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC) de células expressando CD52. Um ensaio de CDC foi reali-
zado por ensaios de liberagdo de cromo, usando células T isoladas de
PBMCs de doadores sadios como células-alvo, conforme descrito acima no
Exemplo 32. A Figura 42 ilustra as concentragdes de IgG de controle, de
anticorpo quimérico 9D9 e de anticorpos humanizados 9D9 (9D9-H10/K13,
9D9-H11/K13, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13), usados no ensaio (eixo X)
contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam que anticorpo
quimérico 9D9 mediou lise equivalente, quando comparado a anticorpos
humanizados 9D9 (com excecao de 9D9-H10/K13). O anticorpo de isotipo
IgG1 de controle mostrou somente niveis baixos de morte nas concentra-
¢coes testadas.

Exemplo 39: Avaliacdo de atividades de ADCC de Campath-1H® e de anti-

corpos humanizados anti-CD52 em células T primarias

Campath-1H® e anticorpos humanizados anti-CD52 foram avali-
ados quanto a sua capacidade para mediar morte por ADCC de células ex-
pressando CD52. Um ensaio de ADCC foi realizado por ensaios de liberagéao
de cromo, usando células T isoladas de PBMCs de doadores sadios como
células-alvo, conforme descrito acima no Exemplo 31. A Figura 43 ilustra as
concentragées de IgG de controle, de Campath-1H® e de anticorpos huma-
nizados 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13, 9D9-H18/K13, 12G6-SFD1/K11 e
12G6-SFD1/K12, usados no ensaio (eixo X) contra % de lise especifica (eixo
Y). Os resultados indicam que os anticorpos humanizados 2C3, 9D9 e 12G6
acima mediaram morte por ADCC de modo equivalente ao de Campath-1H®
em concentragbées acima de 10 ng/mL. O isotipo IgG1 de controle mostrou
somente niveis baixos de morte nas concentraQées testadas.

Exemplo 40: Avaliacio das atividades de CDC de Campath-1H® e de anti-
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corpos humanizados anti-CD52 em células T primarias

Campath-1H® e anticorpos humanizados anti-CD52 foram avali-
ados quanto a sua capacidade para mediar citotoxicidade dependente de
complemento (CDC) de células expressando CD52. Um ensaio de CDC foi
realizado por ensaios de liberagdo de cromo, usando células T isoladas de
PBMCs de doadores sadios como células-alvo, conforme descrito acima no
Exemplo 32. A Figura 44 ilustra as concentracdes de IgG de controle, de
Campath-1H® e de anticorpos humanizados 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13,
9D9-H18/K13, 12G6-SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12, usados no ensaio (eixo
X) contra % de lise especifica (eixo Y). Os resultados indicam que os anti-
corpos humanizados 2C3 e 12G6 mediaram morte por CDC de modo equi-
valente a Campath-1H®, enquanto anticorpos humanizados 9D9 demonstra-
ram atividade de CDC significativamente reduzida, semelhante ao seu anti-
corpo quimérico correspondente. O isotipo IgG1 de controle mostrou somen-
te niveis baixos de morte nas concentragoes testadas.

Exemplo 41: Avaliacdo de capacidade neutralizante de amostras de soro

contendo anticorpos neutralizantes anti-Campath-1H® para bloguear a ativi-
dade de anticorpos humanizados 2C3, 12G6 e 9D9 anti-CD52

A fim de avaliar a capacidade de anticorpos humanizados liga-

rem-se a células expressando CD52 na presenga de anticorpos neutralizan-
tes contra Campath-1H®, anticorpos anti-CD52 (Campath-1H®, 2C3-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12 ) foram reagidos com soro hu-
mano contendo reatividade de anticorpo anti-Campath-1H® e avaliados
quando a ligagdo a células Raji expressando CD52. Amostras de soro obti-
das de pacientes com esclerose multipla recividante-remitente que foram
incluidos no estudo CAMMS223 (The CAMMS223 Trial Investigators, "Alem-
tuzumab vs. interferon Beta-1a in early multiple sclerosis,” N Engl J Med
359:1786-1801 (2008)) foram usadas no ensaio. A administracéo repetida do
anticorpo Campath-1H® resultou na geracdo de respostas de anticorpo anti-
Campath-1H® na maioria dos pacientes. O titulo de anticorpo anti-Campath-
1H é muito baixo no Més 12 na maioria dos pacientes e aumenta significati-

vamente quando da administragdo de um segundo ciclo de Campath-1H®,
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resultando em titulo alto de resposta anti-Campath-1H® no soro no Més 13.
Ensaios de neutralizagdo de anticorpo anti-CD52 foram conduzidos, usando
amostras de soro do Més 12 e do Més 13, obtidas de cinco diferentes paci-
entes com MS (MS-1 a MS-5) que haviam sido tratados com Campath-1H®
sob o protocolo de CAMMS223. Os anticorpos anti-CD52, Campath-1H®,
203—SFD1/K12, 12G6-SFD1/K12 e 9D9-H16/K13 (usados no Exemplo 30 e
demonstrados ligarem-se a células expressando CD52), conjugados com
FITC foram usados para corar células Raji que expressam CD52 humana na
auséncia ou presencga de uma gama de diluicées de soro obtido de pacien-
tes que haviam sido tratados com Campath-1H. Resumidamente, amostras
de soro de pacientes com MS (Més 12 e Més 13) foram diluidas em série de
6 vezes e incubadas com 10 uyg/mL de anticorpos anti-CD52 conjugados
com FITC (Campath-1H®, 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K12 e 9D9-H16/K13)
por 1 hora a 37 °C. As células Raji foram lavadas com tampao de coloragéo,
contendo HBSS, FBS 5% e azida 0,1% e, em seguida, depositadas em pla-
cas de 96 cavidades de fundo redondo em 1 x 10° células por cavidade. As
células foram blogueadas com 10 ug/mL de fragmento Fc de IgG humana
por 30 minutos em gelo e tampao de coloragdo. As células foram lavadas,
em seguida, com tampo de coloracéo e ressuspensas em 100 pL da mistu-
ra de anticorpo-soro, como descrito acima. Depois de 30 minutos no gelo, as
células foram lavadas e fixadas com BD Cytofix, e as células revestidas com
anticorpo marcado com FITC foram analisadas usando sistema FACSCalibur
(Becton Dickinson), apés o que, os dados foram analisados usando o soft-
ware FlowJo versao 7.2 (Tree Star, Inc, Oregon, EUA). A ligagao de anticor-
pos anti-CD52 conjugados com FITC, na presenga de anticorpos neutrali-
zantes anti-Campath-1H® no soro, foi avaliada por citometria de fluxo e 0 %
de ligacdao em relacdo ao controle, como medida de inibigao, foi calculado
como (MFI com soro/MFI de controle (sem soro)) X 100. Dados representati-
vos de um dos doadores (MS-1) sao mostrados na Figura 45. O eixo X indi-
ca o fator de diluicdo do soro e o eixo Y, 0 % de ligagao de controle, como
medida de atividade neutralizante de anticorpo. Os dados demonstram cla-

ramente que amostras de soro de 12 meses nao exibem efeito inibidor sobre
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Campath-1H® ou outros anticorpos anti-CD52, sugerindo que existe baixo
bloqueio ou nenhum de anticorpos anti-Campath-1H® no soro. Amostras de
soro do Mé&s 13 mediaram inibicdo completa da ligacdo de Campath-1H®,
mesmo em diluicdo de 1:1000 do soro, mas ndo mediaram inibicao dos anti-
corpos humanizados 2C3, 12G6 e 9D9 anti-CD52, mesmo na concentragao
mais alta (diluicdo de 1:24) testada. Dois dos cinco pacientes desenvolveram
titulos de anticorpos neutralizantes anti-Campath-1H® de >1:1000, enquanto
que os trés outros apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes em tor-
no de 1:100 contra Campath-1H®. Ainda que dois dos soros do Més 13 dos
pacientes apresentassem titulos relativamente altos de anticorpos neutrali-
zantes de >1:1000 contra Campath-1H®, estes soros n&o inibiram a ligaggo
dos anticorpos humanizados 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K12 e 9D9-H16
/K13, sugerindo que a reatividade de anticorpo anti-Campath-1H® em paci-
entes tratados com Campath-1H® nao bloqueou a ligagao destes anticorpos
humanizados a CD52 presentes em células.

Exemplo 42: Analise de deplecédo e repovoamento de anticorpos anti-CD52

em camundongos transgénicos huCD52 (4B10-H1/K1)

As atividades de deplecao de Campath-1H® e do anticorpo hu-
manizado anti-CD52 (4B10-H1/K1) em diferentes niveis de dose foram exa-
minadas no camundongo transgénico huCD52. Os camundongos foram inje-
tados por via intravenosa com 0,1; 0,5; 1,0 ou 5,0 mg/kg de cada anticorpo.
Duas horas apés a administragéo, soro foi coletado para examinar o nivel de
citocinas circulantes. Trés dias apés a administracdo, os camundongos fo-
ram sacrificados, e sangue e bagos foram coletados de cada camundongo
(N = 5) para determinar o nivel de deplecéo celular, usando analise por ci-
tometria de fluxo. Amostras foram avaliadas para determinar os numeros
relativos de subpopulaces de células T helper (CD4+), células T citotoxicas
(CD8+), células B (B220+) e células mieloides totais, presentes no sangue
periférico circulante ou no bago de camundongos transgénicos huCD32. Adi-
cionalmente, foi realizada analise do subconjunto de células T e B para de-
terminar o efeito global de deplecdo. Um subconjunto de camundongos

(N=5) foi mantido vivo para monitorar a cinética de repovoamento. A deple-
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céo foi maior no compartimento de células T, com células T CD4+ sendo as
mais depletadas, seguidas por células T CD8+, células B, células NK e ou-
tras células mieloides. Dentro do compartimento de células T CD4+, células
T CD4+ virgens foram as mais depletadas, seguidas por células CD4+ de
memoéria central (CM), CD4+ efetoras de memoéria (EM) e células T CD4+
reguladoras (Treg). Um padrdo semelhante foi observado para células T
CD8+ (Virgem>CM>EM). Por outro lado, células B maduras foram depleta-
das em maior medida do que células B imaturas. A comparagao de camun-
dongos tratados com Campath-1H® a camundongos tratados com 4B10-
H1/K1 demonstrou padroes semelhantes de células, tanto no sangue como
no baco, em cada uma das doses examinadas.

A analise de citocinas séricas demonstrou aumentos dose-
dependentes para TNFa, IL-6 e MCP-1. O nivel circulante destas citocinas
permaneceu elevado, também em comparagéo a camundongos néo tratados
nas doses de 0,5 e 0,1 mg/kg. Aumentos discretos foram também observa-
dos para IL-10 no grupo tratado com Campath-1H®, nas trés doses mais
altas, mas somente para a dose mais alta no grupo tratado com 4B10-H1/K1
humanizado. Nao foram notados aumentos significativos no nivel circulante
de IL-12 ou de IFNg (ndo mostrado).

Em 50 a 60 dias apds a administragdo, com a excegao do grupo
de 1,0 mg/kg, os niveis de linfocitos em todos os grupos administrados com
Campath-1H® recuaram para os niveis de camundongos nao tratados. No
grupo de 1,0 mg/kg, os linfécitos retornaram para niveis normais em 80 dias
ap6és a administragdo. Cinética semelhante de repovoamento foi também
observada para os camundongos tratados com o anticorpo humanizado
4B10-H1/K1. Os linfocitos recuaram para niveis de controle em 50 dias apos
a administracdo em todos os grupos tratados com 4B10-H1/K1, com a exce-
céo do nivel de 0,5 mg/kg. Os niveis de linfocitos circulantes no grupo de 0,5
mg/kg permaneceu diminuido durante todo o ciclo do periodo de monitora-
céo. Linfocitos totais foram monitorados quanto ao repovoamento no san-
gue.

As Figuras 46A-46E mostram o nivel de células T CD4+, células
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T CD8+ e células B B220+ no sangue apés 72 horas da administragao de
Campath-1H® ("Campath") e de anticorpos humanizados 4B10-H1/K1
("4B10"). As Figuras 47A-47E mostram o nivel de células T CD4+, células T
CD8+ e células B B220+ no baco apos 72 horas da administragédo de Cam-
path-1H® ("Campath") e de anticorpos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10").
As Figuras 48A-48E mostram os niveis de citocinas circulantes apés 2 horas
da administracdo de Campath-1H® ("Campath") e anticorpos humanizados
4B10-H1/K1 ("4B10"). As Figuras 49A-49B mostram o repovoamento de lin-
focitos circulantes sobre um periodo de tempo apds administragédo com
Campath-1H® ("Campath") e anticorpos humanizados 4B10-H1/K1 ("4B10").
Exemplo 43: Analise de deplecédo e repovoamento de anticorpos anti-CD52
em camundongos transgénicos huCD52 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2)

A atividade de deplegdo de anticorpos humanizados (7F11-
SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2) em diferentes niveis de dose foi examinada em

camundongos transgénicos huCD52. Os camundongos foram injetados por
via intravenosa com 0,1; 0,5; 1,0 e 5,0 mg/kg de cada anticorpo. Duas horas
apo6s a administragdo, soro foi coletado para examinar o nivel de citocinas
circulantes. Trés dias apds a administragcdo, os camundongos foram sacrifi-
cados, e sangue e bagos foram coletados de cada camundongo (N = 5) para
determinar o nivel de deplecao celular, usando analise por citometria de flu-
xo. Amostras foram avaliadas para determinar os niumeros relativos de sub-
populagées de células T helper (CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células
B (B220+) e células mieloides totais, presentes no sangue periférico circu-
lante ou no bago de camundongos transgénicos huCD52 Adicionalmente, foi
realizada uma analise do subconjunto de células T e B para determinar o
efeito global de deplecdo. Um subconjunto de camundongos (N = 5) foi man-
tido vivo para monitorar a cinética de repovoamento. A administragéo de ca-
da anticorpo humanizado 7F11 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2) em todas
as doses resultou em deplecao de um namero significativo de células T e de
células B no sangue. Esses dados demonstraram também que varios sub-
conjuntos de células T e B sédo depletados em graus variados, dependendo

da dose usada de anticorpo. Células T virgens (tanto CD4 como CD8) de-
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monstraram a maior deplecdo, com outras populagdes celulares (incluindo
células de memoéria e T reg) sendo depletadas em grau inferior. No compar-
timento de células B, células B maduras foram depletadas mais rapidamente
do que células B imaturas. No bago, deplecdo dose-dependente foi observa-
da, com deplecao significativa de linfocitos observada nos niveis de dose de
5 e 1 mg/kg. Semelhantemente a situagcdo no sangue, células T virgens fo-
ram mais rapidamente depletadas do que células de memoria. Celulas B
foram depletadas em menor medida do que células T, com cada um dos clo-
nes 7F11 humanizados (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2). Deplecdo néao foi
observada para células NK ou neutréfilos no sangue ou no bago em quais-
quer das doses injetadas. A analise de citocinas séricas demonstrou aumen-
tos dose-dependentes para TNFa e IL-6. Os niveis destas citocinas perma-
neceram elevados, quando também comparados a camundongos nao trata-
dos nas doses de 0,5 e 0,1 mg/kg. Aumentos dose-dependentes no nivel de
MCP-1 circulante foram também notados.

Em 30 dias ap6s a administragdo, os niveis de linfocitos nos
grupos administrados com 0,1 e 0,1 mg/kg recuaram para os niveis de ca-
mundongos nao tratados. Nos grupos de 1,0 e 5,0 mg/kg, os linfocitos retor-
naram para niveis normais em 50 e 80 dias, respectivamente, para o clone
7F11-SFD1/K2, e em 80 dias ap6s a administragaéo para os grupos de 1,0 e
de 5,0 mg/kg do clone 7F11-SFD2/K2. Linfocitos totais foram monitorados
guanto ao repovoamento no sangue.

As Figuras 50A-50E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+ e células B B220+ no sangue apés 72 horas da administracdo dos
anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7F11-SFD2/K2
("7F11 SFD2"). As Figuras 51A-51E mostram o nivel de células T CD4+, ce-
lulas T CD8+ e células B B220+ no bago ap6s 72 horas da administragéo
dos anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7TF11-SFD2/K2
("7F11 SFD2"). As Figuras 52A-52F mostram os niveis de citocinas circulan-
tes apos 2 horas da administragdo dos anticorpos humanizados 7F11-
SFD1/K2 ("7F11 SFD1") e 7F11-SFD2/K2 ("7F11 SFD2"). As Figuras 53A-

53B mostram o repovoamento de linfocitos circulantes sobre um periodo de
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tempo apés administracdo com os anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2
("7F11 SFD1") e 7F11-SFD2/K2 ("7F11 SFD2").
Exemplo 44: Andlise de anticorpos humanizados 7F11 anti-CD52 em ca-
mundongos transgénicos para CD52 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2)

A atividade de deplecdo dos anticorpos quiméricos 7F11 e anti-
corpos humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2, em comparacgédo a
Campath-1H®, foi examinada no camundongo transgénico huCD52. Os ca-

mundongos foram injetados por via intravenosa com 1,0 mg/kg de cada anti-
corpo. Trés dias ap6s a administracao, os camundongos foram sacrificados,
e sangue e bacgos foram coletados de cada camundongo (N = 5) para deter-
minar o nivel de deplegdo celular, usando analise por citometria de fluxo.
Amostras foram avaliadas para determinar os nimeros relativos de subpopu-
lagbes de células T helper (CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células B
(B220+) e células mieloides totais, presentes no sangue periférico circulante
ou no bago de camundongos transgénicos huCD52. A administragcdo de
Campath-1H® resultou em deplecao de um nimero significativo de células T
e de células B no sangue e no bago. Embora um nivel comparavel de deple-
¢ao de células T fosse observado no sangue para o anticorpo quimerico e os
humanizados 7F11 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2), as células B foram
depletadas em menor medida. Essa observagéo foi também evidente no ba-
co, onde deplecao significativa de células T foi notada, mas somente nivel
modesto de deplecao de células B foi alcangado com os anticorpos 7F11
(7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2).

As Figuras 54A-54B mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+ e células B B220+ no sangue apds 72 horas da administracao de
Campath-1H® ("Campath"), anticorpos quimeéricos 7F11 e de anticorpos
humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2.
Exemplo 45: Analise de Perfis PK de anticorpos anti-CD52 em camundongos
transgénicos para CD52 (7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2)

Visando assegurar que o processo de humanizagao nao alteras-
se a taxa de depuracao do anticorpo, o perfil farmacocinético do anticorpo

quimérico 7F11 anti-CD52 e dos anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2 e
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7F11-SFD2/K2 anti-CD52 foi determinado em camundongos transgénicos
huCD52. Os camundongos foram injetados por via intravenosa com anticor-
pos a 5 mg/kg, e sangue foi coletado em varios momentos, iniciando duas
horas ap6s a administragao. O nivel circulante de cada anticorpo foi avalia-
do, usando ELISA para anti-lgG humana. Para cada um dos clones humani-
zados, houve uma ligeira diferengca na Cmax, notada em 2 horas ap6s a ad-
ministracéo. As taxas de depuracéo para o anticorpo quimérico 7F11 e anti-
corpos humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-SFD2/K2 foram semelhantes,
bem como em relacdo ao Campath-1H® no decorrer do experimento, indi-
cando que o processo de humanizagao nao alterou significativamente o perfil
farmacocinético dos anticorpos.

A Figura 55 mostra o nivel de Campath-1H® ("Campath"), de an-
ticorpo quimérico 7F11 e de anticorpos humanizados 7F11-SFD1/K2 e 7F11-
SFD2/K2 no sangue sobre um periodo de tempo ap6s a administragao.
Exemplo 46: Analise de deplecdo e repovoamento de anticorpos anti-CD52
em camundongos transgénicos huCD52 (2C3-SFD1/K12)

A atividade de deplegao do clone 2C3-SFD1/K12 em diferentes

niveis de dose foi examinada no camundongo transgénico huCD52. Os ca-
mundongos foram injetados por via intravenosa com 0,1; 0,5; 1,0 ou 5,0
mg/kg de anticorpo. Duas horas apés a administragao, soro foi coletado para
examinar potencialmente o nivel de citocinas circulantes. Trés dias apés a
administracéo, os camundongos foram sacrificados, e sangue e bagos foram
coletados de cada camundongo (N = 5) para determinar o nivel de deplegéo
celular, usando analise por citometria de fluxo. Amostras foram avaliadas
para determinar os nimeros relativos subpopulagdes de células T helper
(CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células B (B220+) e células mieloides
totais, presentes no sangue periférico circulante ou no bago de camundon-
gos transgénicos huCD52. Adicionaimente, foi realizada uma analise do
subconjunto de células T e B para determinar o efeito global de deplecé&o.
Um subconjunto de camundongos (N = 5) foi mantido vivo para monitorar a
cinética de repovoamento. A administracdo de 2C3-SFD1/K12 nas doses de

5, 1 e 0,5 mg/kg resultou em deplecado de um nimero significativo de celulas
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T e de células B no sangue. Um nivel variavel de deplecao de linfocitos foi
observado no sangue na dose de 0,1 mg/kg, com células T CD4+ e células
B sendo depletadas em maior medida do que células T CD8+. Esses dados
demonstraram também que varios subconjuntos de células T e B séao deple-
tados em graus variados, dependendo da dose usada de anticorpo. Células
T virgens (tanto CD4 como CD8) demonstraram a maior deplecao, quando
comparadas a outras populacoes celulares (incluindo células de memoria e
T reg), as quais foram depletadas em grau inferior. No compartimento de
células B, células B maduras foram depletadas mais rapidamente do que
células B imaturas. No bacgo, deplegao dose-dependente foi observada com
deplecao significativa de linfécitos observada nos niveis de dose de 5 e 1
mg/kg. Semelhantemente ao Campath-1H®, células T virgens foram mais
rapidamente depletadas do que células de memoria. Deplegao foi observada
para células NK e neutréfilos no sangue, mas pouca ou nenhuma deplegao
foi observada no bago em quaisquer das doses injetadas. A analise de cito-
cinas séricas demonstrou aumentos dose-dependentes para TNFa e para IL-
6, com a dose de 5 mg/kg induzindo o nivel mais alto de cada citocina. Ni-
veis comparavel aos de camundongos néo fratados foram observados nos
niveis de dose de 0,5 e 0,1 mg/kg, para TNFa, e no nivel de dose de 0,1
mg/kg para IL-6. Aumentos dose-dependentes no nivel de MCP-1 circulante
foram também notados.

Em 30 dias apos a administragcdo, os niveis de linfécitos para os
grupos de 0,1 e 0,5 mg/kg recuaram para os niveis de camundongos nao
tratados. Nos grupos de 1,0 e 5,0 mg/kg, os linfocitos retornaram a niveis
normais em 80 dias ap6és a administragcdo. Linfocitos totais foram monitora-
dos quanto ao repovoamento no sangue.

As Figuras 56A-56E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+ e células B B220 no sangue apos 72 horas da administragao de an-
ticorpos 2C3-SFD1/K12. As Figuras 57A-57E mostram o nivel de células T
CD4+, células T CD8+ e células B B220+ no bago apés 72 horas da admi-
nistracao de anticorpos 2C3-SFD1/K12. As Figuras 58A-58F mostram os

niveis de citocinas circulantes apés 2 horas da administragao de anticorpos
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2C3-SFD1/K12. A Figura 59 mostra o repovoamento de linfécitos circulantes
sobre um periodo de tempo apds administragdo com anticorpos 2C3-
SFD1/K12.
Exemplo 47: Analise de deplecdo e repovoamento de anticorpos_anti-CD52
em camundongos transgénicos huCD52 (12G6-SFED1/K11)

A atividade de deplecdo do clone 12G6-SFD1/K11 em diferentes

niveis de dose foi examinada no camundongo transgénico huCD52. Os ca-
mundongos foram injetados por via intravenosa com 0,1; 0,5; 1,0 ou 5,0
mg/kg de anticorpo. Duas horas ap6s a administracéo, soro foi coletado para
potencialmente examinar o nivel de citocinas circulantes. Trés dias apds a
administracéo, os camundongos foram sacrificados, e sangue e bagos foram
coletados de cada camundongo (N = 5) para determinar o nivel de deplecao
celular, usando andlise por citometria de fluxo. Amostras foram avaliadas
para determinar os numeros relativos de subpopulagdes de célula T helper
(CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células B (B220+) e células mieloides
totais, presentes no sangue periférico circulante ou no bago de camundon-
gos transgénicos huCD52. Adicionalmente, foi realizada uma analise do
subconjunto de células T e B para determinar o efeito global de deplegao.
Um subconjunto de camundongos (N = 5) foi mantido vivo para monitorar a
cinética de repovoamento. A administracdo de 12G6-SFD1/K11 nas doses
de 5, 1 e 0,5 mg/kg resultou em deplecao de um namero significativo de cé-
lulas T e de células B no sangue. Um nivel variavel de deplecédo de linfocitos
foi observado no sangue na dose de 0,1 mg/kg, com células T CD4+ e célu-
las B sendo depletadas em maior medida do que células T CD8+. Esses da-
dos demonstraram também que varios subconjuntos de células T e B séo
depletados em graus variados, dependendo da dose usada de anticorpo.
Células T virgens (tanto CD4 como CD8) demonstraram a maior deplecéo,
quando comparadas a outras populagdes celulares (incluindo células de
memoria e T reg), as quais foram depletadas em grau inferior. No comparti-
mento de células B, células B maduras foram depletadas mais rapidamente
do que células B imaturas. No baco, deple¢do dose-dependente foi observa-

da com deplecao significativa de linfécitos observada nos niveis de dose de
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5 e 1 mg/kg. Semelhantemente ao Campath-1H®, células T virgens foram
mais rapidamente depletadas do que células de memoéria. Deplecao foi ob-
servada para células NK e neutréfilos no sangue, mas pouco a nenhuma
deplecao foi observada no bago em quaisquer das doses injetadas. A anali-
se de citocinas séricas demonstrou aumentos dose-dependentes para TNFa
e IL-6, com a dose de 5 mg/kg induzindo o nivel mais alto de cada citocina.
Niveis comparaveis aos de camundongos nao tratados foram observados
nos niveis de dose de 0,5 e 0,1 mg/kg, para TNFq, e no nivel de dose de 0,1
mg/kg para IL-6. Aumentos dose-dependentes no nivel de MCP-1 circulante
foram também notados.

Em 30 dias ap6s a administragdo, os niveis de linfécitos recua-
ram para os niveis de camundongos nao tratados. Nos grupos de 1,0 e 5,0
mg/kg, os linfocitos retornaram para niveis normais em 80 dias apds a admi-
nistracdo. Linfécitos totais foram monitorados quanto ao repovoamento no
sangue.

As Figuras 60A-60E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+ e células B B220+ no sangue apo6s 72 horas da administracdo de
anticorpos 12G6-SFD1/K11. As Figuras 61A-61E mostram o nivel de células
T CD4+, células T CD8+ e células B B220+ no bago apds 72 horas da admi-
nistracdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11. As Figuras 62A-62F mostram os
niveis de citocinas circulantes apoés 2 horas da administracao de anticorpos
12G6-SFD1/K11 ("12G6 hu"). A Figura 63 mostra o repovoamento de linfoci-
tos circulantes sobre um periodo de tempo ap6s administragcdo com anticor-
pos 12G6-SFD1/K11.
Exemplo 48: Analise de perfil PK de anticorpos anti-CD52 em camundongos
transgénicos para CD52 (2C3-SFD1/K12, 12G6-SED1/K11 e 9D9-H10/K12)

Os perfis farmacocinéticos de anticorpos anti-CD52 foram de-

terminados em camundongos transgénicos huCD52. Este experimento com-
parou a forma quimérica e a humanizada dos anticorpos para assegurar que
o processo de humanizagao nao alterava a taxa de depuragao dos anticor-
pos. As comparagdes incluiram os anticorpos quimeéricos 2C3, 12G6 e 9D9 e
os anticorpos humanizados 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11 e 9D9-
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H10/K12. Os camundongos foram injetados por via iv com anticorpos em
dose de 5 mg/kg, e sangue foi coletado em varios momentos, iniciando duas
horas ap6s a administracdo. Os niveis circulantes de cada anticorpo foram
avaliados, usando ELISA para anti-lgG humana. Para cada par do anticorpo
quimérico/humanizado, houve uma ligeira diferengca na Cmax notada em 2
horas apds a administragdo. Para os anticorpos 2C3 e 12G6, a Cmax da
versdo humanizada (ou seja, 2C3-SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K11) foi ligeira-
mente mais alta, enquanto a versdo quimérica foi ligeiramente mais alta para
o par de 9D9. As taxas de depuragéo para os pares de anticorpos foram se-
melhantes sobre o periodo do experimento, indicando que o processo de
humanizacdo nao alterou significativamente o perfil farmacocinético dos an-
ticorpos.

As Figuras 64A-64C mostram o nivel de anticorpos quimeéricos
2C3, 2C3-SFD1/K12, quimérico 12G6, 12G6-SFD1/K11, quimérico 9D9 e
9D9-H10/K12 no sangue sobre um periodo de tempo ap6s a administragao.
Exemplo 49: Analise de deplecao e repovoamento de anticorpos anti-CD52
em camundongos transgénicos huCD52 (3D9-H10/K12)

A atividade de deplecdo do clone 9D9-H10/K12 em diferentes
niveis de dose foi examinada no camundongo transgénico huCD52. Os ca-
mundongos foram injetados por via intravenosa com 0,1; 0,5; 1,0 ou 5,0
mg/kg de anticorpo. Duas horas ap6s a administragéo, soro foi coletado para
potencialmente examinar o nivel de citocinas circulantes. Trés dias ap6s a
administracdo, os camundongos foram sacrificados, e sangue e bagos foram
coletados de cada camundongo (N = 5) para determinar o nivel de deplecao
celular, usando analise por citometria de fluxo. Amostras foram avaliadas
para determinar os nimeros relativos de subpopulagdes de célula T helper
(CD4+), células T citotéxicas (CD8+), células B (B220+) e células mieloides
totais, presentes no sangue periférico circulante ou no baco de camundon-
gos transgénicos huCD52. Adicionalmente, foi realizada uma analise do
subconjunto de células T e B para determinar o efeito global de deplecao.
Um subconjunto de camundongos (N = 5) foi mantido vivo para monitorar a

cinética de repovoamento. A administracdo de 9D9-H10/K12 nas doses de 5,
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1 e 0,5 mg/kg resultou em deplecdo de um numero significativo de células T
e células B no sangue. Somente um nivel modesto de deplec¢ao de linfocitos
foi observado no sangue na dose de 0,1 mg/kg. Esses dados demonstraram
também que varios subconjuntos de células T e B sdo depletados em graus
variados, dependendo da dose usada de anticorpo. Células T virgens (tanto
CD4 como CD8) demonstraram a maior deplecado, quando comparadas a
outras populacdes celulares (incluindo células de memoéria e T reg), as quais
foram depletadas em grau inferior. No compartimento de células B, células B
maduras foram depletadas mais rapidamente do que células B imaturas. No
baco, deplecao significativa destas células foi observada somente nos niveis
de dose de 5 e 1 mg/kg. Semelhantemente ao Campath-1H®, células T vir-
gens foram mais rapidamente depletadas do que células de memodria. De-
plecao foi observada para células NK e neutréfilos no sangue, mas pouca ou
nenhuma deplec¢do foi observada no bago em quaisquer das doses injeta-
das. A analise de citocinas séricas nao demonstrou aumentos significativos
para TNFa ou IL-6 em quaisquer dos niveis de dose testados. Aumentos
dose-dependentes no nivel de MCP-1 circulante, foram, contudo, notados.

A parte de repovoamento deste experimento foi encerrada pre-
cocemente, quando linfécitos foram repovoados em 50 - 80% (dependendo
da dose). O repovoamenfo de linfoécitos foi monitorado com base em conta-
gens de linfécitos totais e ndo de células T e B.

As Figuras 65A-65E mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+ e células B B220+ no sangue apds 72 horas da administracao de
anticorpos 9D9-H10/K12 ("9D9"). As Figuras 66A-66E mostram o nivel de
células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+ no bago ap6s 72 horas
da administragédo de anticorpos 9D9-H10/K12 ("9D9"). As Figuras -67F mos-
tram os niveis de citocinas circulantes ap6s 2 horas da administracéo de an-
ticorpos 9D9-H10/K12 ("9D9"). A Figura 68 mostra o repovoamento de linfo-
citos circulantes sobre um periodo de tempo apd6s administragcao com anti-
corpos 9D9-H10/K12 ("9D9").

Exemplo 50: Analise de deplecdo e repovoamento de anticorpos anti-CD52
em_camundongos transgénicos huCD52 (2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11
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and 9D9-H10/K12)

A atividade de deplecdao de Campath-1H® e dos clones humani-
zados 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11 e 9D9-H10/K12 em diferentes niveis
de dose foi examinada no camundongo transgénico huCD52. Os camundon-
gos foram injetados por via intravenosa com 0,1 ou 1,0 mg/kg de anticorpo.
Duas horas apdés a administragdo, soro foi coletado para potencialmente e-
xaminar o nivel de citocinas circulantes. Trés dias ap6s a administragdo, os
camundongos foram sacrificados, e sangue e bagos foram coletados de ca-
da camundongo para determinar o nivel de deplegéo celular, usando analise
por citometria de fluxo. Amostras foram avaliadas para determinar os nume-
ros relativos de subpopulacées de células T helper (CD4+), celulas T citoto-
xicas (CD8+), células B (B220+) e células mieloides totais, presentes no
sangue periférico circulante ou no bago de camundongos transgénicos
huCD52. Adicionalmente, foi realizada uma andlise do subconjunto de célu-
las T e B para determinar o efeito global de deplegdo. Todos os anticorpos
humanizados (2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11 e 9D9-H10/K12) mediaram
deplecao de linfocitos no bago e sangue, quando comparados com animais
tratados com PBS. A deplecido foi mais robusta no sangue do que no bacgo
para todos os anticorpos, e ocorreu de modo dose-dependente em ambos os
tecidos. A deplecao foi mais drastica para células T CD4 e CD8+, com me-
nos deple¢do no compartimento de células B. Varios subconjuntos de célu-
las T e B foram depletadas em graus variados. Células T virgens (tanto CD4
como CD8) demonstraram a maior deplegdo, quando comparadas a outras
populagdes celulares (incluindo células de memoéria e T reg), as quais foram
depletadas em grau inferior. No compartimento de células B, células B ma-
duras foram depletadas mais rapidamente do que células B imaturas. A ana-
lise de citocinas séricas revelou aumentos significativos no nivel de IL-6,
MCP-1 e TNFa, apos 2 horas da administracdo. Aumentos foram notados
para todos os anticorpos, incluindo Campath-1H®, e dose-dependentes (ou
seja, niveis mais altos de citocinas foram observados para o nivel de dose
de 1,0 mg/kg do que para a dose de 0,1 mg/kg). Em comparacéo ao Campa-
th-1H®, 2C3-SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K11 induziram niveis semelhantes de
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IL-6, enquanto 9D9-H10/K12 induziu IL-6 em grau significativamente menor.
Para MCP-1, o anticorpo 12G6-SFD1/K11 induziu niveis mais baixo, e tanto
12G6-SFD1/K11 como 9D9-H10/K12 diminuiram os niveis de TNFa, quando
comparados a Campath-1H®.

As Figuras 69A-69D mostram o nivel de populag¢des de linfocitos
em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B) e de subtipos de
células T CD4+, células T CD8+ e células B220+ B/NK no sangue apds 72
horas da administracdo de Campath-1H® ("Campath") e de anticorpos 2C3-
SFD1/K12 ("2C3"), 12G6-SFD1/K11 ("12G6") e 9D9-H10/K12 ("9D9"). As
Figuras 70A-70D mostram o nivel de populagdes de linfocito em massa (Cé-
lulas T CD4+, células T CD8+ e células B) e de subtipos de células T CD4+,
células T CD8+ e células B220+ B/NK no bago apo6s 72 horas da administra-
¢do de Campath-1H® ("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12 ("2C3"),
12G6-SFD1/K11 ("12G6") e 9D9-H10/K12 ("9D9"). As Figuras 71A-71F mos-
tram os niveis de citocinas circulantes ap6s 2 horas da administracéo de
Campath-1H® e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11 e 9D9-
H10/K12.

Exemplo 51: Comparacao direta de clones humanizados 9D9 anti-huCD52
em camundongos transgénicos huCD52 (9D9 H10/K12 e 9D9 H11/K12)

A atividade de deplecdo de dois clones humanizados 9D9 anti-
CD52 (9D9-H10/K12 e 9D9-H11/K12) foi examinada em camundongos

transgénicos huCD52. Os camundongos foram injetados por via intravenosa
com 0,1 ou 1,0 mg/kg de anticorpo. Trés dias ap0s a administracdo, os ca-
mundongos foram sacrificados, e sangue e bagos foram coletados de cada
camundongo para determinar o nivel de deplegao celular, usando analise
por citometria de fluxo. Amostras foram avaliadas para determinar os nume-
ros relativos de subpopulagdes de células T helper (CD4+), células T citoto-
xicas (CD8+), células B (B2200+) e células NK totais, presentes no sangue
periférico circulante ou no bago de camundongos transgénicos huCD52. O
tratamento com qualquer um dos anticorpos resultou em deplegdo seme-
hante de linfécitos no sangue e bago, com a deplegcao de linfécitos no san-

gue sendo mais robusta. Adicionalmente, células T CD4 e células T CD8+
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foram mais fortemente depletadas do que células B e células NK nos dois
tecidos. Embora a deplecdo com o clone 9D9-H10/K12 parega mais robusta
do que a deplecdo com o clone 9D9-H11/K12, a diferenca néo é estatistica-
mente significativa.

A Figura 72 mostra o nivel de células T CD4+, células T CD8+,
células B B220+ e células NK no sangue apés 72 horas da administragao de
anticorpos 9D9-H10/K12 e 9D9-H11/K12. A Figura 73 mostra o nivel de célu-
las T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células NK no bago apos 72
horas da administracédo de anticorpos 9D9-H10/K12 e 9D9-H11/K12.
Exemplo 52: Comparacao direta de clones humanizados 12G6 anti-huCD52
em camundongos transgénicos huCD52 (12G6-SFD1/K11 e 12G6-SFD1-

K12)

A atividade de deplecao de dois clones 12G6 humanizados anti-
CD52 (12G6-SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12) foi examinada no camundongo
transgénico huCD52. Os camundongos foram injetados por via intravenosa
com 0,1 ou 1,0 mg/kg de anticorpo. Duas horas ap6s a administragao, soro
foi coletado para potencialmente examinar o nivel de citocinas circulantes.
Trés dias ap6s a administracdo, os camundongos foram sacrificados, e san-
gue e bacos foram coletados de cada camundongo para determinar o nivel
de deplecao celular, usando andlise por citometria de fluxo. Amostras foram
avaliadas para determinar os numeros relativos de subpopulacées de células
T helper (CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células B (B220+) e células
mieloides totais, presentes no sangue periférico circulante ou no baco de
camundongos transgénicos huCD52. Adicionalmente, foi realizada uma ana-
lise do subconjunto de células T e B para determinar o efeito global de de-
plecdo. A administragdo do anticorpo 12G6-SFD1/K11 ou do anticorpo
12G6-SFD1/K12 resultou em nivel significativo de deplecéo de linfécitos no
sangue. Aparentemente, houve pouca a nenhuma diferenca na atividade de
deplecao de linfocitos dos dois clones. O padrao de deplecao de linfocitos foi
tal que células T CD4 virgens e células T CD8+ foram depletadas em grau
mais alto do que células T de memodria ou células Treg. As populagbes de

células mieloides foram depletadas em menor grau, independentemente do
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clone (12G6-SFD1/K11 ou 12G6-SFD1/K12) ou da dose. A analise de citoci-
nas séricas nao foi realizada para este experimento.

As Figuras 74A-74D mostram o nivel de células T CD4+, células
T CD8+, células B B220+ /NK e células mieloides no sangue ap6s 72 horas
da administracdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11 ("12G6 K11") e 12G6-
SFD1/K12 ("12G6 K12"). As Figuras 75A-75D mostram o nivel de células T
CDA4+, células T CD8+, células B B220+/NK e células mieloides no baco a-
pds 72 horas da administracdo de anticorpos 12G6-SFD1/K11 ("12G6 K11")
e 12G6-SFD1/K12 ("12G6 K12").
Exemplo 53: Comparacédo direta de clones humanizados 9D9 de anti-
huCD52 em camundongos transgénicos huCD52 (9D9 H11/K12, 9D9
H16/K13 e 9D9 H18/K13)

A atividade de deplecdo de trés anticorpos humanizados 9D9 -
(9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13, and 9D9-H18/K13) foi comparada no camun-

dongo transgénico huCD52. Camundongos transgénicos para CD52 humana

foram tratados com PBS, como controle por veiculo, e com 1 mg/kg ou
0,1mg/kg de cada anticorpo. Em duas horas ap6s a administragéo, soro foi
coletado para determinar o nivel de citocinas circulantes. Trés dias mais tar-
de, os camundongos foram sacrificados, e sangue periférico e o baco foram
coletados e processados para analise por citometria de fluxo. Amostras fo-
ram avaliadas para determinar os nameros relativos subpopulacées de célu-
la T helper (CD4+), células T citotoxicas (CD8+), células B (B220+) e células
mieloides totais, presentes no sangue periférico circulante ou no baco de
camundongo transgénicos huCD52. Adicionalmente, foi realizada uma anali-
se do subconjunto de células T e B para determinar o efeito global de deple-
¢do. Todos os anticorpos 9D9 (9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13)
mediaram deplecao celular de populagdes de linfécitos e de células mieloi-
des no sangue e baco em medida semelhante. A deplecdo observada de
linfécitos e de células mieloides foi mais robusta no sangue do que no bago.
A comparacado da atividade de deplegcdo dos clones 9D9 (9D9-H11/K12,
9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13) demonstrou que 9D9-H16/K13 resultou na
deplecao mais robusta, seguido por 9D9-H18/K13 e 9D9-H11/K12. Isso foi
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mais evidente para linfécitos no bago, na dose de 1 mg/kg na qual o trata-
mento com 9D9-H16/K13 resultou em grau mais alto de deplecéo do que
com qualquer um dos outros clones (9D9-H18/K13 e 9D9-H11/K12). Além
disso, o padrao de deplecao foi tal que células T CD4 virgem e CD8+ foram
depletadas em grau mais alto do que células T de memoria ou células Treg,
e populagbes de células B foram depletadas em grau mais alto com 9D9-
H16/K13. Populagdes de células mieloides foram menos afetadas pelo tra-
tamento anti-CD52, independentemente do clone de anticorpo (9D9-
H11/K12, 9D9-H16/K13 ou 9D9-H18/K13) da dose. Das citocinas analisadas,
aumentos foram notados em IL-6, TNFa e MCP-1. Apo6s a injecdo, niveis
circulantes semelhantes de IL-6 e MCP-1 foram observados para todos os
clones 9D9 (9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13), no nivel de dose
de 0,1 e no de 1,0 mg/kg. Ligeiras diferencas foram observadas com niveis
circulantes de TNFa, em que a injecdo do clone 9D9-H16/K13 resultou em
aumento modesto na dose de 1,0 mg/kg.

A Figura 76 mostra o nivel de populacoes de linfécitos em mas-
sa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) no sangue apos 72
horas da administracdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13. As Figuras 77A-77D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B, B220+/NK e células mieloides no sangue
apés 72 horas da administragdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13
e 9D9-H18/K13. A Figura 78 mostra o nivel de populacdes de linfécitos em
massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) no bago apods
72 horas da administracdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13 e
9D9-H18/K13. As Figuras 79A-79D mostram o nivel de subtipos de células T
CD4+, células T CD8+, células B, B220+/NK e células mieloides no bacgo
apds 72 horas da administragdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-H16/K13
e 9D9-H18/K13. As Figuras 80A-80F mostram os niveis de citocinas circu-
lantes apds 2 horas da administracdo de anticorpos 9D9-H11/K12, 9D9-
H16/K13 e 9D9-H18/K13.
Exemplo 54: Analise de perfil PK de anticorpos anti-CD52 das familias 2C3,

12G6 e 9D9 em camundongos transgénicos para CD52
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Os perfis farmacocinéticos de 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11,
12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13 humanizados foram deter-
minados em camundongos transgénicos huCD52. Os camundongos foram
injetados por iv com anticorpos em dose de 1mg/kg, e sangue foi coletado
em varios momentos, iniciado duas horas ap6s a administracdo. Os niveis
circulantes de cada anticorpo foram avaliados usando ELISA para anti-lg
humana. A meia-vida calculada foi: 2C3-SFD1/K12 79,0 + 23,9 horas, 12G6-
SFD1/K11 49,0 + 14,4 horas, 12G6-SFD1/K12 75,1 + 28,5, 9D9-H16/K13
59,8 + 26,6 horas and 9D9-H18/K13 42,2 + 15,7 horas.

No geral, houve uma variabilidade interanimal significativa para
exposicdo nestes estudos. A meia-vida terminal de eliminagcdo de 2C3-
SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K12 foi semelhante, enquanto a meia-vida de
12G6-SFD1/K11 foi mais curta, mas nao significativamente diferente. A de-
puracdo (clearance) foi mais rapido 2C3-SFD1/K12, seguido por 12G6-
SFD1/K11 e 12G6-SFD1/K12. Os dois tratamentos com 12G6 refletiram um
ao outro na maioria dos momentos medidos, enquanto 2C3-SFD1/K12 mos-
trou menos exposicdo e depuragdo mais rapida. 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13 foram bem semelhantes para todos os pardmetros PK medidos.

As Figuras 81A-81B mostram o nivel de anticorpos 2C3-
SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/

K13 no sangue sobre um periodo de tempo ap6s a administragao.

Tabela 16
Parametros 2C3-SFD1/ 12G6-SFD1/ 12G6-SFD1/ 9D9-H16/ 9D9-H18/
PK K12 K11 K12 K13 K13
t1/2 (h) 79,0+ 23,9 400+14 4 75,1+ 28,5 59,8 + 26,6 42,2 + 15,7
Cl (mi/h/kg) 20,3+29 10,6 + 1,69 7,08 £1,80 564 +1,73 6,65 + 3,02
Vz (mli/kg) 2251 £ 539 770 £ 294 721 + 224 445 + 133 366 + 100
AUC 251 +£37,2 485 + 104 747 + 188 196 + 70,2 174 + 65,2
(ug*h/ml)
Cmax 4,22 + 0,54 7,12 £1,97 8,96 £2,33 3,568 +2,16 4,35+ 1,54
(ug/ml)

Exemplo 55: Avaliacdo de tempestade (storm) de citocinas em resposta a

tratamento com anticorpos anti-CD52

A liberagao de citocinas séricas ap6s tratamento com anticorpos
anti-CD52 foi avaliada em camundongos transgénicos huCD52. Os animais
foram tratados com 1 mg/kg de Campath-1H®, 12G6-SFD1/K11, 12G6-
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SFD1/K12, 9D9-H16/K13 ou 9D9-H18/K13. Um grupo de animais foi tratado
com 5 mg/kg de 2C3-SFD1/K12 em vista de resultados prévios indicando
que a injecdo com 2C3-SFD1/K12 pode resultar em niveis mais baixos de
deplecao, quando comparado a os outros anticorpos, normalizando com isso
os grupos com base na dose necessdria para alcangar niveis semelhantes
de deplecdo. Todos os grupos foram sangrados depois de 1 2, 4, 24 e 48
horas do tratamento, e analise por CBA para citocinas inflamatérias foi con-
duzida. Todos os grupos foram também sacrificados 3 dias apos o tratamen-
to, e os bacos foram avaliados quanto a deplegéo de linfocitos por citometria
de fluxo. O tratamento com cada um dos anticorpos resultou em deple¢ao de
varios alvos, semelhante aquela observada para Campath-1H®. Isso foi
também verdadeiro para 2C3-SFD1/K12, em que uma dose 5 mg/kg foi utili-
zada para provocar deplegdo semelhante. Alguma variabilidade em deplegao
foi observada com 12G6-SFD1/K12 e 9D9-H16/K13, mais possivelmente
causada pelo sangramento repetido dos animais para obter soro para anali-
se de citocinas. A expressdo de citocinas, no entanto, foi menor para anti-
corpos dos membros das familias 12G6 (12G6-SFD1/K11 e 12G6-
SFD1/K12) e 9D9 (9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13). Esse achado foi mais a-
centuado para liberacéo de IL-6, MCP-1 e TNFa nos momentos iniciais de 1
e 2 horas. ‘

As Figuras 82A-82F mostram o nivel de citocinas no sangue so-
bre um periodo de 48 horas, ap6s a administracdo de Campath-1H® ("Cam-
path") ou anticorpos 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 ou
9D9-H18/K13. As Figuras 83A-83E mostram o nivel de linfécitos em massa,
células T CD4+, células T CD8+, células B B220+/NK e células mieloides no
baco apés 72 horas da administracdo de Campath-1H® ("Campath") ou anti-
corpos 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 ou 9D9-H18/K13.

Exemplo 56: Avaliacdo da cinética de repovoamento no sangue de camun-

dongo transgénico para CD52 apés tratamento com anticorpos anti-CD52

A cinética de repovoamento de varios tipos de células foi avalia-
da ap6s administracdo de dos anticorpos humanizados 2C3-SFD1/K12, 9D9-
H16/K13 e 12G6-SFD1/K12 anti-CD52. Os camundongos foram injetados
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por via iv com cada anticorpo, em dose de 2 mg/kg, para assegurar nivel
robusto de deple¢ao. Em varios momentos apds a injegcéao, o sangue foi cole-
tado para analise por citometria de fluxo, visando determinar o nivel de linfé-
citos circulantes no sangue, incluindo células CD4+ e células T CD8+, célu-
las T reguladoras, células B, células NK, neutréfilos e macréfagos. Nao fo-
ram observadas diferencas na atividade inicial de deplecao para cada anti-
corpo, o que foi confirmado no Dia 3 ap6s a injegdo. Os camundongos foram
sangrados semanalmente durante o primeiro més e a cada duas semanas,
posteriormente, para monitorar a cinética de repovoamento. A cinética do
repovoamento de linfocitos foi semelhante para qualquer dos anticorpos anti-
CD52 (2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12), quando compara-
dos a Campath-1H®. No Dia 57, as células B retornaram ao basal no san-
gue, enquanto as células T se aproximaram de niveis basais no Dia 84. No
Dia 116, as células T CD8+ nao retornaram a niveis de controle, mas cinéti-
ca semelhante de repovoamento para todos os outros tipos de células moni-
torados foi observada com cada um dos anticorpos anti-CD52 (2C3-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12) e Campath-1H®.

As Figuras 84A-84G mostram o repovoamento de células T
CD4+ e CD8+ circulantes, células T reguladoras, células B, células NK, neu-
trofilos e macréfagos sobre um periodo de tempo apés a administracéo de
Campath-1H® ("Campath") e dos anticorpos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e
12G6-SFD1/K12.

Exemplo 57: Avaliacdo de expressdo de CD52 em camundongos transgéni-

cos para CD52 usando os anticorpos anti-CD52

A expressao de huCD52 foi avaliada usando os anticorpos hu-
manizados para determinar se padroes semelhantes de coloragdao poderiam
ser observados sobre populagdes celulares maduras e em desenvolvimento
em camundongos transgénicos huCD52. Os anticorpos 2C3-SFD1/K12,
12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13 foram con-
jugados com FITC para uso em coloragao para citometria de fluxo. Tecidos
de camundongos transgénicos huCD52 foram coletados e processados para
coloracdo. Os anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12,
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9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13 coraram linfécitos expressando huCD52 do baco
de camundongos transgénicos, de modo semelhante ao Campath-1H®. Os
padroes de coloragdo foram representativos das populagées de linfocitos e
subconjuntos encontrados em outros 6rgaos linfoides, como o timo e a me-
dula 6ssea.

A Figura 85 mostra a capacidade de Campath-1H® e dos anti-
corpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e
9D9-H18/K13 marcados com FITC se ligarem especificamente a huCD52 em
populagdes celulares de linfécitos no baco.

Exemplo 58: Comparacdo direta de tratamento de dose Unica com anti-

huCD52 em camundongos transgénicos huCD52

A atividade de deplecdo de varios anticorpos humanizados anti-
CD52 (2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e
9D9-H18/K13) foi comparada no camundongo transgénico. Os camundon-
gos foram injetados por via iv com anticorpos na dose de 1 mg/kg. Em 2 ho-
ras apos a administragéo, soro foi coletado para andlise de citocinas. Trés
dias mais tarde, os camundongos foram sacrificados, e sangue e o bago fo-
ram coletados para comparar o nivel de deplecao de linfocitos. Niveis signifi-
cativos de deplecao de células B e T foram observados para todos os anti-
corpos anti-CD52 (2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-
H16/K13 e 9D9-H18/K13) e foram comparaveis aqueles observados apoés
administracdo de Campath-1H®. A analise de subconjuntos ndo revelou
também diferencas significativas no nivel de deplecdo para cada anticorpo
(2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-
H18/K13), no sangue ou no bago. Apds injecao de Campath-1H®, houve
aumento acentuado nos niveis circulantes de IL-6 e TNFa. Embora a injecao
de cada um dos anticorpos anti-CD52 (2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11,
12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13) resultassem em diminuicdo
significativa no nivel de TNFa, quando comparados a Campath-1H®, os ni-
veis de IL-6 foram semelhantes.

As Figuras 86A-86E mostram o nivel de populagdes de linfécito

em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B B220+) e de subti-
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pos de células T CD4+, células T CD8+, células B B220+/NK e celulas mie-
loides no sangue apo6s 72 horas da administracdo de Campath-1H® ("Cam-
path") e anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11, 12G6-SFD1/K12, 9D9-
H16/K13 e 9D9-H18/K13. As Figuras 87A-87E mostram o nivel de popula-
¢coes de linfocito em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e células B
B220+) e de subtipos de células T CD4+, células T CD8+, células B
B220+/NK e células mieloides no baco apds 72 horas da administragdo de
Campath-1H® ("Campath") e anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11,
12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13. As Figuras 88A-88C mos-
tram os niveis de citocinas circulantes apds 2 horas da administracao de
Campath-1H® ("Campath") e anticorpos 2C3-SFD1/K12, 12G6-SFD1/K11,
12G6-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 9D9-H18/K13.

Exemplo 59: Deplecao profunda de linfécitos em camundongos transgénicos

para huCD52 ap6s tratamento com dose Unica com anticorpos anti-huCD52

A analise extensa de deplecdo foi realizada no camundongo
transgénico huCD52, usando anticorpos anti-CD52 2C3-SFD1/K12, 9D9-
H16/K13 e 12G6-SFD1/K12. Camundongos (N = 4) foram injetados por iv
com uma dose Unica de cada anticorpo a 1 mg/kg. Trés dias mais tarde, os
camundongos foram sacrificados, e sangue, bago, linfonodos e timo foram
coletados para comparar o nivel de deplecao de linfécitos, usando analise
multicolorida por citometria de fluxo. Niveis significativos de deplecao de cé-
fulas B e T foram observados para todos os anticorpos anti-CD52, 2C3-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12, e foram comparaveis aqueles
observados apoés administracdo de Campath1H® em cada tecido examina-
do. A analise de subconjuntos nao revelou também diferencas significativas
no sangue ou no bago. Niveis significativos de deplegao de linfocitos foram
também observados nos linfonodos de camundongos. Pareceu, no entanto,
haver alguma variabilidade na atividade do anticorpo, especialmente quando
investigado o subconjunto de células T de memédria frontal e efetoras. Devido
a questoes técnicas referentes ao LSR-Il e o corante CD8, o timo nao pdde
ser avaliado.

As Figuras 89A-89D mostram o nivel de subtipos de células T
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CD4+, células T CD8+, células B B220+, e células NK/ mieloides no sangue
ap6s 72 horas da administracao de Campath-1H® ("Campath") e de anticor-
pos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12. As Figuras 90A-90D
mostram o nivel de subtipos de células T CD4+, células T CD8+, células B
B220+, e células NK/ mieloides no bag¢o ap6s 72 horas da administragcéo de
Campath-1H® ("Campath") e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13
and 12G6-SFD1/K12. As Figuras 91A-91D mostram o nivel de subtipos de
células T CD4+, células T CD8+, células B B220+, e células NK/ mieloides
no linfonodo ap6s 72 horas da administragdo de Campath-1H® ("Campath")
e de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12.

Exemplo 60: Criacdo e avaliacdo do camundongo transgénico huCD52

Knock-in/Knock-out (KI/KQO) em antecedentes de C57BL/6

Um novo modelo de camundongo com knock-in (expresséao di-

minuida)/knock-out (expressao desabilitada) de CD52 foi criado sobre os
antecedentes de C57BI/6. Para criar este camundongo, a sequéncia do gene
de CD52 do camundongo foi substituida pela sequéncia do gene da CD52
humana. A estratégia direcionada permitiu a substituicdo da sequéncia do
camundongo pela sequéncia humana, enquanto era mantida a estrutura e-
xon-intron. Um marcador de sele¢éo foi usado para identificar progénie con-
tendo a nova sequéncia de gene. O alelo final foi criado pela retirada do
marcador de selegdo, deixando somente a sequéncia do gene da CD52 hu-
mana.

A caracterizacao basica do modelo de camundongo huCD52
KI/KO envolveu determinar o nivel de expressao de CD52 humana em linfo-
citos. Sangue de camundongos transgénicos huCD52-KI/KO (N = 4) e de
camundongos C57BL/6 (N = 2) foram corados para expressao de hCD52, e
o numero de moléculas de CD52/célula foi enumerado usando o ensaio de
anticorpo anti-humano Simply Cellular do laboratério Bang. A coloracao de
células do sangue periférico de camundongos transgénicos huCD52-KI/KO
demonstrou que a expressao de huCD52 € muito alta na maioria dos linfoci-
tos destes animais. Os niveis de expressao foram semelhantes aqueles ob-

servados em populac¢des de células CD4, CD8 e B humanas. Os niveis de
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expressdo em células NK e macréfagos foram mais baixos do que os obser-
vados para células T e células B. Nivel aumentado de expressao de huCD52
foi detectado em neutrofilos nestes camundongos, ao contrario do nivel di-
minuido de expressdo em neutréfilos humanos ou de células semelhantes
da linhagem original do camundongo transgénico sobre os antecedentes de
CD-1. Niveis semelhantes de expressdo de CD52 foram observados em cé-
lulas T e células B do camundongo transgénico huCD52 CD1 original e o
camundongo huCD52 KI/KI.

A Figura 92A mostra o nivel de expressao de huCD52 em subti-
pos de células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e celulas
NK/células mieloides em camundongos transgénicos huCD52-KI/KO e nao
transgénicos de controle. A Figura 92B mostra o nivel de expressao de
huCD52 em células T CD4+, células T CD8+ e células B em camundongos
transgénicos huCD52-KI/KO e huCD52 CD1.

Exemplo 61: Comparagao direta de caracteristicas de deplegéao entre lotes
em pequena e grande escala de 12G6 e 2C3

Camundongos transgénicos huCD52 KI/KO foram administrados
com 12G6-SFD1/K12 ou 2C3-SFD1/K12 para determinar a atividade de de-
plecao. Adicionalmente, a atividade foi examinada usando anticorpos gera-
dos de duas diferentes fontes (lotes em pequena escala e em grande escala)
na Genzyme. Os camundongos foram injetados por iv com cada anticorpo
em dose de 1 mg/kg. Trés dias ap6s a injecdo, os camundongos foram sacri-
ficados, e o sangue foi coletado para analise por citometria de fluxo para de-
terminar os niveis circulantes de células T CD4+ e células T CD8+, células
B, células NK, neutréfilos e macréfagos. Nao foram observadas diferengas
significativas em delegéo de células T CD4, células T CD8+, células B e cé-
lulas NK entre os anticorpos derivados de lote em pequena escala e em
grande escala.

Os varios lotes de anticorpos 12G6-SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12
foram avaliados também por citometria de fluxo para comparar a intensidade
de coloracdo em esplendcitos de camundongos transgénicos huCD52-
KI/KO. Os dois anticorpos, 12G6-SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12, parecem re-
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conhecer CD52 humana na mesma medida que Campath-1H® em espleno-
citos isolados. Adicionalmente, ndo houve diferengca no nivel de reconheci-
mento entre as duas fontes (lotes em pequena escala e em grande escala)
de anticorpo.

As Figuras 93A-93B mostram a ligagdo a huCD52 de anticorpos
12G6-SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12 (de varias fontes de produgédo), quando
comparados a Campath-1H® de controle. A Figura 94 mostra o nivel de po-
pulacdes de linfocitos em massa (Células T CD4+, células T CD8+ e celulas
B B220+) no sangue ap6s 72 horas da administragcdo de anticorpos 12G6-
SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12 de varias fontes de produgao.

Exemplo 62: Analise de perfil PK de anticorpos anti-CD52 em camundongos
transgénicos huCD52-KI/KO

Os perfis farmacocinéticos de anticorpos humanizados 2C3-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12 foram determinados em ca-

mundongos transgénicos huCD52 KI/KO. Os camundongos foram injetados

por via iv com anticorpos em dose de 1mg/kg, o sangue tendo sido coletado
em varios momentos, iniciando duas horas a administracdo. Os niveis circu-
lantes de cada anticorpo foram avaliados usando ELISA anti-lg humana. A
taxa global de depuragdo foi semelhante para cada um dos anticorpos. hu-
manizados anti-CD52 2C3-SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12, com
2C3-SFD1/K12 exibindo cinética potencialmente mais rapida, enquanto
12G6-SFD1/K12 permaneceu presente no soro pelo periodo de tempo mais
longo.

As Figuras 95A-95B mostram os niveis de anticorpos 2C3-
SFD1/K12, 9D9-H16/K13 e 12G6-SFD1/K12 no sangue sobre um periodo de
tempo apés a administragao.

Exemplo 63: Avaliacao de pré-tratamento com 12G6 e 2C3 em EAE em ca-

mundongos transgénicos huCD52-KI/KO

A eficacia do tratamento com anticorpo anti-CD52 em reduzir a
incidéncia global e a gravidade de Encefalite Autoimune Experimental (EAE)
foi avaliada em camundongos huCD52 KI/KO. Camundongos huCD52-KI/KO
foram tratados com um ciclo de 2C3-SFD1/K12 ou de 12G6-SFD1/K12 do
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Dia -5 ao Dia -1. EAE (um modelo de esclerose multipla) foi induzida por i-
munizacdo com peptideo MOG35-55 emulsionado em CFA, e tratamento
com toxina Pertussis nos Dia 0 e 2. Camundongos tratados com veiculo co-
mecaram a exibir sinais de paralisa em 10 dias apés a injecao, os quais evo-
luiram para doenga progressiva grave. Por outro lado, o pré-tratamento com
o anticorpo 2C3-SFD1/K12 ou 12G6-SFD1/K12 retardou o aparecimento da
doenca e diminuiu a gravidade global da doenga.

A Figura 96 demonstra o escore clinico de EAE de 2C3-
SFD1/K12 e 12G6-SFD1/K12 sobre um periodo de tempo de progressao da
doenca.

Exemplo 64: Modificacido de Fc de anticorpos para alterar o perfil farmacoci-

nético de anticorpos anti-CD52

Alteragbes na regido Fc de anticorpos 1) afetam a atividade bio-
l6gica do anticorpo ao alterarem interagdes com receptores Fc e/ou 2) alte-
ram o perfil farmacocinético do anticorpo ao alterarem interagcbes com o re-
ceptor neonatal FcRn. A molécula de FcRn & expressa em endotélio vascu-
lar e acredita-se que seja o principal sitio de reciclagem de 1gG. O FcRn liga-
se a parte Fc do anticorpo, o qual se torna internalizado dentro de uma célu-
la. Anticorpos com interagdes de alta afinidade com o FcRn serao reciclados
novamente para a superficie da célula e liberados mais uma vez na circula-
¢ao. Anticorpos com interacées com afinidade mais baixa dissociam-se den-
tro da célula e, no final, degradam-se. Mutagénese sitio-direcionada para
aumentar a interagdo com FcRn gera um anticorpo que pode ser mantido em
circulagao por periodo de tempo mais longos, quando comparado a um anti-
corpo ndo modificado. Por outro lado, mutagdes dentro da regiao Fc de um
anticorpo que diminuem a ligacdo a FcRn encurtam a meia-vida circulante
do anticorpo. Mutagbes que foram descritas para diminuir a ligacao a FcRn,
resultando em meia-vida circulante mais curta, incluem mutagao Unica
His435Ala e a mutacao dupla His310Ala/His435GIn (consultar, por exemplo,
Kim et al., "Mapping the site on human IgG for binding of the MHC class I-
related receptor, FcRn," Eur. J. Immunol., 29:2819-2825 (1999) e Kenanova

et al., "Tailoring the Pharmacokinetics and Positron Emission Tomography
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Imaging Properties of Anti-Carcinoembryonic Antigen Single-Chain Fv-Fc
Antibody Fragments," Cancer. Res. 65(2):622-631 (2005)).

O anticorpo 2C3-SFD1/K12 foi modificado por mutacao para ge-
rar anticorpos His435Ala 2C3-SFD1/K12 ("2C3-SFD1/K12-Modificado 1") e
His310Ala/His435GIn 2C3-SFD1/K12 ("2C3-SFD1/K12-Modificado 2") com
perfis PK alterados. A analise Biacore foi conduzida para confirmar a diminu-
icdo da ligagao a moléculas de camundongo e humana de FcRn. Ambos os
anticorpos Campath-1H® e 2C3-SFD1/K12 ligaram-se a cada molécula, de
camundongo e humana, de FcRn com cinética semelhante. Por outro lado,
anticorpos His435Ala 2C3-SFD1/K12 ligaram-se em niveis baixos a molécu-
la de camundongo FcRn, mas ndo a FcRn humana. Os anticorpos
His310Ala/His435GIn 2C3-SFD1/K12 nao se ligaram a molécula de camun-
dongo ou humana de FcRn, indicando que a incorporacéo da mutagdo unica
ou dupla na regiao Fc de 2C3-SFD1/K12 Fc afeta significativamente a liga-
¢ao a FcRn de camundongo e humana.

As Figuras 97A-97B demonstram a capacidade de Campath1H®
("Campath"), 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), His435Ala 2C3-SFD1/K12 ("H435A
2C3") e His310Ala/His435GIn 2C3-SFD1/K12 ("H310A/H435Q 2C3") liga-
rem-se a moléculas de camundongo e humanas de FcRn.

Exemplo 65: Avaliacdo da meia-vida de anticorpos Fc modificados anti-CD52

apds administracio i.v. em camundongos C57BI/6

Modificacées em Fc foram incorporadas na cadeia principal de
2C3-SFD1/K12 para gerar os anticorpos 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 e 2C3-
SFD1/K12-Modificado 2 que exibiam ligagdo diminuida ao receptor de FcRn,
responsavel por manter anticorpos em circulagdo. O perfil farmacocinético foi
determinado para o anticorpo 2C3-SFD1/K12 e os anticorpos 2C3-
SFD1/K12-Modificado 1 e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2 com ligagéo diminui-
da a FcRn. Camundongos C57BL/6 foram usados para avaliar o perfil PK na
auséncia de antigeno-alvo (2C3-SFD1/K12 liga-se a CD52 humana, mas
nao reage cruzado com CD52 de camundongo). Os camundongos foram
injetados por via iv com anticorpos em dose de 1 mg/kg. Em varios momen-

tos, sangue foi coletado para analisar o nivel de IgG1 humana circulante no
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soro do camundongo por ELISA. Ambos anticorpos, 2C3-SFD1/K12-
Modificado 1 e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2, foram depurados do sangue
mais rapido do que o anticorpo 2C3-SFD1/K12. 2C3-SFD1/K12 exibiu meia-
vida de 403 horas, enquanto 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 exibiu meia-vida
de 51 horas e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2, de 8 horas. Os perfis PK de
2C3-SFD1/K12 e 2C3-SFD1/K12-Modificado-1 foram compativeis com mo-
delo de 1 compartimento com somente um fase Unica de eliminagao. Por
outro lado, perfis para 2C3-SFD1/K12-Modificado-2 foram compativeis com
modelo de 2 compartimentos, com 2 fases distintas de eliminacao (especifi-
cada como alfa e beta na tabela). A primeira fase durou 48 horas ap6s a do-
se (alfa) e a segunda fase (beta, também denominada fase de eliminag&o
terminal) iniciou 48 horas apés a dose.

A Figura 98 mostra a depuragéo in vivo de 2C3-SFD1/K12 ("2C3
ndo modificado"), 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ("2C3-Fc mutante 1") e 2C3-
SFD1/K12-Modificado 2 ("2C3-Fc mutante 2") em camundongos nao trans-
génicos.

Tabela 17 Sumario de dados farmacocinéticos entre grupos

203 SFD1/K12 | 2C3-SED1/K12- [ 2C3- SFD1/K12-

R R ] = -I'Modificado1" . ‘Modificado 2
t1/2 (h) 403 i 140 51,0+12,3 8,05+ 0,74 (Alfa)
282 + 385 (Beta)
Ct (ml/h/kg) 0,29 £ 0,09 1,35+ 0,36 5,90 + 4 67
Vz (ml/kg) 156 + 40,7 948 + 14,3 1932 + 1341
AUC (ug*h/ml) 3748 + 937 781+ 171 230 £ 105
Cmax (ug/ml) 965+172 11,9+ 0,83 964 %370

Tabela 18 Dados |nd|V|dua|s de anlmals

Cl obs..

2C3 21 197,26 11,56 2967 86 95,89 0 34
2C3 2,2 494,01 10,54 4635,96 153,73 0,22
2C3 2,3 324,61 10,06 3783,76 123,77 | 0,26
2C3 24 283,68 10,57 3130,92 130,72 10,32
2C3 2,5 330,89 6,15 2025,29 235,71 10,49
2C3 2,6 547,78 10,56 4469,73 176,81 | 0,22
2C3 2,7 597,92 10,57 4764,75 181,04 | 0,21
2C3 28 320,65 7,61 3415,82 135,43 | 0,29
2C3 2,9 527,01 9,27 4533,82 167,70 | 0,22

AVG 402,65 9,65 3747,55 165,64 | 0,29

SD 140,22 1,72 937,38 40,73 0,09
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‘Grupo n® | Animal |
2C3-M1 | 31
2C3-M1 | 3,2
2C3-M1 | 3,3
2C3-M1 134
2C3-M1 | 3,5
2C3-M1 | 3,6
2C3-M1 | 3,7
2C3-M1 | 3,8
2C3-M1 | 3,9

AVG
SD

) o
Faltando
2C3-M2 4,2 7,42 994,71 11,35 390,03 3679,37 2,56
2C3-M2 4.3 7,37 703,09 10,48 315,82 3211,80 3,17
2C3-M2 4.4 7,72 227,03 11,78 247 96 1320,92 4,03
2C3-M2 4,5 Faltando Faltando Faltando Faltando Faltando | Faltando
2C3-M2 4 6** “Faltando Faltando Faltando Faltando Faltando | Faltando
2C3-M2 4.7 77,89 - 77,89 1,32 61,71 1820,87 16,20
2C3-M2 4.8 8,18 150,98 11,41 221,89 981,64 4,51
2C3-M2 4.9 9,33 77,61 10,49 194,31 576,21 5,15
AVG 8,05 281,98 9,64 229,83 1931,80 5,90
SD 0,74 384,82 3,70 104,69 1341,43 467

n? —Os grupos testados foram 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 2C3-SFD1/K12-
Modificado 1 ("2C3-M1") e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2 ("2C3-M2")

*Animal 4.1 sem beta t1/2, fora do limite Vz

** _ Animais 4.5 e 4.6, dados insuficientes para andlise de PK.

***Animal 4.7 injec&ao incompleta.

Exemplo 66: Avaliacdo da meia-vida de anticorpos Fc modificados anti-CD52

ap6s administracdo i.v. em camundongos transgénicos huCD52 heterozigo-

tos

O perfil farmacocinético foi determinado para o anticorpo 2C3-
SFD1/K12 e os anticorpos 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 e 2C3-SFD1/K12-
Modificado 2 com ligacbes reduzidas a FcRn in vitro. Camundongos trans-
génicos huCD52 foram usados para avaliar o perfil PK na presenca do anti-
geno-alvo do anticorpo 2C3-SFD1/K12. Os camundongos foram injetados
por via iv com anticorpos na dose de 1 mg/kg. Em varios momentos, sangue

foi coletado para determinar o nivel de IgG1 humana circulante no soro do
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camundongo por ELISA. Os dois anticorpos, 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 e
2C3-SFD1/K12-Modificado 2, foram depurados do sangue mais rapido do
que o anticorpo 2C3-SFD1/K12. 2C3-SFD1/K12 exibiu meia-vida de 64 ho-
ras, enquanto 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 exibiu meia-vida de 32 horas e
2C3-SFD1/K12-Modificado 2, de 6,5 horas.

A Figura 99 mostra a depuracdo in vivo de 2C3-SFD1/K12
("2C3"), 2C3-SFD1/K12 modificado 1 ("2C3-Fc mutante 1") e 2C3-SFD1/K12

modificado 2 ("2C3-Fc mutante 2") em camundongos transgénicos huCD52.

Tabela 19 - Sumano Vde dados farmacocinéticos entre grupos

2_03 SFD1/K1 2- ;203 SFD11K12
o, s i “I:Modificado’
t1/2 (h) 642+ 121 323+325 6,58 + 2,03
Cl (mi/h/kg) 2,15+ 0,31 2,51 +0,28 5,41+ 0,83
Vz (mi/kg) 198 £ 42.8 117 £ 21,1 497 + 111
AUC (ug*h/ml) 1475+73,4 403 £+ 445 188 + 27,2
Cmax (ug/ml) 8,88 + 1,69 12,4 + 1,67 12,9 + 1,91
Tabela 20 Ind|V|duaI Anlmal Data
: Anir ' Lambda, z(h) ‘Cmax - AUCINE. obs :Vz.obs - Cl.obs".
: i “:(ug/ml) = (h*ug/mil) - s.(mllkg) i '«7—5 (ml/h/kg)
, 8,19 421,87 264 .42 2,37
2C3 2 11 61,47 10,38 483,25 183,51 2,07
2C3 2,2 78,28 9,28 496,58 227,42 2,01
2C3 2,3 82,38 6,99 441,98 268,91 2,26
2C3 2,4 53,60 9,08 465,09 166,28 2,15
2C3 2,5 58,02 9,09 526,59 158,95 1,90
2C3 2,6 44 .97 6,03 371,17 174,78 2,69
2C3 27 56,52 9,38 476,41 171,16 2,10
2C3 2,8 67,99 12,13 641,28 152,97 1,56
2C3 2,9 61,46 8,30 421,65 210,29 2,37
Média 64,20 8,88 474,59 197,87 2,15
SD 12,06 1,69 73,40 42 .80 0,31

2C3-M1

2C3-M1 3 11 34,64 12,60
2C3-M1 3,2 27,57 14,17
2C3-M1 33 34,27 11,96
2C3-M1 34 29,10 12,51
2C3-M1 3.5 29,63 11,11
2C3-M1 3.6 32,76 9,75
2C3-M1 3,7 35,68 10,41
2C3-M1 38 36,41 13,52
2C3-M1 3.9 34,06 12,39
Média 32,26 12,36
SD 3,25 1,67
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“max_ | AUCINF_obs | Vz_obs’
e {i (ug/mi) | (htag/mi) ] (mikg)i
2C3-M2 4.1 7,64 13,45 197,24
2C3-M2 411 Faltando 9,00 Faltando Faltando Faltando
2C3-M2 4.2 7,79 14,92 217,80 51,61 4 59
2C3-M2 4.3 7,35 12,79 183,44 57,78 5,45
2C3-M2 4.4 3,54 10,34 152,92 33,44 6,54
2C3-M2 4.5 Faltando Faltando | Faltando Faltando Faltando
2C3-M2 46 Faltando Faltando | Faltando Faltando Faltando
2C3-M2 47 Faltando Faltando | Faltando Faltando Faltando
2C3-M2 4.8 Faltando Faltando | Faltando Faltando Faltando
2C3-M2 4.9 Faltando Faltando | Faltando Faltando Faltando
Média 6,58 12,10 187,85 49,67 5,41
SD 2,03 2,40 27,23 11,12 0,83

Parametros PK nao disponiveis para 4.11, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9 devido a
dados insuficientes.

n® - Os grupos testados foram 2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 2C3-SFD1/K12-
Modificado 1 ("2C3-M1") e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2 ("2C3-M2")

Exemplo 67: Avaliacao de deplecao in vivo apds administracao iv de anticor-

pos Fc modificados anti-CD52 em camundongos transgénicos huCD52 hete-

rozigotos
A atividade de deplecao foi determinada para os anticorpos 2C3-

SFD1/K12, 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 e 2C3-SFD1/K12-Modificado 2 em
camundongos transgénicos huCD52. Os camundongos foram tratados com
1 mg/kg de anticorpos 2C3-SFD1/K12, 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ou 2C3-
SFD1/K12-Modificado 2 e avaliados quanto a presenca de células T CD4,
células T CD8+, células B e células NK 72 horas mais tarde. A administragao
de anticorpos 2C3-SFD1/K12-Modificado 1 ou 2C3-SFD1/K12-Modificado 2
resultou em niveis diminuidos de deplecao no sangue e no bago, comparado
a administracdo de anticorpos 2C3-SFD1/K12. Além disso, 2C3-SFD1/K12-
Modificado 1 induziu deplecdo maior do que 2C3-SFD1/K12-Modificado 2,
no sangue € no bago.

As Figuras 100A-100B mostram o nivel de populagoes de linfoci-
tos em massa (Células T CD4+, células T CD8+, células B B220+ e células
NK) no sangue e no bago ap6s 72 horas da administracdo de anticorpos
2C3-SFD1/K12 ("2C3"), 2C3-SFD1/K12 modificado 1 ("2C3 Fc mutante-1") e
2C3-SFD1/K12 modificado 2 ("2C3 Fc mutante-2").
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Exemplo 68: Especificidades detalhadas por epitopo de anticorpos humani-
zados anti-CD52

Especificidades detalhadas por epitopo dos anticorpos humani-
zados 12G6-SFD1/K12, 2C3-SFD1/K12 e 9D9-H16/K13 foram determinadas

com equipamento Biacore T100. Como controle, a especificidade por epito-
po do clone 097 (anticorpo purificado anti-CD52 humana, Biolegend) foi ava-
liada usando as mesmas metodologias. A especificidade por epitopo do clo-
ne 097 foi previamente caracterizada, usando um método ELISA para pepti-
deo (Hale G, "Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH-1 (CD52) anti-
gen, a small glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein,” Immunote-
chnology, 1:175-187 (1995)). Neste ensaio Biacore T100, os anticorpos eram
diretamente imobilizados em chips sensores de carboximetil dextrano da
Biacore CM5 Series S (GE n® BR-1006-68), usando acoplamento de amina.
A superficie de carboximetil dextrano foi ativada usando uma mistura de N-
hidroxissuccinamida (NHS) 0,1 M e cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetila-
minopropil)carbodiimida (EDC) 0,4 M, permitindo a superficie ligar-se a gru-
pos reativos amina nos anticorpos. Pelo fato de anticorpos IgM tenderem a
apresentar nivel mais alto de ligagdo nao especifica, quando comparados a
IgGs, a ligacdo de isotipo IgMk (migMk) de camundongo como controle
(Clone n® MM-30 da Biolegend) foi também investigada. Depois da imobili-
zagao do anticorpo, a reacao na superficie do chip sensor reativo foi inter-
rompida usando cloridrato de etanolamina 1 M/NaOH pH 8,5. Uma célula de
fluxo em cada chip era a superficie de referéncia como branco, e células de
fluxos subsequentes foram imobilizadas com 10.000 RU de anticorpo.

Uma série de peptideos mutantes por varredura de alanina,
compreendendo a sequéncia da CD52 humana (MUT 1 — MUT 12 (SEQ ID
NOS: 169-180, respectivamente), Tabela 21) (consultar, por exemplo, Hale
G, "Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH-1 (CD52) antigen, a small
glycosylphosphatidylinositol-anchored  glycoprotein,"  Immunotechnology,
1:175-187 (1995)) foram sintetizados. A ligacéo do anticorpo a estes pepti-
deos mutantes de CD52 e a peptideos do tipo selvagem de CD52 humana

foi testada a concentragdées de 500 nM, 100 nM, 50 nM, e 0 nM. Os pepti-
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deos foram diluidos no tampéao de corrida do ensaio, HBS-EP+ (HEPES 10
mM, NaCl 150 mM, P20 surfactante 0,05%, EDTA 3 mM, pH 7,4). Amostras
de 100 nM em duplicata foram incluidas. O anticorpo de cadeia leve (kappa)
especifica de rato anti-lgM de camundongo (Southern Biotech, Clone n®
1B4B1) foi também incluido como IgM de controle. As temperaturas d cama-
ra de amostras do equipamento T100 e do ensaio foram definidas para 4 °C
e 25°C, respectivamente. As amostras de peptideos da CD52 humana foram
injetadas por cinco minutes em vazao de 50 yL/minute para medir associa-
cdo, e lavadas em HBS-EP+ por cinco minutos em vazéao de 50 pyL/minuto
para medir dissociagdo. Qualquer peptideo restante ligado a superficie do
anticorpo foi removido usando uma segunda injecao por sessenta segundos
de glicina-HCI 10 mM pH 2,0 em vazao de 50 plL/minuto. A analise foi reali-
zada usando o software Biacore T100 Kinetics Evaluation v2.0 (GE Health-
care). Os dados foram ajustados para modelo de 1:1 com célula de fluxo de
referéncia e subtragdo de concentragdo de 0 nM (subtrag;éb de dupla refe-
réncia). Sensorgramas representativos de reconhecimento negativo de epi-
topo em peptideo de anticorpo 12G6-SFD1/K12 ((-), MUT 8) e positivo ((+),
MUT 9) sdo mostrados na Figura 101A e Figura 101B, respectivamente. Os
dados compilados de ligagéo a peptideo estdo resumidos na Tabela 21.

A especificidade previamente caracterizada de ligacéo do clone
097 (Hale G, "Synthetic peptide mimotype of the CAMPATH-1 (CD52) anti-
gen, a small glycosylphosphatidylinositol-anchored glycoprotein," Immunote-
chnology, 1:175-187 (1995)) foi determinada revestindo placas de ELISA
com peptideos contendo os seis residuos da parte C-terminal de CD52 hu-
mana e, em seguida, medindo a ligacdo do anticorpo ao peptideo fixado.
Cada residuo foi substituido por todos os 20 aminoacidos. Como os pepti-
deos estdo presos a uma superficie sélida neste ELISA, o ensaio pode ser
mais influenciado por efeitos de avidez do que o ensaio Biacore T100 descri-
to neste pedido de patente, que usa um anticorpo fixo a superficie sobre a
qual os peptideos fluem. No estudo por ELISA, substituicbes de alanina nas
posicdes 11 e 12 (residuos de prolina e serina, respectivamente, no tipo sel-

vagem) da forma madura de CD52 humana demonstraram reduzir ligagao
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forte do clone 097 ao peptideo. No presente estudo Biacore T100, substitui-
coes de alanina nas posi¢gdes 11 e 12 (bem como nas posigdes 7, 8, 9 e 10)
demonstraram anular a ligacao do clone 097. Os efeitos de avidez sugeridos
como hipotese do ensaio ELISA representam possivelmente o motivo porque
o epitopo mapeado do 097 € menor quando determinado pelo método ELISA
do que quando determinado pelo ensaio descrito Biacore T100.

A ligacao dos anticorpos humanizados 2C3-SFD1/K12 e 12G6-
SFD1/K12 a sequéncia de peptideos da CD52 é sensivel a substituicbes de
alanina nas posicdes 7, 8 e 11, e a ligacao de 9D9-H16/K13 humanizado é
sensivel a substituicbes de alanina nas posicoes 4 e 11. Estas especificida-
des definidas para epitopos sobrepdem-se aos resultados observados no
Exemplo 4 (resumidos na Tabela 8). Leves variagdes entre os resultados
nao sdo previstas, dado que o método Biacore T100, usado para medir liga-
cdo no presente caso, nao foi significativamente diferente do método usado
no Exemplo 4. Ao contrario do presente caso, nho Exemplo 4, células CHO
construidas eram usadas para expressar mutantes alanina-substituidos de
CD52 humana do tipo selvagem. CD52 humana expressa em tais células de
mamiferos podem ser glicosiladas, afetando a ligagéo. Este ndo é o caso
para a CD52 humana usada no ensaio Biacore T100.

Tabela 21: Ligacao a peptideos mutantes de hCD52 por varredura de alani-

na
Peptideo | Sequéncia de peptideo | Ligacédo Ligagéo Ligacdo Ligacdo | Ligacdo
de 2C3- de 9D9- | de 12G6- de 097 de migM
SFD1/K12 | H16/K13 | SFD1/K12 de controle
MUT 1 AQNDTSQTSSPSADC + + + + -
MUT 2 GANDTSQTSSPSADC + + + + -
MUT 3 GQADTSQTSSPSADC + + + + -
MUT 4 GQNATSQTSSPSADC + - + + -
MUT 5 GQNDASQTSSPSADC + + + + -
MUT 6 GQNDTAQTSSPSADC + + + + -
MUT 7 GQNDTSATSSPSADC - + - - -
MUT 8 GQNDTSQASSPSADC - + - - -
MUT 9 GQNDTSQTASPSADC + + + - -
MUT 10 GQNDTSQTSAPSADC + + + - -
MUT 11 GQNDTSQTSSASADC - - - - -
MUT 12 GQNDTSQTSSPAADC + + + - -
Controles
WT 1 GQNDTSQTSSPSADK- + + + + -
Biotina
WT 2 Biotina-GQNDTSQTSS + - + + -
PSAD
anti-migM | N/A N/A N/A N/A + +
de rato




10

15

20

25

30

205/222

(+) Ligacao detectada: Resposta maxima (Rmax) > 2RUs por inje-
¢ao de peptideo a 500 nM

(-) Nenhuma ligagéo detectada. Resposta maxima (Rmax) < 2RUs
para injegao de peptideo a 500nM
Exemplo 69: Avaliacdo de respostas de células T CD4+ T induzidas por
Campath-1H® ou 12G6-SFD1/K12

A resposta proliferativa de células T CD4+ foi avaliada apés es-

timulacao repetida in vifro com células dendriticas autdlogas (DC), pre-
carregadas com um conjunto de peptideos sobrepostos de 15 mer, compre-
endendo sequéncias das regides variaveis de Campath-1H® ou do anticorpo
humanizado 12G6-SFD1/K12. Esses experimentos utilizaram células T e
DCs de doador humano normal. Os resultados foram medidos, quantificando
a incorporacao de timidina tritiada de células T CD4+ em proliferacdo em
resposta a células apresentadoras de antigenos (APC) pulsados com pepti-
deos autblogos.

Preparo de células: PBMCs foram isoladas de um produto por
aférese de doador humano normal, adquirido da BioMed Supplies (Carlsbad,
CA). O rastreamento do haplotipo de HLA do sangue do doador foi realizado
pela Key Biologics, LLC (Memphis, TN) (Tabela 22). PBMCs foram isoladas
usando o gradiente de densidade Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare) e uma
série de lavagem com solugao salina com tampéao fosfato (PBS, Invitrogen,
Carlsbad, CA). Células T CD4+ foram isoladas de PBMC usando o kit para
isolamento de CD4+ positivas em esferas Dynal (Invitrogen), seguindo o pro-
tocolo recomendado pelo fabricante. Células T CD4+ isoladas foram conge-
ladas no meio Recovery Cell Culture Freezing Media (Invitrogen) e armaze-
nadas em nitrogénio liquido. Células dendriticas (DC) foram induzidas a par-
tir de PBMCs, semeando células aderentes com GM-CSF (Leukine, Bayer,
Leverkusin, Alemanha) e IL-4 (Peprotech, Rocky Hill, NJ) por seis dias. Meio
suplementado com seis GM-CSF e IL-4 foi reposto no Dia 4. As DCs foram
subsequentemente isoladas dos frascos e congeladas no meio de congela-
mento Freezing Media, em seguida transferidas para tanques de nitrogénio

para armazenamento.
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Tabela 22: Haplotipo de HLA de doadores de sangue

Doador  Haplotipo de HLA DR Conjunto de peptideos
BMS170 DRB1_0701 DRB1_1503 Campath
BMS154 DRB1_0301 DRB1_0302 Campath
BMS150 DRB1_1101 DRB1_1302 Campath
BMS167 DRB1_0701 DRB1_1503 Campath
BMS200 DRB1_0804 DRB1_1202 Campath
BMS301 DRB1_ 1401 DRB1 1503 Campath
BMS352 DRB1_0301 DRB1_1101 Campath’
BMS362 DRB1_0302 DRB1_0302 Campath
BMS484 DRB1_0103 DRB1_1201 Campath/GLD52
BMS486 DRB1_1302 DRB1_1303 Campath/GLD52
BMS640 DRB1_0301 DRB1_1302 GLD52
BMS656 DRB1_301 DRB1_1101 GLD52
BMS902 DRB1_0302 DRB1_0804 GLD52
BMS928 DRB1_1001 DRB1_1503 GLD52
BMS927 DRB1_1001 DRB1_1503 GLD52
BMS963 DRB1_0302 DRB1_1401 GLD52
BMS361 DRB1_1102 DRB1_1401 GLD52
BMS165 DRB1_1102 DRB1_1501 GLD52

Peptideo: Peptideos abrangendo as regides variaveis da cadeia
pesada e da leve de Campath-1H® e de 12G6-SFD1/K12 foram sintetizados,
usando um sintetizador automatico de peptideo Rainin Symphony e usando
quimica Fmoc padrao em resina CLEAR (Peptides International, Louisville,
KY). Aminoacidos (EMD Biosciences, San Diego, CA ou Anaspec, San Jose,
Ca) foram protegidos ortogonalmente com grupos tert-Butoxicarbonila
(BOC), tert-Butila (iBu), 2,2,4,6,7-Pentametildihidro-benzofuran-5-sulfonila
(Pbf) ou Tritila (Trt). Acoplamentos foram realizados usando um aminoaci-
do/HCTU/HOBt/DIEA/resina com razdo molar de 6:6:3:12:1. Uma solugao de
Piperidina 20% e 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno (DBU) 2,5% em DMF foi
usada para remover Fmoc do terminal amino durante cada ciclo. A resina foi
desprotegida/clivada usando um coquetel de resina 15 mL/0,1 mM em razao
v/v de agua 2,5%/TIS 2,5%/Anisol 5%/TFA 90% por 3 horas. O sobrenadan-
te foi precipitado em éter dietilico (-80 °C) e transformado em granulo a 3000
rpm por 10 minutos. O éter foi decantado e o granulo foi lavado novamente.
O peptideo bruto foi entdo liofilizado. HPLC analitica (XBridge C18 4,5 x 100
mm, Waters Corp., Milford, MA) e espectrometria de massa MALDI-TOF
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(Synapt, Waters Corp., Milford, MA) foram usadas para verificar as sequén-
cias e avaliar a pureza. Todos os reagentes eram de grau HPLC (EMD Bios-
ciences, San Diego, Ca ou Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Peptideos liofiliza-
dos foram ressuspensos em DMSO 100% DMSO (Sigma). Quarenta e trés
peptideos de Campath-1H® foram combinados em 11 grupos lineares, cada
um contendo 3 ou 4 peptideos por grupo (Tabela 23: de cima para baixo,
peptideos de cadeia leve sdo indicados pelas SEQ ID NOs: 187-206 e pepti-
deos de cadeia pesada sao indicados pelas SEQ ID NOs: 207-229). Os 42
peptideos de 12G6-SFD1/K12 foram combinados em 8 grupos lineares, ca-
da um contendo cinco ou seis peptideos por grupo (Tabela24: de cima para
baixo, peptideos de cadeia leve sdo indicados pelas SEQ ID NOs: 230-250 e
peptideos de cadeia pesada sao indicados pelas SEQ |ID NOs: 251-271).
Tabela 23: 43 peptideos de 15 mer de cadeia pesada e cadeia leve de Cam-
path-1H®, sobrepostos por 10 aminoacidos cada de Peptideos de Campath-
1H®
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heavy chain

Cadeia leve

ClH Peptides

light chain

Peptide ID#
DIQOMTQSPSSLSASV 978
QSPSSLSASVGDRVT 979
LSASVGDRVTITCKA 980
GDRVTITCKASQNID 981
ITCKASQNIDKYLNW 982
SONIDKYLNWYQQKP 983
KYLNWYQQKPGKAPK 984
YQOKPGKAPKLLIYN 985
GKAPKLLIYNTNNLQ 986
LLIYNTNNLQTGVPS 987
TNNLQTGVPSRFSGS 988
TGVPSRFSGSGSGTD 989
RFSGSGSGTDFTFTI 990
GSGTDFTFTISSLQP 991
FTFTISSLQPEDIAT 992
SSLOQPEDIATYYCLQ 993
EDIATYYCLQHISRP 994
YYCLQHISRPRTFGOQ 995
HISRPRTFGQGTKVE 996
RTFGQGTKVEIKRTV 997

Peptide ID#
QVQLQESGPGLVRPS 998
ESGPGLVRPSQTLSL 999
LVRPSQTLSLTCTVS 1000
QTLSLTCTVSGFTFT 1001
TCTVSGFTFTDFYMN 1002
GFTFTDFYMNWVRQP 1003
DFYMNWVRQPPGRGL 1004
WVRQPPGRGLEWIGF 1005
PGRGLEWIGFIRDKA 1006
EWIGFIRDKAKGYTT 1007
IRDKAKGYTTEYNPS 1008
KGYTTEYNP SVKGRV 1009
EYNPSVKGRVTMLVD 1010
VKGRVTMLVDTSKNQ 1011
TMLVDTSKNQFSLRL 1012
TSKNQFSLRLSSVTA 1013
FSLRLSSVTAADTAV 1014
SSVTAADTAVYYCAR 1015
ADTAVYYCAREGHTA 1016
YYCAREGHTAAPFDY 1017
EGHTAAPFDYWGQGS 1018
APFDYWGQGSLVTVS 1019
WGQGSLVTVSSASTK 1020
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Tabela 24: 42 peptideos de 15 mer de cadeia pesada e cadeia leve de
12G6-SFD1/K12, sobrepostos por 10 aminoacidos cada de Peptideos de
12G6-SFD1/K12

Cadeia pesada

Cadeia leve

GLD52 Peptides

light chain heavy chain

Peptide ID# Peptide ID#
DIVMTQTPLSLSVTP 1027 EVQLVESGGGLVQPG 1048
QTPLSLVTPGQOPAS 1028 ESGGGLVQPGGSLRL 1049
LSVTPGQPASISCKS 1029 LVQPGGSLRLSCAAS 1050
GQPASISCKSSQSLL 1030 GSLRLSCAASGFPFS 1079
ISCKSSQSLLYSNGK 1031 SCAASGFPFSNYWMN 1080
SQSLLYSNGKTYLNW 1032 GFPFSNYWMNWVRQA 1081
YSNGKTYLNWVLQKP 1072 NYWMNWVRQAPGKGL 1082
TYLNWVLQKPGQSPQ 1073 WVRQAPGKGLEWVGQ 1055
VLOQKPGQSPQRLIYL 1074 PGKGLEWVGQIRLKS 1056
GQSPQRLIYLVSKLD 1036 EWVGQIRLKSNNYAT 1060
RLIYLVSKLDSGVPD 1037 IRLKSNNYATHYAES 1061
VSKLDSGVPDRFSGS 1038 NNYATHYAESVKGRF 1062
SGVPDRFSGSGSGTD 1039 HYAESVKGRFTISRD 1063
RFSGSGSGTDFTLKI 1040 VKGRFTISRDDSKNS 1064
GSGTDFTLKISRVEA 1041 TISRDDSKNSLYLOM 1065
FTLKISRVEAREDVGV 1042 DSKNSLYLQMNSLKT 1066
SRVEAEDVGVYYCVQ 1043 LYLOMNSLKTEDTAV 1067
EDVGVYYCVQGSHFH 1075 NSLKTEDTAVYYCTP 1068
YYCVQGSHFHTFGQG 1076 EDTAVYYCTPIDYWG 1083
GSHFHTFGQGTKLEI 1077 YYCTPIDYWGQGTTV 1084
TFGOGTKLEIKRTVA 1078 IDYWGQGTTVTVSSA 1085

Estimulacéo in vitro

Pulsos de antigeno DC e maturagao: Antes do tratamento com
peptideos, DCs foram descongeladas, lavadas e semeadas em RPMI (Invi-
trogen, Carlsbad, CA) suplementado com Soro Humano 5% (HS, Sigma, St.
Louis, MO), Penicilina-Estreptomicina 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA), 100
ng/mL de GM-CSF e 20 ng/mL de IL-4. DCs foram semeadas em 2 X 10°
células/mL em 4 mL de meio em placas de cultura de tecido de 6 cavidades,
e deixadas para que aderissem por 1 hora 37 °C. Depois da aderéncia das
células, 10 pg/mL (40 ug total) de cada peptideo foram adicionados as cavi-
dades contendo DCs, correlacionando-se 120 uyg ou 160 pg de peptideos
totais a cada cavidade (grupos de 3 peptideos ou de 4 peptideos de Campa-

th-1H®), ou 200 g ou 240 ug de peptideos totais adicionados a cada cavi-
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dade (grupos de 5 peptideos ou 6 peptideos de 12G6-SFD1/K12). 40 ug do
epitopo de ligagdo pan-DR (PADRE) foram adicionados a uma cavidade de
DCs e serviram como controle positivo, uma vez que pode ligar-se a maioria
das moléculas de HLA-DR (Alexander J, et al., "Development of high po-
tency universal DR-restricted helper epitopes by modification of high affinity
DR-blocking peptides," Immunity, 1:751-761 (1994)). Igualmente, 40 ug de
cada um dos trés peptideos de toxoide teténico de ligagdo a HLA-DR
(DTIMMEPPYCKGLDIYYKA (SEQ ID NO: 183), SAMLTNLIIFGPGPVLNK-
NEV (SEQ ID NO: 184) e NNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 185))
foram adicionados a uma cavidade de DCs. Da mesma forma, um adenovi-
rus inativado por calor foi empregado como fonte positiva de antigeno e adi-
cionado a uma cavidade de DCs a 1 yg/mL. Finalmente, um grupo de DCs
permaneceu nao pulsado com antigeno e serviu como grupo educado "nulo”.
As DCs pulsadas com os varios antigenos foram incubadas por pelo menos
trés horas a 37°C. As DCs foram entdo tratadas com "coquetel de citocinas
de maturagao", contendo 50 ng/mL de TNF-a, 10 ng/mL de IL-6, 25 ng/mL
de IL-1beta (Peprotech, Rocky Hill, NJ) e 500 ng/mL de PGE-2 (Sigma Aldri-
ch, St. Louis, MO). As DCs pulsadas com antigeno foram deixadas para que
maturassem durante a noite a 37°C.

Estabelecimento de cocultura: Apés a carga de peptideos e a
maturacdo, as DCs foram lavadas duas vezes com PBS e reabastecidas
com 4 mL de RPMI, suplementado com HS 10%. Células T CD4+ autélogas
foram descongeladas e ressuspensas a 2 x 10° células/mL em RPMI suple-
mentado com HS 10%, Penicilina e Estreptomicina. As DCs foram cultivadas
em seguida com células T CD4+ virgens em proporgao de 10:1 célula T:DC
(8 x 10° células T:8 x 10° DCs) em 8 mL de meio. A cocultura foi entdo incu-
bada a 37 C por 7 dias. Aproximadamente 72 horas apés o inicio da cocultu-
ra, as células foram suplementadas com 25 |U de IL-2 recombinante (Pepro-
tech, Rocky Hill, NJ), e ainda suplementadas com 25 U de IL-2 recombinan-
te em meio fresco a cada 3-4 dias posteriormente.

Re-estimulacao de cocultura: No Dia 7 (Stim n® 2) e Dia 14 (Stim

n® 3), as coculturas foram re-estimuadas seguindo o procedimento acima.
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Ensaio de proliferacdo: DCs foram semeadas, pulsadas com an-
tigeno e maturadas como informado acima, a 5 x 10° células/mL em 1 mL de
meio em placas de ligagdo baixa de 24 cavidades para facilitar a transferén-
cia subsequente de células para placas de ensaio com fundo em U. Um pep-
tideo de ligacado irrelevante HLA_DR, CS 378-398 (sequéncia do peptideo:
DIEKKIAKMEKASSVFNVVNS (SEQ ID NO: 186)), foi usado como controle
negativo (Alexander J, et al., "Development of high potency universal DR-
restricted helper epitopes by modification of high affinity DR-blocking pepti-
des," Immunity, 1:751-761 (1994)). Depois de maturagéo de DCs por 24 ho-
ras, as células foram destacadas das placas usando lavagens com PBS ge-
lado. As DCs foram semeadas em placas de 96 cavidades com fundo em U,
junto com células T estimuladas com antigeno em proporgao de 1:1 célula
T:DC (2,5 x 10* DC/cavidade). Cada grupo de células T foi analisado em
triplicata com DC pulsada com o(s) peptideo(s) educador(es) (resposta es-
pecifica) e DC pulsada com peptideo irrelevante (resposta néo especifica),
bem como controles com apenas células T e com apenas DCO ensaio pros-
seguiu por 72 horas antes que fosse adicionado timidina tritiada 1 uCi por
cavidade (Perkin Elmer, Waltham, MA). As células foram colhidas em coletor
de placa de 96 cavidades (Perkin Elmer), e a quantidade de timidina tritiada
incorporada foi quantificada por CPM, medida em contador Wallac Microbeta
Trilux (Perkin Elmer). O indice de estimulagéo foi calculado dividindo a CPM
especifica pela CPM nao especifica.

Uso de V beta em receptor de células T (TCR): Células T CD4+
que ainda restassem apos estabelecimento do ensaio de proliferagao foram
coletadas para determinacgao final de expressao de cadeia V beta em recep-
tor de células T. As células foram descongeladas e coradas com anticorpos
reconhecendo 24 membros conjugados da familia V beta por 30 minutos,
seguido as orientagdes do fabricante no Kit 10Test Beta Mark (Beckman
Coulter, Franca). Apos lavagem com PBS e ressuspensao com formaldeido
1%, as células foram analisadas em FACScalibur (Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, NJ). O percentual de células expressando cada uma das cadeias

V beta detectadas foi calculado, como resumido na Figura 102 e Figura 103.
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Campath-1H® Avaliacdo de imunogenicidade

A avaliagdo de imunogenicidade de peptideos de Campath-1H®
foi realizada como descrito acima, usando PBMCs de dez doadores normais,
da BioMedSupply (BMS). O sumario das respostas, indicadas pelo indice de
estimulacao, esta retratado na Tabela 25A. Cada doador é listado em uma
coluna, e cada linha lista o grupo de peptideos usados para estimular células
T CD4+. O indice de Estimulacédo (Sl) é determinado dividindo a resposta
imune especifica ao grupo peptidico educador por uma resposta irrelevante.
Valores de Sl < 2,0 nao estao listados. Os dados sobre proliferacdo de cada
um dos dez doadores estao resumidos na Tabela 25A e sao relatados na
Figura 104A-J. Seis doadores exibiram indice de estimulagéo acima de 2,0 e
foram denominados, como resultado, "respondedores de Campath-1H®".
Células T CD4+ educadas de um dos respondedores, BMS352, exibiram
resposta imunes especificas quando analisadas com dois grupos peptidicos
diferentes. Um sétimo doador, BMS486, foi classificado também como "res-
pondedor". Neste doador, um indice de estimulacao 1,7 vezes o fundo foi
registrado com o grupo de peptideos 986-989 da cadeia leve. Quando a re-
gulacao positiva de V beta foi analisada nas culturas de células T educadas
neste doador, foi demonstrado que as células T educadas para 986-989 exi-
biam alta regulacdo positiva de um unico V beta, VB3 (Figura 102). A regula-
cao positiva de um Unico V beta e a resposta proliferativa especifica indica-
ram que BMS486 era respondedor de Campath-1H®. Os trés doadores nao
respondedores, BMS200, BMS154 e BMS167, nao mostraram dados prolife-
rativos ou regulacao positiva de V beta, indicando que uma resposta imune
especifica para peptideo ndo ocorreu. Os dados de Campath-1H® foram
quantificados em taxa de 70% (7/10) de respondedores. O ndmero total de
grupos peptidicos provocando resposta imune foi oito. Trés destes oito gru-
pos peptidicos imunogénicos provocaram fortes respostas nos respectivos

doadores com indices de estimulacao de 3,0 ou acima (Tabela 26).
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Exemplo 70: Avaliacdo de respostas de células T CD4+ induzidas por 12G6-
SFD1/K12

Avaliacdo de imunogenicidade e andlise V beta da regiao varia-

vel de 12G6-SFD1/K12 foram realizadas como descrito no Exemplo 69 para
Campath-1H®, empregando células de dez doadores normais. Os dados
sobre proliferagdo para cada um dos dez doadores, resumidos na Tabela
25B, sao relatados na Figura 105A-J. Dois destes dez doadores foram usa-
dos também na avaliacdo de Campath-1H® descrita acima (BMS486 e
BMS484), enquanto os demais oito doadores foram testados somente com
os peptideos de 12G6-SFD1/K12. Um doador, BMS484, respondeu a grupos
peptidicos e foi classificado "respondedor de 12G6-SFD1/K12" (Tabela 25B).
Dois doadores, BMS927 e BMS928, respondeu cada um a um grupo de pep-
tideos e foram, portanto, classificados como respondedores. O doador
BMS928 mostrou indice fraco de estimulagdo de 2,0 ao grupo contendo os
peptideos de cadeia pesada 1066, 1067, 1068, 1083, 1084 e 1085. Essa
resposta foi confirmada pela analise de células T proliferativas para uso de V
beta. As células T com resposta do BMS928 exibiram regulacao positiva de
um unico V beta, VB20 (Figura 103). O doador BMS927 mostrou indice de
estimulagéo de 2,5 em células T educadas com um grupo de peptideos de
cadeia leve. A analise de V beta das células T com resposta do BMS927 nao
indicaram regulacao positiva de um Gnico V beta sobre o fundo. No entanto,
este doador continua na categoria de "respondedor”, uma vez que o kit de V
beta representa somente 70% de todos os possiveis usos de V beta. A taxa
de imunogenicidade de 12G6-SFD1/K12 nestes 10 doadores foi de 30%
(3/10), menos do que a metade da taxa de respondedores de Campath-1H®
(70%). No total, cinco grupos de peptideos provocaram resposta, enquanto
nenhum destes cinco grupos induziu indice de estimulagéo acima de 3,0
(Tabela 26).
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Tabela 26: Sumario de respostas imunes a Campath-1H® e 12G6-SFD1/K12

Campath-1H® | 12G6-SFD1/K12
Percentual de respondedores 70% (7/10) 30% (3/10)
Numero de grupos de peptideos provocando 8 5
resposta
Grupos de peptideos com resposta com in- 3/8 (38%) 0/3 (0%)
dice de estimulacao = 3,0

Sumaério

Peptideos correlacionando-se com as regides variaveis da ca-
deia pesada e da leve do anticorpo monoclonal humanizado anti-CD52
12G6-SFD1/K12 induziram menos respostas imunes de dez doadores (30%)
do que peptideos das regides variaveis da cadeia pesada e da leve de Cam-
path-1H® (70%). As respostas imunes a base de células T CD4+ que foram
geradas com 12G6-SFD1/K12 foram também de magnitude menor do que
as respostas induzidas por Campath-1H®.

A tabela a seguir lista os numeros de identificagao de sequéncia
usados neste relatério descritivo.
Tabela 26: Lista de SEQ ID NOs

SEQID NO |- i CUTIPOG T 1-DESCRICAO
1 Campath-1G®
2 CF1D12
3 8G3 (camundongo)
4 4G7 (camundongo)
5 9D9 (camundongo)
673 Regiéo variavel ;2301(1 (camléndong)yo)

: 7 (camundongo

8 de cadeia leve (VL) 5E7 (camundongo)
9 12G6 (camundongo)
10 23E6 (camundongo)
11 2C3 (camundongo)
12 7F11 (camundongo)
13 4B10 (camundonio)
14 Campath-1G®
15 CF1D12
16 8G3 (camundongo)
17 4G7 (camundongo)
18 9D9 (camundongo)
19 Regido variavel 11C11 (camundongo)
20 de cadeia pesada 3G7 (camundongo)
21 (VH) 5F7 (camundongo)
22 12G6 (camundongo)
23 23E6 (camundongo)
24 2C3 (camundongo)
25 7F11 (camundongo)
26 4B10 (camundongo)
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27 Campath-1H®

28 CF1D12 (camundongo)

29 8G3, 4G7, 9D9, 11C11, 3G7 (camundongo)

30 CDR-1 de cadeia leve 5F7 (camundongo)

31 12G6, 23E86, 2C3 (camundongo)

32 7F11 (camundongo)

33 4B10 (camundongo)

34 Campath-1H®

35 CF1D12 (camundongo)

36 8G)3, 11C11, 12G6, 23E6, 2C3 (camundon-
go

37 CDR-2 de cadeia leve 4G7 (camundongo)

38 9D9 (camundongo)

39 3G7 (camundongo)

40 5F7 (camundongo)

41 7F11, 4B10 (camundongo)

42 Campath-1H®

43 CF1D12, 8G3, 4G7, 9D9, 11C11, 3G7, 5F7
(camundongo)

44 . 12G6 (camundongo)

45 CDR-3 de cadeia leve 23E6 (camundongo)

46 2C3 (camundongo)

47 7F11 (camundongo)

48 4B10 (camundongo)

49 Campath-1H®

50 CF1D12, 4G7, 9D9, 11C11, 3G7 (camun-
dongo)

51 8G3 (camundongo)

52 CDR-1 de cadeia pesada 5F7 (camundongo)

53 12G6 (camundongo)

54 23E6 (camundongo)

55 2C3 (camundongo)

56 7F11, 4B10 (camundongo)

57 Campath-1H®

58 CF1D12 (camundongo)

59 8G3 (camundongo)

60 4G7 (camundongo)

61 . 9D9, 11C11, 5F7 (camundongo

62 CDR-2 de cadeia pesada 3G7 (camundongc(>) g0)

63 12G6, 2C3 (camundongo)

64 23E6 (camundongo)

65 7F11 (camundongo)

66 4B10 (camundongo)

67 Campath-1H®

68 CF1D12, 9D9 (camundongo)

69 8G3, 4G7, 11C11, 3G7 (camundongo)

70 . 5F7 (camundongo)

71 CDR-3 de cadeia pesada 556 53F6 (camundongo)

72 2C3 (camundongo)

73 7F11 (camundongo)

74 4B10 (camundongo)

75 ML kappa lider (iniciador forward em se-

Iniciadores de cadeia leve guéncia lider)
76 FR1-ML kappa (Iniciador forward na regido
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framework 1)

ML kappa const (Iniciador reverse em regiéo

7 constante)
78 VK-MK (Iniciador forward na regido frame-
work 1)
79 MKC-Const (Iniciador reverse em regiao
constante)
80 MH-SP-ALT1 (iniciador forward em sequén-
cia lider)
81 MH-SP-ALT2 (iniciador forward em sequén-
cia lider)
82 MH-FR1 (Iniciador forward na regido frame-
work 1)
83 MH-FR1-1 (Iniciador forward na regido fra-
mework 1)
84 MH-J2 (Iniciador reverse em regido J)
85 MH-gamma-const (Iniciador reverse em regi-
a0 constante)
86 VH MH1 (Iniciador forward na regido frame-
work 1)
VH MH2 (Iniciador forward na regido frame-
87
Iniciadores de work 1) — =
88 cadeia pesada VH MH3 (Iniciador forward na regido frame-
work 1)
89 VH MH4 (Iniciador forward na regi&o frame-
work 1)
% VH MHS5 (iniciador forward na regido frame-
work 1)
91 VH MHS6 (Iniciador forward na regido frame-
work 1)
90 VH MH7 (Iniciador forward na regiéo frame-
work 1)
93 IgG1 (Iniciador reverse em regido constante
CH1 de IgG1 de camundongo igG1)
94 IgG2A (Iniciador reverse em regido constan-
te CH1 de IgG2A de camundongo)
95 IgG2B (Iniciador reverse em regido constan-
te CH1 de IgG2B de camundongo
96 VH (parcial) 4B10 (camundongo): alinhamento
97 Linhagem germinativa VH3-72: alinhamento
humana (VH)
98 VH (parcial) 4B10 (humanizado): alinhamento
99 VL de. camundongo 4B10 (camundongo): alinhamento
(parcial)
100 Linhagem germinativa VK2-A18b: alinhamento
humana (VL)
101 VL (parcial) 4B10 (humanizado): alinhamento
102 VL 4B10-VK1 (humanizado)
103 VH 4B10-VH1 (humanizado
104 WT
105 MUT 1
106 Peptideos mutantes de MUT 2
107 varredura por alanina MUT 3
108 de CD52 MUT 4
109 MUT 5
110 MUT 6
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111

112

113

114

115

MUT 7

MUT 8

MUT 9

MUT 10

K/IRSSQSLL/NV/IXS/TN/DGXS/TYLX

161

116 LC CDR-1 KIRSSQSLLVIHS/TNGXS/TYLH

117 RSSQSLVHTNGNS/TYLH

118 XVSXXXS

119 LC CDR-2 XVSXRXS

120 MVSXRES

121 XQXXH/RIKEILVIXX

122 LC CDR-3 SQSXH/RIKFILVIPX

123 SQSXHVPF/P

124 GEXEXXYW/YMX

125 HC CDR-1 GETEXXYW/YMX

126 GETETDYW/YMS

127 XIRXKXBXYXTXYXXSVKG

128 HC CDR-2 XIRXKXNXYTTEYXXSVKG

129 FIRNKANGYTTEYXXSVKG

130 TXXXYIFIW

131 HC CDR-3 TRYXY/FAWEDY

132 TRYIF/WFDY
]

133 JHB WGQGTTVTVSS

134 K2 FGQGTKLEIK

135 JK5 FGQGTRLEIK
]

136 SFD1

137 VH SFD2 Zf

138 VL VK2

139 SFD1

140 12

141 15

142 VH 16

143 17 é

144 19 <

145 VK1

146 VK11

147 VL VK12

148 VK13

149 SFD1

150 VH10

151 VH VHAT

152 VH12 12

153 VK1 G

154 VK10 6

155 VL VKT

156 VK12

157 VK13
|

158 VH10 o

159 VHA1

160 VH VHA5 g
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162 VH17
163 VH18
164 VK2
165 VK12
166 VL VK13
167 VK14
168 VK15
|
169 MUT 1
170 MUT 2
171 MUT 3
172 MUT 4
173 MUT 5
174 MUT 6
175 Peptideos por varredura MUT 7
176 de alanina de CD52 MUT 8
177 MUT 9
178 MUT 10
179 MUT 11
180 MUT 12
181 WT1
182 WT2
183 Toxoide tetanico HLA- DTIMMEPPYCKGLDIYYKA
184 Peptideos de ligagdo a DR SAMLTNLIIFGPGPVLNKNEV
185 NNFTVSFWLRVPKVSASHLE
Peptideo "irrelevante”
186 de ligacdo a HLA-DR CS 378-398
187 978
188 979
189 980
190 981
191 982
192 983
193 984
1 gg Campath-1H® ggg
13? LLC sobrepondo-se a pep- gg;
198 tideos dg 15 mer para es- 999
799 tudo de imunogenicidade 990
200 991
201 992
202 993
203 994
204 995
205 996
206 997
207 998
208 999
222 Campath-1H® 199
g: ; HC sobrepondo-se a pepti- 188%
513 deos Qe 15 mer para estu- 1004
514 do de imunogenicidade 1005
215 1006
216 1007
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217 1008
218 1009
219 1010
220 1011
221 1012
222 1013
223 1014
224 1015
225 1016
226 1017
227 1018
228 1019
229 1020
230 1027
231 1028
232 1029
233 1030
234 1031
235 1032
236 1072
237 1073
238 1074
539 12G6-SFD1/K12 1036
22? LC sobrepondo-se a pep- :822
542 tideos dga 15 mer para es- 1039
543 tudo de imunogenicidade 1040
244 1041
245 1042
246 1043
247 1075
248 1076
249 1077
250 1078
251 1048
252 1049
253 1050
254 1079
255 1080
256 1081
257 1082
258 1055
259 12G6-SFD1/K12 1056
260 1060
261 HC sobrepondo-se a pep- 1061
262 tideos de 15 mer para es- 1062
263 tudo de imunogenicidade 1063
264 1064
265 1065
266 1066
267 1067
268 1068
269 1083
270 1084
271 1085
272 HC 2C3-SFD1
273 LC 2C3-K12
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3
274 HC 7F11-SFD1 7F
275 LC 7F11-K2 11
276 HC 9D9-H16 9
277 9D9-H18 D
278 LC 9D9-K13 9
279 HC 12G6-SFD1 12
280 LC 12G6-K12 S
281 HC 4B10-H1 4B
282 L.C 4B10-K1 10
283 HC (&cido nucleico) 2C3-SFD1 2
284 LC (&cido nucleico) 2C3-K12 g
285 HC (acido nucleico) 7F11-SFDA1 7F
286 LC (&cido nucleico) 7F11-K2 11
287 s . 9D9-H16 9
588 HC (&cido nucleico) 9D9-H18 D
289 LC (acido nucleico) 9D9-K13 9
290 HC (acido nucleico) 12G6-SFDA1 12
291 LC (4cido nucleico) | 12G6-K12 N
292 HC (acido nucleico) 4B10-H1 4B
293 LC (acido nuclieico) 4B10-K1 10
294 HC CDR-3 7F11-SFD2 (ARYIFFDY) 3'1:

Os ensinamentos de todas as patentes, pedidos de patentes pu-

blicados e referéncias citadas neste relatério descritivo sao aqui incorpora-

dos em sua totalidade por referéncia neste pedido de patente.

Embora esta invencao tenha sido especificamente apresentada

e descrita com referéncia a concretizagdes de exemplos desta, sera enten-

dido por aqueles versados no estado da técnica que varias alteragbes em

forma e detalhes poderao ser efetuadas na mesma, sem se afastar do &mbi-

to da invencao abrangida pelas reivindicacdes anexadas.
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REIVINDICAGCOES

1. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve e a cadeia
pesada compreendem as trés regides determinantes de complementaridade
(CDRs) encontradas em:

a) SEQ ID NOs: 3 e 16, respectivamente;

b) SEQ ID NOs: 4 e 17, respectivamente;

c) SEQ ID NOs: 5 e 18, respectivamente;

d) SEQ ID NOs: 6 e 19, respectivamente;

e) SEQ ID NOs: 7 e 20, respectivamente;

f) SEQ ID NOs: 8 e 21, respectivamente;

g) SEQ ID NOs: 9 e 22, respectivamente;

h) SEQ ID NOs: 10 e 23, respectivamente;

1) SEQ ID NOs: 11 e 24, respectivamente;

J) SEQ ID NOs: 12 e 25, respectivamente;

k) SEQ ID NOs: 12 e 137, respectivamente; ou

[) SEQ ID NOs: 13 e 26, respectivamente.

2. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana, ou parte de ligacéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que se liga ao mesmo epitopo
em CD52 humana que o anticorpo monoclonal ou parte de ligagdo a antige-
no como definido na reivindicagéo 1.

3. Aniicorpo monoclonal anti-CD52 humana, ou parte de ligagao
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que compete ou compete de
modo cruzado com o anticorpo monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno
como definido na reivindicacéo 1.

4. Anticorpo monoclonal ou parte de ligacéo a antigeno de acor-
do com a reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que compreende (H)-
CDR1, H-CDR2, H-CDR3 de cadeia pesada e (L)-CDR1, L.-CDR2, e L-CDR3
de cadeia leve, cujas sequéncias de aminoacidos s&o:

a) SEQ ID NOs: 51, 59, 69, 29, 36 e 43, respectivamente;

b) SEQ ID NOs: 50, 60, 69, 29, 37 e 43, respectivamente;

¢) SEQ ID NOs: 50, 61, 68, 29, 38 e 43, respectivamente;
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d) SEQ ID NOs: 50, 61, 69, 29, 36 e 43, respectivamente;
e) SEQ ID NOs: 50, 62, 69, 29, 39 e 43, respectivamente;
f) SEQ ID NOs: 52, 61, 70, 30, 40 e 43, respectivamente;
g) SEQ ID NOs: 53, 63, 71, 31, 36 e 44, respectivamente;
h) SEQ ID NOs: 54, 64, 71, 31, 36 e 45, respectivamente;
i) SEQ ID NOs: 565, 63, 72, 31, 36 e 46, respectivamente;
j) SEQ ID NOs: 56, 65, 73, 32, 41 e 47, respectivamente;
k) SEQ ID NOs: 56, 65, 294, 32, 41 e 47, respectivamente; ou
) SEQ ID NOs: 56, 66, 74, 33, 41 e 48, respectivamente.

5. Anticorpo monoclonal ou parte de ligagido a antigeno de acor-

do com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve e a

cadeia pesada do referido anticorpo compreendem as sequéncias de amino-

acidos de:

a) SEQ ID NOs: 3 e 16, respectivamente;
b) SEQ ID NOs: 4 e 17, respectivamentie;
c) SEQ ID NOs: 5 e 18, respectivamente;
d) SEQ ID NOs: 6 e 19, respectivamente;
e) SEQ ID NOs: 7 e 20, respectivamente;
f) SEQ ID NOs: 8 e 21, respectivamente;
g) SEQ ID NOs: 9 e 22, respectivamente;
h) SEQ ID NOs: 10 e 23, respectivamente;
i) SEQ ID NOs: 11 e 24, respeciivamente;
j) SEQ ID NOs: 12 e 25, respectivamente; ou
k) SEQ ID NOs: 13 e 26, respectivamente.

6. Anticorpo monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno de acor-

do com a reivindicacéo 1, caracterizado pelo fato de que a referida cadeia

pesada e a cadeia leve compreendem as sequéncias de aminoacidos de:

a) SEQ ID NOs: 103 e 102, respectivamente;
b) SEQ ID NOs: 136 e 138, respectivamente;
c) SEQ ID NOs: 137 e 138, respectivamente;
d) SEQ ID NOs: 139 e 147, respectivamente;
e) SEQ ID NOs: 149 e 155, respectivamente;
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) SEQ ID NOs: 149 e 156, respectivamente;

g) SEQ ID NOs: 158 e 165, respectivamenie;

h) SEQ ID NOs: 158 e 166, respectivamente;

1) SEQ ID NOs: 159 e 165, respectivamente;

j) SEQ ID NOs: 159 e 166, respectivamente;

k) SEQ ID NOs: 161 e 166, respectivamente; ou

) SEQ ID NOs: 163 e 166, respectivamente.

7. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 272 e 273, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-
cao.

8. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoéacidos de
SEQ ID NOs: 274 e 275, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-
¢ao.

9. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreende as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 276 e 278, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-
¢cao.

10. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 277 e 278, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-
cao.

11. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreendem as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 279 e 280, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-

cao.
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12. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada e a cadeia
leve do referido anticorpo compreende as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 281 e 282, respectivamente, sem as sequéncias de sinaliza-
cao.

13. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve do referido
anticorpo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NOs: 102, 138, 145-148, 153-157 e 164-
168.

14. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagéo
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia leve do referido
anticorpo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NOs: 273, 275, 278, 280 e 282, sem as se-
quéncias de sinalizacgéo.

15. Cadeia leve ou parte desta de anticorpo, caracterizada pelo
fato de que compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NOs: 102, 138, 145-148, 153-157, 164-168,
273, 275, 278, 280 e 282, sem as sequéncias de sinalizagdo, se presentes.

16. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligagao
a antigeno deste, caracterizado pelo fato de que a cadeia pesada do referido
anticorpo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NOs: 103, 136, 137, 139-144, 149-152 e
158-163.

17. Anticorpo monoclonal anti-CD52 humana ou parte de ligacao
a antigeno deste, caracterizado pelo faio de que a cadeia pesada do referido
anticorpo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo constituido por SEQ ID NOs: 272, 274, 276, 277, 279 e 281, sem
as sequéncias de sinalizagao.

18. Cadeia pesada ou parte desta de anticorpo, caracterizada
pelo fato de que compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo constituido por SEQ ID NOs: 103, 136, 137, 139-144, 149-
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152, 168-163, 272, 274, 276, 277, 279 e 281, sem as sequéncias de sinali-
Zagao se presenies.

19. Acido nucleico isolado, caracterizado pelo fato de que codifi-
ca a cadeia pesada ou uma parte de ligagao a antigeno desta, ou da cadeia
leve ou de parte de ligacdo a antigeno desta de um anticorpo ou parte de
ligagdo a antigeno deste como definido em qualquer uma das reivindicacoes
1a14,16 e 17.

20. Uso de um acido nucleico isolado compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideos de cadeia pesada e um Aacido nucleico isolado
compreendendo uma sequéncia de nucleotideos de cadeia leve, caracteri-
zado pelo fato de ser para a producdo de um medicamento para tratar um
paciente em necessidade deste, em que a referida sequéncia de nucleoti-
deos de cadeia pesada e a sequéncia de nucleotideos de cadeia leve séo

selecionadas a partir do grupo constituido por:

a) SEQ ID NO: 283 e SEQ ID NO: 284, respectivamente, ambas
sem sequeéncias codificadoras de peptideos de sinalizacao;

b) SEQ ID NO: 285 e SEQ ID NO: 286, respectivamente, ambas
sem sequéncia codificadoras de peptideos de sinalizacao;

c) SEQ ID NO: 287 e SEQ ID NO: 289, respectivamente, ambas
sem sequéencias codificadoras de peptideos de sinalizacgéo;

d) SEQ ID NO: 288 e SEQ ID NO: 289, respectivamente, ambas
sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinalizacdo;

e) SEQ ID NO: 290 e SEQ ID NO: 291, ambas, respectivamente,
sem sequéencias codificadoras de peptideos de sinalizacéo; e

f) SEQ ID NO: 292 e SEQ ID NO: 293, ambas, respectivamente,

sem sequéncias codificadoras de peptideos de sinalizacao.

21. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que compre-
ende uma primeira sequéncia de acido nucleico codificadora da cadeia pe-
sada ou de parte de ligagdo a antigeno desta de um anticorpo monoclonal
como definido em qualquer uma das reivindicacbes 1 a 14, 16 e 17, a referi-
da primeira sequéncia de acido nucleico, ligada operacionalmente a um ele-

mento de controle de expressao, e uma segunda sequéncia de nucleico co-
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dificando a cadeia leve ou uma parte de ligacdo a antigeno desta do referido
anticorpo monoclonal, a referida segunda sequéncia de acido nucleico, liga-
da operacionalmente a um elemento de controle de expressao.

22. Anticorpo monoclonal ou parte de ligagdo a antigeno de a-
cordo com a reivindicagdo 1 a 14, 16 e 17, caracterizado pelo fato de ser
para o tratamento de uma doenga autoimune.

23. Anticorpo monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno de a-
cordo com a reivindicacdo 1 a 14, 16 e 17, caracterizado pelo fato de ser
para o tratamento de cancer.

24.. Anticorpo monoclonal ou parte de liga¢do a antigeno de a-
cordo com a reivindicacao 1 a 14, 16 e 17, caracterizado pelo fato de ser
para inibir a angiogénse.

25. Uso do anticorpo monoclonal ou parte de ligagdo a antigeno
de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 14, 16 e 17, caracteri-
zado pelo fato de ser para a produgado de um medicamento para tratar uma
doenga autoimune em um paciente em necessidade deste.

26. Uso do anticorpo monoclonal ou parte de ligagdo a antigeno
de acordo com qualquer uma das reivindicacbtes 1 a 14, 16 e 17, caracteri-
zado pelo fato de ser para a produgéo de um medicamento para tratar can-
cer em um paciente em necessidade deste.

27. Uso do anticorpo monoclonal ou parte de ligagdo a antigeno
de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 14, 16 e 17, caracteri-
zado pelo fato de ser para a producdo de um medicamento para tratar um
paciente em necessidade de transplante.

28. Uso do anticorpo monoclonal ou parte de ligacdo a antigeno
de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 14, 16 e 17, caracteri-
zado pelo fato de ser para a produgcado de um medicamento para tratar neo-
vascularizagdo em um paciente em necessidade deste.

29. Uso do anticorpo ou parte de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 14, 16 e 17, caracterizado pelo fato de ser como medica-

mento.

Peticéio 870200134569, de 26/10/2020, pég. 13/14
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FIG. 6
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FIG. 7
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Level of CD4 T cells fn the blood 72 hrs post dosing
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Fig. 11 Level of CD4 T cells in the blood 72 brs post dosing
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Humanized 7F11 clone heavy chain variable region sequences

7F11-SFD1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMSWVRQAPGKGLEWVGFIRNK
ANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTIRYIFFDYWG
QGTTVTVSS (SEQID NO: 136)

7F11-SFD2
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMSWVRQAPGKGLEWVGFIRNK
ANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCARYIFFDYWG
QGTTVTVSS (SEQID NO: 137)

Humanized 7F11 clone light (kappa) chain variable region sequence
7F11-VK2
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSLYHTNGNSYLHWYLQKPGQSPQLLIYMY

SNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTHVPFTFGQGTKLEIK
(SEQID NO: 138)

FIG. 24



30/194

/ \’7F11-SFD2/K2
/ \’7F11-SFD1/K2
/ \ P7F11-Chimeric

> 1gG

T W ¢ ¢ =1l‘
CD52

FIG. 25



31/194

vo¢Z "Old

_ (vv1 'ON A1 0HS) SSALALLOODMAGAdLIAAAYLUALLXISNN
OTAASNISATUSILIIOMASTVAH.LVANNS N THIOVAM T TONAIVOIAMNINM X LNALIDS VYIS TANSODJOATOOOSHATOAH
6THA-€DT

_ _ (£v1:ONAIOFS) SSALALLODOMIGAdLIAAAVIGHIN TSN
OTAASNISAMISILIYONASAV AHLVANNS Y THIOVAM T TOIOIVOIAMNINM A LNALADS VYOS TANSDOIOATODOSHATOAT
LTHA-€DT

. _ (Z¥1 :ON A1 0FS) SSALALLOOOMITAdLOAAAVIAILA TSN
OTAASNISAQUSILIYONASTV AHLVANNSY TIIOVAM T TONOIVOIAMNINMALNA LIDS VYOS L ISODIOATOOOSTATOAT
ITHA-€DT

_ (Iv1 :ON a1 OHS) SSALALLOOOMITAILIAAAVIAZLNTSN
WOTATSNISATISILITONASAV AHLVANNS I TIIOVA T 10D VOUAMNAM A LNALIDSY VIS THISDOIOATODOSTATOAH
STHA-€DT

_ (0vT :ON I OHES) SSALALLODOMAAAdLIAAAVLIAALITSNA
OTAASNMSATISILIEONASAV AHLY ANNSH THIOOAME TONOIVOUAMNNM ALNALIOSY VIS I ISOOdOATOOOSHATOAL
TLHA€0T

(6£1 :ON A O4S) SSALALLODOMAUAILIAAAVLIAILITISN
WO TATSNYSATUSILIYOMASAV AHLY ANNS I THIODAM T TONOd VOUAMNINM ALNALIOSV VIS TATSODIOATODOSTATOAT
1a4s-€02

saouonbas uoiBa ajqelieA ureyd AABY U0 €7 PIZIUEWNY



32/194

g9¢ Old

L _(8v1:ON QI 0ds) MHTILOODILHTHLOOADAAADAC
AVIAYSIITLIALOSOSOSTIAIADSADISATAI TINdS OO IO TIMNTALIONS A TISOSSMOSISAdODILAS TS TdLOLIAIA
ECIIA-€DT

_ _ (y1:ON@10dS) VETRILOODIIHTHLODADAAADAU
AVAAUSITLIALOSOSOS TAJADSATISATAI TIOISOOTIO TIMNTALIONS A TISOSSMOSIS VIO LAS IS TALOIWAIA
TDIA€DT

_ (91 :ON.a10FS) IATILOOOILHTHLOOADAAADAU
TVIAYSTITLIALOSOSOSTIAIADSADISATAI TIOISOO IO TAMN TALIONS A TISOSSMISIS VAOOIAS TS TALOLWAIA
TDIAEDT

(sy1:0N a1 08S) MATILOOOLLHTHIOOADAAADAQ
TVIAISIITLIALOSOSOSTIAIADSATISATAITIOISOO IO TAMNTALIONS A TISOSSMISISVIOOdIAS IS TALOLWAIA
INA-€DT

sauanbas uoidax sfqerrea ureyd (eddey ) 3431 duopd £)7 PIZIUBWINE]



33/194

a/¢ '9Old

2509
TR T TR T

ob| « _Ewiw
OLBUWIYD-EDT « )\llll
ZIM/LA4S-€02 « <]la]
ZIMIZLH-EDT « /\\L
ZINISLH-EDZ « )\l\’
ZIMQLH-EDZ « /\\\q’
ZIM/BLH-EOT « )4\\(\
SIS LH-EDT « )\i\\
EIM/LLH-EDT « )x\\l!.\
EIM/6LH-E€DT « <\|\

06|

OUAWIYD-EDZ

IXM/1A4S-€0¢

LIX/1a4S-€0¢

VIM/ILLH-€D¢

ciM/1ads-€d¢

\ZXAIE




34/194

Humanized 12G6 clone heavy chain variable region sequences

12G6-SFD1
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVGQIRLK
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT
VTVSS (SEQ ID NO: 149)

12G6-VH 10
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVGQIRLK
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT
VTVSS (SEQ ID NO: 150)

12G6-VH 11
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAQIRLK
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT
VTVSS (SEQID NO: 151)

12G6-VH12
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMNWVRQAPGKGLEWVAQIRLK
SNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSVYLQMNSLKTEDTAVYYCTPIDYWGQGTT
VTVSS (SEQID NO: 152)

FIG. 28A
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Humanized 12G6 clone light (kappa) chain variable region sequence

12G6-VK1
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIY
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK
LEIK (SEQ ID NO: 153)

12G6-VK10
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIY
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK
LEIK (SEQID NO: 154)

12G6-VK11
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPKRLIY
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK
LEIK (SEQ ID NO: 155)

12G6-VK12
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYVLQKPGQSPQRLIY
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK
LEIK (SEQIDNO: 156)

12G6-VK13
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNWYLQKPGQSPQRLIY
LVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGSHFHTFGQGTK
LEIK (SEQID NO: 157)

FIG. 28B
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Humanized 9D9 clone heavy chain variable region sequences

9D9-VH10
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLEWVSEIRNKA
KNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGTTV
TVSS (SEQID NO: 158)

9D9-VHI11
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWYVRQAPGKGLELTAEIRNK
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKSTVYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT
TVIVSS (SEQ ID NO: 159)

9D9-VH15
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELTAEIRNK
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT
TVTVSS (SEQ ID NO: 160)

9D9-VH 16
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELVSEIRNK
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT
TVTVSS (SEQIDNO: 161)

9D9-VH 17
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELTSEIRNK
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT
TVIVSS (SEQ ID NO: 162)

9D9-VH 18
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWVRQAPGKGLELVAEIRNK
AKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTTLDSWGQGT
TVIVSS (SEQ ID NO: 163)

FIG. 30A
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Humanized 9D9 clone light (kappa) chain variable region sequences

9D9-VK2
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPQLLIYL
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK
LEIK (SEQ ID NO: 164)

9D9-VK12
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPKRLIYL
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK
LEIK (SEQ ID NO: 165)

9D9-VK13
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWLLQKPGQSPQRLIYL
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK
LEIK (SEQ ID NO: 166)

9D9-VK14
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPQRLIYL
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK
LEIK (SEQID NO: 167)

9D9-VK15
DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNWYLQKPGQSPKRLIYL
VSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCWQGTHFPWTFGQGTK
LEIK (SEQ IDNO: 168)

FIG. 30B
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Campath-1H® analysis: donor BMS484
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12G6-SFD1/K12 analysis: donor BMS165
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Humanized 2C3 clone full-length heavy chain sequence

2C3-SFD1
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFNTYWMNWV
RQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLY LQMNSLKTEDTAV
YYCIPVDFWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQIDNO: 272)

Humanized 2C3 clone full-length light chain sequence

2C3-K12
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYLNW
LLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQGTHL
HTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNAL
QSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C (SEQID NO: 273)
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Humanized 7F11 clone full-length heavy chain sequence

7F11-SFD1
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFTDYYMSWV
RQAPGKGLEWVGFIRNKANGYTTEYNASVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTEDTA
VYYCTRYIFFDY WGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEP
VTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKV
DKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED
PEVKENWYVDGVEVHNAK TKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN
KALPAPIEK TISK AKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSL
SLSPGK (SEQ ID NO: 274)

Humanized 7F11 clone full-length light chain sequence

7F11-K2
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSLVHTNGNSYLH
WYLQKPGQSPQLLIYMVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQSTH
VPFTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR
GEC (SEQID NO: 275)
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Humanized 9D9 clone full-length heavy chain sequences

9D9-H16
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWV
RQAPGKGLELVSEIRNKAKNHATYYAESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCITLDSWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 276)

9D9-H18
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDAWMDWV
RQAPGKGLELVAEIRNKAKNHATYY AESVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAV
YYCITLDSWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVS
WNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVE
PKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 277)

Humanized 9D9 clone full-length light chain sequence

9D9-K13
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLDSDGKTYLNW
LLQKPGQSPQRLIYLVSALDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVY YCWQGTHF
PWTFGQGTKLEIKRTVAAPSVEIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRG
EC (SEQID NO: 278)
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Humanized 12G6 clone full-length heavy chain sequence

12G6-SFD1
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSNYWMN
WVRQAPGKGLEWVGQIRLKSNNYATHYAESVKGRFTISRDDSKNSLYLQMNSLKTE
DTAVYYCTIPIDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFP
EPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 279)

Humanized 12G6 clone full-length light chain sequence

12G6-K12
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLLYSNGKTYL
NWVLQKPGQSPQRLIYLVSKLDSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCVQ
GSHFHTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWK
VDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVT
KSFNRGEC (SEQ ID NO: 280)
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Humanized 4B10 clone full-length heavy chain sequence

4B10-H1
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMSW
VRQAPGKGLEWVGFIRNKANGYTTEYSASVKGRFTISRDDSKNSLYLOMNSLKTED
TAVYYCARYIWFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKP
SNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVV
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSD
IAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEAL
HNHYTQKSLSLSPGK (SEQID NO: 281)

Humanized 4B10 clone full-length light chain sequence

4B10-K1
MEAPAQLLFLLLLWLPDTTGDIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCRSSQSLVHTNGNTYL
HWYLQKPGQSPQLLIYMVSNRFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYCSQ
SAHVPPLTFGQGTRLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQ
WKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSS
PVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 282)
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Humanized 2C3 clone full-length heavy chain nucleic acid sequence

2C3-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCACTTTCAATACCTACTGGATGAACTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTCAAATTAGATTGAAATCTAAT
AATTATGCAACACATTATGCGGAGTCTGTGAAAGGGCGGTTCACCATCTCCAGAGA
TGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTGC
CGTTTATTACTGTACCCCAGTTGACTTTTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTC
CTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCIG
GGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTIG
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
AACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC
ATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACA
GCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
(SEQ ID NO: 283)

Humanized 2C3 clone full-length light chain nucleic acid sequence

2C3-K12
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTICCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GACATTGTGATGACCCAGACTCCACTCAGTTTGTCAGTTACCCCTGGACAACCAGC
CTCAATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAACCTATTT
GAACTGGTTATTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCGCCTAATCTATCTGGTGT
CTAAATTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACAGAT
TTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCGT
GCAAGGTACACATCTGCACACGTTCGGTCAAGGGACCAGGCTGGAGATAAAACGAA
CTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTICCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGC
CTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGC
CTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCITCAACAGGGGAGAGT
GITAG (SEQID NO: 284)
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Humanized 7F11 clone full-length heavy chain nucleic acid sequence

7F11-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGCTTCACATTCACCGACTATTACATGAGCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTTTCATAAGGAACAAGGCTAA
CGGTTATACAACCGAGTACAACGCTTCCGTTAAAGGCCGGTTCACCATCTCCAGAG
ATGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTG
CCGTTTATTACTGTACCAGGTATATCTTTTTCGATTACTGGGGCCAAGGCACCACTG
TCACAGTICTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAA
GAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGG
TGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTICCCGGCTGICCTA
CAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACC
CAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTIGAG
CCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCICTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTG
GACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTA
CCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGC
AGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAG
CAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCIGTCTCCGG
GTAAATGA (SEQ ID NO: 285)

Humanized 7F11 clone full-length light chain nucleic acid sequence

7F11-K2
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GATATTGTAATGACCCAAACACCCCTCTCTCTTTCAGTCACACCTGGACAGCCAGCG
TCCATCTCCTGCAGGTCCTCACAGAGTCTCGTGCACACCAATGGCAATTCCTACCTG
CATTGGTACCTGCAGAAGCCCGGGCAGAGCCCCCAGTTGCTGATCTATATGGTGTC
TAATCGGTTCTCCGGAGTCCCCGACAGATTTTCTGGTTCAGGGTCTGGAACTGATTT
TACACTGAAGATTAGTCGGGTCGAGGCCGAGGATGTAGGCGTGTATTACTGCTCAC
AAAGCACACATGTGCCGTTCACTITCGGCCAAGGAACAAAGCTCGAAATCAAGCGA4
CTGTGGCAGCACCAAGCGTICTTCATCTICCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGC
CTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGAT
AACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCAC
CTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGC
CTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAGAGT
GITAG (SEQID NO: 286)

FIG. 112



191/194

Humanized 9D9 clone full-length heavy chain leic acid

;|

9D9-H16
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGAGAG
GTACAGCTTCTTGAAAGTGGAGGTGGCCTTGTCCAACCCGGAGGGTCATTGCGGTTGAG
CTGTGCGGCAAGTGGCTTCACCTTCTCTGACGCTTGGATGGACTGGGTGAGACAAGCCC
CCGGTAAGGGACTGGAGTTGGTTTCTGAAATCAGGAACAAGGCCAAGAACCATGCAAC
ATATTATGCCGAAAGTGTGAAGGGAAGGTTCACAATCAGTAGAGATAACAGCAAGAACA
CACTGTACCTCCAGATGAACAGCCTCAGAGCTGAGGACACCGCCGTCTATTATTGTACC
ACTCTCGATTCATGGGGGCAGGGTACCACCGTTACAGTCAGCAGCGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTG
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCAC
CTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTICITCCIC
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ
ID NO: 287)

9D9-H18
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGAGAG
GTACAGCTTCTTGAAAGTGGAGGTGGCCTTGTCCAACCCGGAGGGTCATTGCGGTTGAG
CTGTGCGGCAAGTGGCTTCACCTTCTCTGACGCTTGGATGGACTGGGTGAGACAAGCCC
CCGGTAAGGGACTGGAGTTGGTTGCTGAAATCAGGAACAAGGCCAAGAACCATGCAAC
ATATTATGCCGAAAGTGTGAAGGGAAGGTTCACAATCAGTAGAGATAACAGCAAGAACA
CACTGTACCTCCAGATGAACAGCCTCAGAGCTGAGGACACCGCCGTCTATTATTGTACC
ACTCTCGATTCATGGGGGCAGGGTACCACCGTTACAGTCAGCAGCGCCTCCACCAAGGGC
CCATCGGTCITCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTG
CCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCG
GCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCA
AGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTIGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCAC
CTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCT
CCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAG
GTCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAAT
GGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTIGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCIC
TACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCICATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA (SEQ
ID NO: 288)
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Humanized 9D9 clone full-length light chain nucleic acid sequence

9D9-K13
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GATATCGTGATGACACAAACTCCCCTGTCTCTGTCTGTAACTCCAGGTCAGCCCGC
GAGTATTTCATGTAAGAGCAGCCAATCCCTGCTGGACAGCGACGGGAAGACCTACC
TGAACTGGTTACTCCAAAAGCCAGGACAAAGTCCCCAACGCCTTATTTACCTGGTGT
CAGCCCTGGACTCTGGCGTGCCCGATCGATITAGCGGCAGCGGGAGTGGCACAGAT
TTCACCCTGAAAATATCCCGCGTCGAGGCCGAAGATGTGGGCGTGTACTACTGCTG
GCAGGGCACACATTTCCCCTGGACATTTGGTCAGGGGACAAAGCTGGAAATTAAAC
GAACTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAAC
TGCCTCTGITGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTG
GATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAG
CACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTA
CGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGAG
AGTGITAG (SEQ ID NO: 289)
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Humanized 12G6 clone full-length heavy chain nucleic acid sequence

12G6-SFD1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTICTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCCCATTCAGTAACTACTGGATGAACTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTCAAATTAGATTGAAATCTAAT
AATTATGCAACACATTATGCGGAGTCTGTGAAAGGGCGGTTCACCATCTCCAGAGA
TGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTGC
CGTTTATTACTGTACCCCAATTGACTATTGGGGCCAAGGCACCACTGTCACAGTCTC
CTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTG
GGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGG
ACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCTACAT
CTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGCCCAAATCTTG
TGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGT
GGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGG
AGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTIGGTC
AGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCC
A4CAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGAC
ATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACA
GCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATG
CATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATGA
(SEQ ID NO: 290)

Humanized 12G6 clone full-length light chain nucleic acid sequence

12G6-K12
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GACATTGTGATGACCCAGACTCCACTCAGTTTGTCAGTTACCCCTGGGCAACCAGC
CTCTATCTCTTGCAAGTCAAGTCAGAGCCTCTTATATAGTAATGGAAAAACCTATTT
GAACTGGGTTTTACAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCGCCTAATCTATCTGGTGT
CTAAACTGGACTCTGGAGTCCCTGACAGGTTCTCTGGCAGTGGATCAGGAACAGAT
TTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCGT
GCAAGGTTCACATTTTCACACGTTCGGTCAAGGGACCAAGCTGGAGATTAAACGAAC
TGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACTGCC
TCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGTGGATA
ACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACC
TACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCTACGCC
TGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCITCAACAGGGGAGAGTG
TTAG (SEQ ID NO: 291)
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Humanized 4B10 clone full-length heavy chain nucleic acid sequence

4B10-H1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GAGGTACAGCTGGTGGAGTCGGGAGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGTTCTCTGA
GACTCTCCTGTGCAGCTTCTGGATTCACCTTTTCTGATTACTACATGAGCTGGGTCC
GCCAGGCTCCAGGGAAGGGACTTGAGTGGGTGGGTTTTATTAGAAACAAAGCTAAT
GGTTACACAACAGAGTACAGTGCATCTGTGAAGGGTCGGTTCACCATCTCCAGAGA
TGATTCCAAAAACAGCCTCTATCTTCAAATGAATTCCCTGAAAACTGAAGACACTGC
CGTTTATTACTGTGCAAGATATATCTGGTTTGACTACTGGGGCCAAGGCACCACTGT
CACAGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCCCTGGCACCCTCCTCCAAG
AGCACCTCTGGGGGTACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGT
GACGGTGTCGTGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTAC
AGTCCTCAGGACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCGIGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCC
AGACCTACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAAAGTTGAGC
CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGAC
CGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGG
TCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTG
CAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGG
TCAGCCTGACATGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCA
ATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCT
TCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGTCCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCT
CCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTA
AATGA (SEQ ID NO: 292)

Humanized 4B10 clone full-length light chain nucleic acid sequence

4B10-K1
ATGGAAGCCCCAGCGCAGCTTCTCTICCTCCTGCTACTCTGGCTCCCTGATACCACCGGA
GACATTGTGATGACCCAAACTCCACTCTCCCTGTCTGTCACTCCTGGACAACCAGCC
TCCATCTCTTGCAGATCTAGTCAGAGCCTTGTACACACTAATGGAAACACCTATTTA
CATTGGTACCTGCAGAAGCCAGGCCAGTCTCCACAGCTCCTGATTTATATGGTTTCC
AACCGATTTTCTGGGGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGGACAGATTT
CACACTCAAGATCAGCAGAGTGGAGGCTGAGGATGTGGGAGTTTATTACTGCTCTC
AAAGTGCACATGTTCCTCCGCTCACGTTCGGTCAAGGGACCAGGCTGGAGATTAAA
CGAACTGTGGCAGCACCAAGCGTCTTCATCITCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAA
CTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTICTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGGT
GGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAGGACA
GCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACACAAAGTCT
ACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTCAACAGGGGA
GAGTGTTAG (SEQ ID NO: 293)
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RESUMO
Patente de Invengéo: "ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CD52 HUMANA
OU PARTE DE LIGACAO A ANTIGENO DESTE E SEU USO, ACIDO NU-
CLEICO ISOLADO O CODIFICANDO E SEU USO, BEM COMO CADEIA
5 LEVE OU PARTE DESTA DE ANTICORPO, CADEIA PESADA OU PARTE
DESTA DE ANTICORPO E CELULA HOSPEDEIRA".

A presente invencao refere-se a imunoglobulinas humanizadas,
anticorpos monoclonais de camundongo e anticorpos quiméricos que possu-
em especificidade de ligagdo por CD52 humana. A presente invengéo refere-

10 se ainda a uma cadeia leve humanizada de imunoglobulina e a uma cadeia
pesada humanizada de imunoglobulina. A invencao refere-se também a aci-
dos nucleicos isolados, vetores recombinantes e células hospedeiras que
compreendem uma sequéncia que codifica uma imunoglobulina humanizada
ou cadeia leve ou cadeia pesada de imunoglobulina e a um método para

15 preparar uma imunoglobulina humanizada. As imunoglobulinas humanizadas
podem ser usadas em aplicagbes terapéuticas para tratar, por exemplo, do-
enga autoimune, cancer, linfoma nao Hodgkin, esclerose miiltipla e leucemia

linfocitica crénica.

Peticéio 870200134569, de 26/10/2020, pég. 14/14
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