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Relatorio descritivo da Patente de Invencgao para:
“ANTICORPOS ESPECIFICOS PARA CLAUDINA 6 (CLDNG6)".

Os anticorpos foram introduzidos com SuUCesso na
clinica para uso na terapia do cancer e surgiram como a
terapéutica mais promissora em oncologia durante a ultima
década. Terapias a base de anticorpos para O cancer tém o
potencial de especificidade mais alta e menor perfil de
efeitos colaterals em comparagao com oS farmacos
convencionais. A razdo € uma distincdo precisa entre as
células normais e neoplésicas pelos anticorpos e o fato de
que seus modos de agao baseiam-se em mecanismos
antitumorais imunoldgicos menos téxicos, como ativagdo do
complemento e recrutamento de células imunes citotdxicas.

Claudinas sao proteinas integrais de membrana,
localizadas dentro das juncgdes firmes do epitélio e do
endotélio. Claudinas sdo previstas como tendo quatro
segmentos transmembrana Ccom duas alcas extracelulares e OsS
N e C terminais localizados no citoplasma. A familia de
proteinas transmembranares da claudina (CLDN) desempenha um
papel critico na manutencido das juncoées firmes epitelial e
endotelial e também podem desempenhar um papel na
manutencdo do citoesqueleto ¢ na sinalizacdo celular. A
expressdo diferencial destas proteinas entre as células

tumorais e normais, além das suas localizagbes na membrana,
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as torna alvos atrativos para a imunoterapia do cancer e o
uso de terapias a base de anticorpo para o alvejamento de
CLDNs na terapia do céncer promete um alto nivel de
especificidade terapéutica.

No entanto, a aplicacao clinica de agentes
terapéuticos direcionados para  CLDN enfrenta varios
obstéaculos. A expressdo ubiqua de CLDNs no corpo e o papel
critico das CLDNs na manutencido de juncdes firmes requer
especificidade alvo de terapéuticas direcionadas & CLDN a
fim de maximizar a especificidade do tratamento e minimizar
a toxicidade sistémica.

WO 2009/087978 refere-se aos anticorpos anti-CLDN6 e
ac uso destes como agentes anticdncer. En particular, os
anticorpos monoclonais designados AB3-1, AEl-16, RAE49-11 e
AE3-20 sdo descritos. No entanto, nenhum destes anticorpos
foi especifico para CLDN6, como mostrado por analise FACS
no Exemplo 5. O anticorpo AE3-20 reagiu com CLDN9, enquanto
que os anticorpos AEl-16 e AE49-11 mostraram reatividade
consideravel com CLDN9 e também reagiram com CLDN4. A
ligagdo do anticorpo AB3-1 & CLDN6 foi tdo forte quanto sua
ligagdo a CIDN9. E descrito no Lxemplo 7 que o anticorpo
AE49-11, quando administrado a um modelo de tumor de
camundongo, lendeu a inibir o crescimento tumoral e teve um

efeito de prolongamento de vida. Contudo, devido a
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inespecificidade do anticorpo utilizado, ainda ndo esta
claro se 0S8 efeitos descritos s3io devido a ligagao do
anticorpo & CLDN6.

Assim, ateé o momento, nenhum anticorpo CLDNG6-
especifico foi descrito dque Se liga seletivamente &
superficie das células que expressam CI,DN6. No entanto, tal
anticorpo especifico poderia ser necessario para abordagens
terapéuticas paseadas em anticorpos utilizando CLDN6 como
um alvo.

0 alinhamento da sequéncia de CLDN3, CLDN4, CLDN6 e
CLDN9 mostrado na figura 1 ilustra que na um elevado grau
de conservagéo de CLDN6 com as outras proteinas claudina.
Esta homologia elevada de CLDN6 com outras proteinas
claudina, em particular CILDNO e CLDN4, e © facto de que WO
2009/087978 falhou em fornecer anticorpos especificos para
CLDN6 sugerem que pode nio ser possivel produzir anticorpos
que se ligam especificamente a CLDNG.

SUMARIO DA INVENGAO

0s resultados experimentails aqui descritos confirmam
que CLDNG6 & expresso emn diferentes células cancerosas
humanas, enquanto que a expressao em tecidos normails é
1imitada a placenta.

Além disso, a presente invencido, pela primeira Ve7,

descreve a produgdo bem sucedida de anticorpos especificos
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para CLDN6 capazes de S€ ligarem a superficie de células
integras que expressam CLDN6. Analises FACS de células
integras que expressam CI,DN6 mostraram a ligagdao especifica
de anticorpos anti-CLDNG6, enguanto nenhuma ligacao foi
cbservada para as células que expressam outras protelnas
claudina, em particular, CILDN3, CLDN4 e CLDN9, ou células
gue nao expressam qualguer uma destas proteinas CLDN.
Assim, a presente invencdo demonstra inesperadamente que um
anticorpo pode ser produzido especificamente realizando uma
reagdo antigeno-anticorpo com CLDN6 na superficie das
células que expressam CLDN6, mas nao substancialmente
realizando a reagao antigeno-anticorpo com outras claudinas
altamente homdlogas.

A presente invencdo fornece geralmente anticorpos
ateis como agentes terapéuticos para o tratamento e/ou
prevengéo de doengas associadas com células expressando
CLDN6 e sendo caracterizadas por associacéo de CLDN6 com as

suas superficies celulares, incluindo doengas relacionadas

com ftumor, €l particular cancer, Ltais como cancer de
ovario, em particular adenocarcinoma de ovario e
teratocarcinoma de ovario, cancer de pulmao, incluindo

cancer de pulmdo de pequenas células (SCLC) e cancer de
pulmao de células nao pequenas (NSCHC) , em particular

carcinoma de pulméo de células escamosas € adenocarcinoma,
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cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de
pancreas, cancer de pele, em particular carcinoma de célula
basal e carcinoma de célula escamosa, melanoma maligno,
cancer de cabeca € pescogo, el particular adenoma
pleomoérfico maligno, sarcoma, em particular sarcoma
sinovial e carcinossarcoma, cancer do ducto biliar, cancer
de bexiga, en particular © carcinoma de células de
fransicao e carcinoma papilar, cancer de rim, emn particular
carcinoma de célula renal incluindo carcinoma renal de
células claras € carcinoma celular papilar renal, cancer de

cé6lon, cancer do intestino delgado, incluindo o cancer do

[=N

leo, em particular adenocarcinoma do intestino delgado e
adenocarcinoma do ileo, carcinoma embrionario resticular,
coriocarcinoma placentério, cancer cervical, cancer
testicular, en particular seminoma testicular, teratoma
testicular e cancer testicular embrionario, cancer uterino,
am tumor de células germinativas, tal como teratocarcinoma
ou um carcinoma embrionario, €m particular um tumor de
células germinativas do ‘testiculo, € &5 suas formas
melastaticas.

rm um aspecto, a invencdo refere-se a um anticorpo que
& capaz de se ligar a CLDN6 associada com & superficie de
ama célula que expressd CLDN6. De preferéncia, o anticorpo

.

nio & supstancialmente capaz de Sse€ ligar & CLDNO associada
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com a superficie de uma célula gue expressa CLDN9. De
preferéncia, o anticorpo ndo & substancialmente capaz de se
ligar & CLDN4 associada com a superficie de uma célula que
expressa CLDN4 e/ou néo ¢é substancialmente capaz de se
ligar & CLDN3 associada com a superficie de uma célula que
expressa CLDN3. Mais preferivelmente, o anticorpo nao é
substancialmente capaz de se ligar a uma proteina CLDN que
ndo seja CLDN6 associada com a superficie de uma célula que
expressa a dita proteina CLDN e é especifica para CLDNG.
Preferivelmente, a dita célula que expressa a dita proteina
CLDN é uma célula integra, em particular uma celula ndo
permeabilizada, e a dita proteina CLDN associada com a
superficie de uma célula tem uma conformagdo nativa, isto
é, nado desnaturada. De preferéncia, o anticorpo é capaz de
se ligar a um ou mals epitopos de CLDN6 nas suas
conformacdes nativas.

Em uma modalidade, o anticorpo é capaz de se ligar a
um epitopo localizado dentro de uma porg¢do extracelular da
CLDNG, em que a dita porgdo extracelular de CLDN6
compreende de preferéncia a sequéncia de aminoacidos de
qualquer uma das SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 14
e SO ID NO: 15, de preferéncia a sequéncia de aminoacidos
da SO TH NO: 6 ou SEQ ID NO: 7, mais preferivelmente a

sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6. De preferéncia, o
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anticorpo é capaz de se ligar a um epitopo localizado
dentro da sequéncia de aminoacidos de qualquer uma das SEQ
I'D NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 14 e SEQ ID NO: 15, de
preferéncia a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6 ou
SEQ ID NO: 7.

Em uma modalidade, o anticorpo é capaz de se ligar a
CLDN6 por interacdo em pelo menos um, de preferéncia mais
do gue um, tal como 2, 3, 4 ou 5, de preferéncia todos os
aminoacidos selecionados do grupo consistindo de Thr33,
Phe35, Gly37, Ser39, Ile40 e Leulbl, de preferéncia através
da interacdo com pelo menos um, de preferéncia mais do que
um, de preferéncia todos os aminoécidos selecionados do
grupo consistindo de Thr33, Phe3s5, Gly37, Ser39 e Ile4o,
mais preferivelmente através da interacdo com pelo menos
um, de preferéncia mais do que um, de preferéncia todos os
aminodcidos selecionados do grupo consistindo de Phe35,
Gly37, Ser39 e I1e40, ou consistindo de Thr33, Phe3s, Gly37
e Ser39 e, em particular, através da interacdo com pelo
menos um, de preferéncia mais do que um, de preferéncia
todos os aminocdcidos selecionados do grupo consistindo de
Phe35, Cly37 e Ser39. De preferéncia, o anticorpo nao
interage com um ou mais, de preferéncia todos os
aminodcidos selccionados do grupo que consiste en Gluls4g,

Alalbs5, Argls8 e Glyléel e, de preferéncia, nao interage com
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um ou mais, de preferéncia todos 0os amincacidos
selecionados do grupo que consiste em Argl58 e Glylel.

A interacdo entre um anticorpo e CLDN6, em particular
na sua conformacao nativa, pode ser analisada por uma
mutagénese de varredura de alanina dos aminoacidos. Os
mutantes de CLDNG6 podem ser avaliados gquanto a sua
capacidade de ser ligados por anticorpos monoclonais
especificos. A ligagéo prejudicada de um anticorpo
monoclonal especifico a um mutante CLDN6 sugere dque O
aminoacido modificado & um residuo de contato importante. A
ligagao pode Sser analisada, por exemplo, por citometria de
fluxo.

Em uma modalidade, © anticorpo & obtenivel por um
nétodo compreendendo a etapa de imunizagao de um animal com
um peptideo com a sequéncia de aminoacidos de qualguer uma
dentre as SEQ 1D NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 14 e SEQ
ID NO: 15, de preferéncia a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 6 ou SEQ D NO: 7, ou um peptideo imunologicamente
equivalente, ou um dcido nucleico ou célula hospedeira
expressando © dito peptildeo.

Fm modalidades diferentes, a CILDN6 a qual o anticorpo
& capaz de se ligar tem a sequéncia de aminoacidos da SEQ
ID NO: 2 ou a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 8. I

particularmente preferido que © anticorpo seja capaz de se
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ligar a CLDNG6 com & seguéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2 e capaz de se ligar 4 CLDN6 com & sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

Em uma modalidade, um anticorpo da invengao compreende
uma cadela pesada de anticorpo compreendendo pelo menos
uma, ade preferéncia duas, mais preferivelmente todas as
trés seguéncias de CDR de uma sequéncia de cadeia pesada de
anticorpo selecionada dentre as SEQ Ip NOs: 34, 36, 38 e
40, ou uma variante dessas. As sequéncias de CDR estao
marcadas por uma caixa nas sequéncias de cadeia pesada de
anticorpos acima mencionadas dadas na Figura 25.

Em uma modalidade, um anticorpo da invengao compreende
uma cadeia pesada de anticorpo compreendendo a sequéncia
CDR3 Xaal Gly xaa2 Val Xaal3, em due Yaal ¢é qualquer
aminoacido, de preferéncia am  aminoacido aromatico, mals

preferivelmente Phe ou TyI, mais preferivelmente Tyr, Xaa2

& qualquer aminoacido, de preferéncia am  aminoacido
aromatico, mais preferivelmente Phe ou Tyr, mais
preferivelmento Tyr, € %aa3 & qualquer aminoacido, de

preferéncia T,eu ou Phe, mais preferivelmente Leu. Em und
nodalidade, UM anticorpo da invengdao compreende uma cadeia
pesada de anticorpo compreendendo a sequéncia CDR3 Asp Xaal
Gly XaaZ val Xaa3 ou Xaal Gly Xaa?2 Val Xaa3 Asp, em dque

Xaal, Xaa2 € ¥aa3 sdo COmo definidos acima. Km uma
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modalidade, umt anticorpo da invengao compreende uma cadeia
pesada de anticorpo compreendendo a sequéncia cDR3 Asp Xaal
Gly XaaZ val Xaa3 Asp, em que Xaal, Xaa?2 e Xaa3l sdo Ccomo
definidos acima. Em uma modalidade, UM anticorpo da
invengao compreende  uma cadeila pesada de anticorpo
compreendendo a sequéncia CDR3 Ala Arg Asp Xaal Gly XaaZ
val ¥aa3 Asp Tyr, €m due waal, XaaZ ¢ Yaa3 sao como
definidos acima. Em uma modalidade, um anticorpo de acordo
com as modalidades anteriores compreende uma cadeia pesada
de anticorpo compreendendo a sequéncia cpRl de acordo com a
gsEQ ID NO: 47 ou uma variante sua e/ou a sequéncia CDR2, de
acordo com a SEQ ID NO: 48 ou uma variante sua.

Em uma modalidade, um anticorpo da invencgao compreende
uma cadeila pesada de anticorpo compreendendo una sequéncia
de cadela pesada de anticorpo© selecionada dentre as SEQ 1D
NOs: 34, 36, 38 e 40 ou uma variante das mesmas .

Em uma modalidade, um anticorpo da invencgao compreende
uma cadeia leve de anticorpo due compreende pelo menos uma,
de preferéncia duas, mails preferivelmente todas as trés
sequéncias CDR de una sequéncia da cadela leve de anticorpo
selccjonada dentre as sEQ ID NOs: 35, 37, 39 e 41, ou uma
variante das mesmas. As sequéncias CDR estao marcadas Ppor
ama cailxa nas sequéncias de cadela leve dc anticorpo

mencionadas acima apresentadas na figura 26.
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Em uma modalidade, um anticorpo da invengao compreende
uma cadela leve de anticorpo, due compreende a sequéncia
CDR3 Arg Xaal XaaZ? ¥aa3 Pro, em dueé vaal ¢é dqualquer
aminoacido, de preferéncia Ser ou Asn, mais preferivelmente
Ser, Xaa2 € gqualguer aminoacido, de preferéncia Tyr, Ser,
Ile, Asn ou Thr, mais preferivelmente Tyr, Ser ou Asn, mais
preferivelmente Asn, e Xaa3 & qualquer aminoacido, de
preferéncia ger ou Tvyr, mais preferivelmente Tyr. Em uma
modalidade, um anticorpo da invengao compreende uma cadeia
jeve de anticorpo que compreende a sequéncia CDR3 Gln Ardg
xaal Xaa2 ¥aa3 Pro Pro, em que Yaal, XaaZ e Xaal3 sao como
definidos acima. Em uma modalidade, um anticorpo da
invengao compreende uma cadela leve de anticorpo
compreendendo a sequéncia CDR3 Gln Gln AIg Xaal XaaZ? Xaa3
pro Pro Trp Thr, em dJue Xaal, XaaZ ¢€ ¥aal3 sao como
definidos acima. Em uma modalidade, um anticorpo de acordo
com as modalidades precedentes compreende uma cadeia leve
de anticorpo compreendendo a sequéncia CDR1 de acordo com a
sIvQ ID NO: 52 ou uma variante sua e/ou a sequéncia CDR2, de
acordo com a SEQ ID NO: 53 ou uma variante sua.

[ uma modalidade, um anticorpo da invengao compreende
uma cadcia leve de anticorpo compreendendo uma sequéncia de
cadeia leve de anticorpo selecionada dentre as SEQ ID NOs:

35, 37, 39 ¢ 41, ou uma variante das mesmnas .
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Fm varias modalidades, um anticorpo da invengao
compreende uma cadeia pesada de anticorpo tal como
discutido acima e uma cadeia leve de anticorpo como tampbém
discutido acima.

Em uma modalidade, um anticorpo da inveng¢ao
compreende:

(1) uma cadeia pesada de anticorpo que compreende pelo
menos uma, de preferéncia duas, mais preferivelmente todas
as trés sequéncias CDR de uma sequéncia de cadeia pesada de
anticorpo da SEQ ID NO: x, ou uma variante sua, e

(ii) uma cadeia leve de anticorpo que compreende pelo
menos uma, de preferéncia duas, mais preferivelmente todas
as trés sequéncias CDR de uma sequéncia da cadeia leve de
anticorpo da SEQ ID NO: x+1, ou uma variante sua;

em que x & selecionado de 34, 36, 38 e 40.

As sequéncias CDR estao marcadas por uma caixa nas
sequéncias de cadeia pesada de anticorpo e nas sequéncias
de cadeia leve de anticorpo, respectivamente mencionadas
acima, aprcsentadas na Figura 25 € na Figura 26,
respectivamente.

Fim uma modalidade, um anticorpo da invenc¢ao
compreende:

(1) uma cadeila pesada de anticorpo compreendendo uma

sequéncia CDR3 selccionada do grupo consistindo de Xaal Gly
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Xaa2 Val Xaal3, Bsp Xaal Gly Xaaz Val Yaa3, Xaal Gly XaaZ
val Xaa3 ASDy Asp Xaal Gly XaaZz val Xaa3 Asps, € Ala Arg Asp
xaal Gly xaa2 Val ¥aa3 Asp TyI, em que vaal & gqualquer
aminoacido, de preferéncia um aminoacido aromético, mais
preferivelmente Phe ou TyI, mais preferivelmente TyL, Xaaz
& qualguer aminoacido, de preferéncia um aminoacido
aromatico, mais preferivelmente Phe ou Tyr, mais
preferivelmente Tyr, € Xaal3 ¢ qualguer aminoacido, de
preferéncia T,eu ou Phe, mais preferivelmente Leu, €

(ii) uma cadeia leve de anticorpo compreendendo umna
sequéncia CDR3 selecionada do grupo consistindo de Arg Xaal
Yaa?2 Xaa3 pro, Gln Arg Xaal Kaa2 Xaa3 Pro Pro, Gln Gln Arg
Raal Xaa2 ¥aa3 Pro PIo Trp Thr, em due Xaal € qualquer
aminoacido, de preferéncia ger ou AsTy mais preferivelmente
ser, Xaaz ¢ qualquer aminoacido, preferivelmente Tyr, Sery
Ile, Asn oOu Thr, mais preferivelmente Tyr, Ser ou Asn, mais
preferivelmente Asn, € vaald & qualguer aminoacido, de
preferéncia Ser ou TYX, mails preferivelmente Tyr.

. unma modalidade, Ul anticorp® de acordo com as
modalidades precedentes compreende (1) uma cadeila pesada de
anticorpo compreendendo a sequéncia CDhR1 de acordo com &
gpo IhH NO: 47 ou uma variante sua e/ou a sequéncia CDR2 de
acordo com & gEQ ID NO: 48 ou uma variante sud e/ou (11)

uma cadeia leve de anticorpo comprecndendo a sequéncia CDhR1
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de acordo com & SEQ ID NO: 52 ou uma variante sua e/ou a
sequéncia cpDR2 de acordo com & SEQ ID NO: 53 ou uma
variante sua.

D uma modalidade, um anticorpo da invengao
compreende:

(1) uma cadeia pesada de anticorpo compreendendo uma
sequéncia de cadeia pesada de anticorpo da SEQ ID NO: x ou
uma variante sua, €

(11) uma cadeia leve de anticorpo compreendendo uma
sequéncia de cadeia leve de anticorpo da SEQ 1D NO: x+1 ou
uma variante sua;

em gque X & selecionado de 34, 36, 38 e 40.

Fm modalidades preferidas, © anticorpo tem uma ou mais
das seguintes atividades: (1) morte de uma célula que
expressa CLDNG, (ii) inibicdo da proliferagéo de uma célula
gue expressa CLDN6, (iii) inibicao da formacgdo de coldnias
de uma célula que expressa CLDNG6, (iv) mediacgao da
remissdo, 1sto ¢, reducao em ramanho, de preferéncia
remlissdo completa, isto €, desaparecimento completo de
tumnores estabelecidos, (v) prevencéo da formagao ou
reformacao de tumores € (vi) inibicado da metastase de uma
célula que expressa CI.DNG. Deste modo, © anticorpo pode ser
utilizado para wn Ou mais dos precedentes, em particular

guando administrado a um paciente. Tal morte das células
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e/ou inibigdo de uma ou mais atividades de células podem
ser utilizadas terapeuticamente COMO descrito no presente
documento. Em particular, a morte de células, a inibicao da
proliferagao das células e/ou inibicgao de formacdo de
coldénias das células podem ser utilizadas para tratar ou
prevenir o cancer, incluindo metastases do cancer. A
inibicdo de proliferagéo, formacao de coldénias e/ou
metastase de células pode ser utilizada, em particular,
para tratar ©ou prevenir a metastase do cancer € o
espalhamento da metastase das células cancerosas. De
preferéncia, o anticorpo da 1invengao medeia a morte das
células através da indugao de lise mediada pela
citotoxicidade dependente do complemento (CcbCy, lise
mediada pela citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) , apoptose; adesao homotipica e/ou fagocitose, de
preferéncia através da indugdo de lise mediada por CDC e/ou
1ise mediada poOr ADCC. No entanto, & presente invengao
também incluil modalidades em que © anticorpo exerce a sua
atividade como aqui descrito, tal como matando as células
e/ou inibindo uma ou mais atividades das células, Ppor
excmplo, proliferacéo celular e/ou formacdo de colénias,
sem induzlir & lise mediada por citotoxicidade dependente do
complemento (cpey, & 1ise mediada por citotoxicidade

celular dependente de anticorpo (ADCC), apoptose; adesao
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nomotipica e/ou fagocitose. Por exemplo, © anticorpo da
invencao pode também exercer um efelto simplesmente pela
ligagdo a CLDN6 na superficie da célula, deste modo, POr
exemplo, blogueando a proliferagao das células. Em uma
modalidade, © anticorpo da invengao nado induz a lise das
células mediada por cDC.

De preferéncia, a lise das células nediada Ppor ADCC
ocorre na presenga de células efetoras que, €m modalidades
particulares, sdo selecionadas do grupo due consiste de
mondcitos, células mononucleares, células NK e PMNs, € a
fagocitose ¢ por meio de macroéfagos.

A atividade de inibic¢ao ou reducédo da proliferagéo de
células Qque expressam CLDNG6, de preferéncia células
cancerosas;, pode SEer medida in Vvitro por determinacgao da
proliferagéo de células cancerosas expressando CLDN6 em um
ensaio usando bromodesoxiuridina (5-bromo—2—desoxiuridina,
Brdu) . BrdU & um nucleosideo sintético que & um analogo da
fimidina € pode ser incorporado noO DNA recém sintetizado de
células de replicagao (durante & fase S do ciclo celular),
supstituindo Ppor rimidina durante a replicagao do DNA. A
deteccdo da substéancia gquimica incorporada utilizando, Ppor
exemplo, antlicorpos especificos para BrdU indica células
que cstavan replicando ativamente o seu DNA.

A atividade de inibigao ou reducdo da formacao de



10

15

20

17

colénias das células que expressan CLDN6, de preferéncia as
células cancerosas, pode ser medida in vitro em um ensaio
clonogénico. Um ensaio clonogénico ¢é uma técnica de
microbiologia para estudar a eficacia de agentes
especificos na sobrevivéncia e proliferacgao das células.
Fle & frequentemente utilizado em laboratérios de pesquisa
do cancer para determinar O efeito dos farmacos ou radiagao
na proliferacdo de células tumorais. O experimento envolve
trés etapas principais: (1) aplicagdo de um tratamento a
uma amostra de células, em particular células cancerosas,
(ii) plaguear as células em um frasco de cultura de tecidos
e (iii) permitir que as células cresgam. As coldénias
produzidas sdo fixadas, coradas e contadas. A formagdo de
colénias é de importéancia no que diz respeito a formacgdo de
metastases se células tumorais individuais colonizam
6rgaos. A atividade inibidora dos anticorpos indica oS seus
potenciais na supressdo da formacdo de metastases. Os
anticorpos possuindo a atividade de inibig¢do ou reducdo da
formacao de colénias oem um  ensaio clonogénico  sao
particularmente Gteis para tratar ou prevenir a metastase e
o espalhamento metastatico das células cancerosas, em
particular dos tipos de cancer mencionados no presente
documento.

Em modalidades preferidas, ©O anticorpo apresenta uma
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ou mais funcgoes efetoras imunes contra uma célula que
carrega CLDNG6 na sua conformacgdo nativa, em dJue essas uma
ou mais funcdes efetoras imunes sdo, de preferéncia,
selecionadas do grupo consistindo de citotoxicidade
dependente do complemento (CDpC) , citotoxicidade mediada por
célula dependente de anticorpo (ADCC), indugao de apoptose
e inibicao da proliferacéo; de preferéncia, as funcgdes
cfetoras sao ADCC e/ou CDC.

De preferéncia, as ditas uma Ou mais atividades ou uma
ou mais funcgodes efetoras imunes exibidas pelo dito
anticorpo sao induzidas pela ligagdo do dito anticorpo a
CLDN6G, de preferéncia a um epitopo localizado dentro de uma
porgao extracelular de CLDN6, em due a dita porgao
extracelular de CI,DN6 compreende de preferéncia a sequéncia
de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 6, SEQ 1D NO:
7, SEQ ID NO: 14 e SEQ ID NO: 15, de preferéncia a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 7,
mais preferivelmente a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO: 6.

De acordo com & invencdo, uma célula que expressa
CLDNG6 é de preferéncia caracterizada Ppor associacdo de
CLDNG com & sua superficie celular. Uma célula que expressa
CLDNG ou uma célula que carrcega CLDN6 na sua conformagao

nativa &, de preferéncia, uma célula tumoral, tal como uma
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célula cancerosa, de preferéncia uma célula cancerosa de um
cancer selecionado do grupo consistindo de cancer de
ovario, em particular adenocarcinoma ovariano e
teratocarcinoma ovariano, cancer de pulmao, incluindo
cancer de pulmao de pequenas células (SCLC) e cancer de
pulméo de células ndo pedguenas (NSCLC), em particular
carcinoma de pulmao de célula escamosa € adenocarcinoma,
cancer gastrico, cancer de mama, cancer hepatico, cancer de
pancreas, cancer de pele, em particular carcinoma de célula
pasal e carcinoma de célula escamosa, melanoma maligno,
cancer de cabeca € pescogo, em particular adenoma
pleomérfico maligno, sarcoma, em particular sarcoma
sinovial e carcinossarcoma, cancer do ducto biliar, cancer
de bexiga, emnm especial carcinoma de célula de transigdo e
carcinoma papilar, cancer de rim, em particular carcinoma
de célula renal incluindo carcinoma de célula renal de
célula clara e carcinoma de célula renal papilar, cancer de
cblon, cancer de intestino delgado, incluindo cancer de
ileo, em particular adenocarcinoma do intestino delgado e
adenocarcinoma do ileo, carcinoma embrionario testicular,
coriocarcinoma  da placenta, cancer cervical, cancer
testicular, CcmQ particular geminoma testicular, teratoma
testicular e cancer testicular embrionario, cancer uterino,

um tumor de células germinativas, tal como um
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reratocarcinoma ou um carcinoma embrionario, em particular
um tumor de célula germinativa do testiculo, e as formas
metastaticas do mesmo.

0 anticorpo da invencdo pode ser ligado a uma ou mais
porcdes efetoras terapéuticas, por exenplo,
radiomarcadores, citotoxinas, enzimas terapéuticas, agentes
gue induzem a apoptose € similares, a fim de proporcionar
citotoxicidade direcionada, isto ¢, a morte das células
tumorais.

Em uma modalidade, © anticorpo da invencdo (1) se liga
as células due expressam CLDNG, sendo caracterizado Ppor
associagdo de CLDN6 com as Suas superficies celulares, €
(i1) nao se liga as células que nao expressam CLDN6G, nao
sendo caracterizado por associacdo de CLDN6 com as suas
superficies celulares. 0 anticorpo da invencgdo de
preferéncia (1) medeia & norte e/ou inibe a proliferagao
das células due expressan CLDN6, sendo caracterizado por
associacdo de CLDN6 com as suas superficies celulares, €
(ii) nao nedeia a morte e/ou nao inibem a proliferacéo de
células que nao expressan CLDN6, nao sendo caracterizado
por associacdo de CTL.DN6 com as suas superficies celulares.

rm modalidades particulares preferidas, © anticorpo da
invengao se liga aos epitopos nat.ivos de CLDN6 presentes na

superficie de células vivas, tais como aquelas das SEQ ID
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NOs: 6 ou 1. Em outras modalidades preferidas, o anticorpo
da invengao & especifico para células cancerosas due
expressam CLDN6 e nao S€ liga as células cancerosas dJue€ nao
expressan CLDNG6.

0s anticorpos da invengao podem Ser derivados de
espécies diferentes;, incluindo, mas sem Se€ limitar, @
camundongo, rato, coelho, porquinho—da-india e seres
humanos. OS antlcorpos da invengao também incluenm moléculas
quiméricas e Que uma regido constante de anticorp©
derivada de uma espécie, de preferéncia seres humanos: é
combinada com o sitio de ligacdo ao antigeno derivado de
outras espécies. Além disso, ©OS anticorpos da invengao
incluemn moléculas humanizadas em que ©OS sitios de ligagao
ao antigeno de um anticorpo derivado de uma espécie nao
numana sao combinados com reglides constantes € de estrutura
de origem humana -

Os anticorpos da invengao incluenm anticorpos
policlonais e monoclonais € incluem anticorpos 1gG2a (pOr
exemplo, 1gG2a, X Ay 1gG2b (por exemplo, 1gG2b, X, INN
1gG3 (por exemplo, 1gG3, Ky ) e IgM. No entanto, outros
isotipos de anticorpos rampbém sao englobados pela invengao,
incluindo ©S anticorpos 1gGl, TgAl, TgAh2, Tgh secretora,

Igh e IgE. Os anlbicorpos podem SCI anticorpos inteiros Ou
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fragmentos de ligacgao a antigeno dos mesmos, incluindo, por
exemplo, Fab, F(ab')a, Iv, fragmentos FPv de cadeia simples
ou anticorpos biespecificos. Além disso, os fragmentos de
ligacgao a antigeno incluemnm proteinas de fusio de dominio de
ligagdo a imunoglobulina, compreendendo (i) um dominio de
ligagédo de polipeptideo (tal como uma regido variavel de
cadeia pesada ou uma regido variavel da cadeia leve) que &
fundida com um polipeptideo da regiao de dobradica da
imunoglobulina, (ii) uma regido constante CH2 da cadeia
pesada de imunoglobulina fundida a regido de dobradiga, €
(iii) uma regido constante CH3 da cadeia pesada de
imunoglobulina fundida com a regiao constante CH2. Tais
proteinas de fusdo de dominio de ligacado a imunoglobulina
s30 adicionalmente divulgadas em US 2003,/01185%92 e US
2003/0133939.

0 anticorpo da invencao de preferéncia é& um anticorpo

monoclonal, guimérico, humano ou humanizado, ou um
fragmento de um anticorpo. Os anticorpos da invengdo
incluem anlbicorpos totalmente humanos. Tais anticorpos

podem ser produzidos em um animal transgénico nao humano,
por exemplo, um camundongo transgénico, capaz de produzir
isotipos miltiplos de anticorpos monoclonais humanos para a
CLDN6 submetendo—-se 4 recombinacdo V-D-J e comutacgdo de

isotipo. 7Tal animal transgénico também pode ser um coelho
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transgénico para @ produgdo de anticorpos policlonais, tal
como divulgado em us 2003/0017534.

O0s anticorpos da presente invencao de preferéncia se
dissociam de CLDN6 com uma constante de equilibrio de
dissociagao (KD) de aproximadamente 1 a 100 nM ou menos.
Preferivelmente, os antlcorpos da 1invencao nao reagem de
forma cruzada com antigenos de superficie celular
relacionados €y assim, nao inibem a funcédo destes.

Em modalidades preferidas, os anticorpos da presente
invengao podem Ser caracterizados por uma oOu mais das
seguintes propriedades:

a) especificidade para CLDN6;

b) afinidade de ligagéao para CLDNG6 de cerca de 100 nM
ou menos, de preferéncia, cerca de 5 a 10 nM ou menos e,
mais preferivelmente, cerca de 1 a 3 nM ou mMenos;

c) a capacidade de induzir cDC das células dque
expressan CLDN6 e sao caracterizadas pela associacao de
CLDNG6 com as suas superficies celulares;

d) a capacidade de inibir © crescimento de células que
expressan CI.DN6 e sdo0 caracterizadas pela associagao de
CLDN6 com as suas Superficies celulares;

e) a capacidade para induzir a apoptose de células que
expressanm CLDNG6 e sao caracterizadas pela associacao de

CLDN6 com as suas superticies celulares;
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r a adesao homotipica de

f) A capacidade para induzi
células  due expressamn CLDNG e sao caracterizadas pela
associlagac de CLDN6 com as suas superficies celularess
g) @ capacidade de induzir apcc de células due
5 expressamn CLDN6 e sSao0 caracterizadas pela associagao de
CLDNG6 com as suas superficies celulares na presenca de

células efetoras:
ivéncia de um

a capacidade para prolongar a sobrev

orais que expressa

h)
m CLDNG e sao

individuo fendo células tum
associagao de CLDNG6 com as suas

10 caracterizadas pela

superficies celulares;
as que expressan

i) a capacidade para destrulr as célul
CLDN6 e sao caracterizadas pela assoclagao de CLDNG com a3

suas superficies celulares;
de agregar CLDNG6 na superficie de

15 j)y 2 capacidade

células vivas.
ento

Um anticorpo preferido descrito no presente docum
& um anticorpo produzido por Ou obtenivel 2a partir de unma
depositada no DSMZ (Inhoffenstr. 7B,

célula de hibridoma
seguintes

20 38124 Braunschweig, Alemanha) € rendo uma das

ros de acesso:

designacoes € nume
597, nuamero de acesso DSM ACC3067,

1. cT512muMAB

depositado em 21 de junho de 20107
2. GTBlZmuMAB GOA, numero de acesso DSM ACC3068,
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depositado em 21 de junho de 2010;
61D, numMero de acesso DSM ACC3069,

3. GT512muMAB

depositado em 21 de Junho de 20107
GAA, NUMEero de acesso DSM ACC3070,

4. GTBlZmuMAB

5 depositado em 21 de junho de 20107
5. GT512muMAB 65A, nUmero de acesso DSM ACC3071,

depositado em 21 de junho de 20107
6. GT512muMAB 60B, nunexo de acesso DSM ACC3072,

depositado em 21 de junho de 20107
10 7. GT512muMAB 6¢7A, nuUmero de acesso DSM ACC3073,

depositado em 21 de junho de 20107
55A, némnero de acesso DSM ACC3089,

8 . GT512muMAB

depositado em 31 de agosto de 2010; ou
goa, numero de acesso pSM nCCc3090,

9. GT512muMAB

15 depositado em 31 de agosto de 2010.
Os anticorpos da invengao sao designados aqul Por
referéncia a designagao do anticorpo e/ou por referéncia ao
produtor do anticorpor por exemploy muMAB 59A.

pos preferidos

clone
sdo aqueles que tém a

Qutros anticor
20 especificidade dos anticorpos produzidos por € obteniveis a
dos hibridomas acima descritos € cm particular,
Ao ao antigeno ou

partir
cao de ligacga

cndendo uma por

aqueles compre
sitio de 1igagdo @9 antigeno, em particular ama regiao
idéntica ou altamente hombdloga aquela dos

variével,



5

10

15

20

26

antlcorpos produzidos por € obteniveis & partir dos
hibridomas acima descritos. £ contemplado due€ os anticorpos
preferidos sjo aqueles due tém regides CDR idénticas oOUu
altamente nombélogas as regides dos anticorpos produzidos
por e obteniveis a partir dos hibridomas acima descritos.
Por waltamente homdlogo” é contemplado due de 1 a 5, de
preferéncia de 1 a 4, tal como de 1 a 3 ou 1 ou 2
substituig@es podem Ser feitas em cada regilao CDR. Os
anticorpos particularmente preferidos s&o as formas
quimerizadas e humanizadas dos anticorpos produzidos por €
obteniveis a partir dos hibridomas acima descritos.

Deste modo, um  anticorpo da invencgao pode  ser
selecionado do grupo due consiste de (i) um anticorpo
produzido por ou obtenivel a partir de um clone depositado
sobp o nuamero de acessoO pSM ACC3067 (GTSlZmuMAB 59A), DSM
ACC3068 (GT512muMAB 60A), DSM ACC3069 (GT512muMAB 61D), DSM
ACC3070 (GT512muMAB 64n), DSM ACC3071 (GT512muMAB 65A) , DSM
ACC3072 (GT512muMAB 66B), DSM ACC3073 (GT512muMAB 6¢7R), DSM
ACC3089 (GT512muMAB 55A) ou DSM ACC3090 (GT512muMAB 89A) ,
(ii) um anlLicorpo que & uma forma quimerizada ou numanizada
do anticorpo designado em (i), (iii) um anticorpo que tem a
especiflcidade do anticorpo designado em (1) e (iv) um
anticorpo 4que compreende a porgao de ligagao ao antigenc Ou

sitio de ligagao @ antigeno do anticorpo designado em (i) .
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A porgao de ligacgao ao antigeno ou sitio de ligagdo ao
antigeno do anticorpo designado em (1) pode compreender a

regiao variavel do anticorpo designado emn (i) .
A presente invengao rambém se refere a uma célula, tal
5 como uma célula de hibridoma due produz um anticorpo CcOmo

descrito o presente documento.
células de hibridoma preferidas s&ao aquelas
no DSMZ (Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweld,

depositadas
s designacgoes € nameros de

Alemanha) e com uma das seguinte

10 acesso:
1. GT512muMAB 597, nuamero de acesso pDSM  ACC3067,

sitada em 21 de junho de 20107

depo
2. GT512muMAB 60A, numero de acesso DSM ACC3068,
depositada em 21 de junho de 2010;
numero de acesso DSM ACC3069,

15 3. GT512muMAB 61D,

depositada em 51 de junho de 2010;
4, GT512muMAB 64n, namero de acesso DSM ACC3070,

depositada em 51 de junho de 20107
5. GT512muMNAB 65A, numero de acesso psM  ACC3071,

20 depositada em 21 de junho de 20107
6. GT512muMAB 66B, nuamero de acesso DSM ACC3072,

depositada em 21 de junho de 2010;
7. G151 2muMAL 677, namero de acesso pSM  ACC3073,

depositada en 51 de junho de 20107
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8. GT512muMAB 55A, numero de acesso DSM ACC3089,
depositada em 31 de agosto de 2010; ou

9. GT512muMAB gop, numero de acesso DSM ACC3090,
depositada em 31 de agosto de 2010.

Os anticorpos anti-CLDN® da presente invencao podemn
ser derivatizados, ligados @ ou CoOexpressos com outras
especificidades de ligagdo. Em uma modalidade particular, &
invengao fornece uma molécula piespecifica ou
multiespecifica compreendendo pelo menos uma primeira
especificidade de ligagao para CLDN6 (por exemplo, Ul
anticorpo anti-CLDNG6 ou am  mimético do mesmo), € uma
segunda especificidade de ligagdo para uma célula efetora,
ral como uma especificidade de ligagédo para um receptor Fc
(pox exemplo, um receptor Fc—gama, tal como Fc-gama RI, ou
qualguer outro receptor Fc) ou um receptor de células T,
por exemplo, CD3.

Deste modo, @ presente invengao inclui moléculas
piespecificas € multiespecificas que se 1igam tanto a CLDN6
e a un receptor e ou a um recepltor de células T, pPor
exenplo, cp3. Exemplos de receptores Fc sao © receptor de
TgG, © receplor Fc—gama (FcyR) » ral como ToyRI (CD64)
FoeyREL (CDh32) ¢ FcyRITL (Chle) . Outros receptores Fc, como

os  receptores de 1gh (por excnplo, FcaRl) também podemn
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ser alvejados. 0 receptor [Fc estd preferencialmente
localizado na superficie de uma célula efetora, Ppor
exemplo, um monécito, macréfago ou uma célula mononuclear
ativada. Fm  uma modalidade preferida, as moléculas
piespecificas € multiespecificas se ligam a um receptor Fc
em um sitio que é distinto do sitio de ligacdo Fc de
imunoglobulina (por exemplo, IgG ou IghA) do receptor.
Portanto, a ligacgao das moléculas biespecificas e
nultiespecificas nao & bloqueada pelos niveis fisioldégicos
das imunoglobulinas.

Fm ainda outro aspecto, ©OS anticorpos anti-CLDN6 da
invengdo sao derivatizados, ligados a ou coexpressos Ccom
outra molécula funcional, por exemplo, outro peptideo ou
proteina (por exemplo, um fragmento Fab’). Por exemplo, um
anticorpo da invencdo pode ser funcionalmente ligado (por
exemplo, por acoplamento quimico, fusao genética,
associacdo nao covalente ou outra forma) a um Oou mais
outras entidades moleculares, ral como outro anticorpo (por
exemplo, para produzir  um anticorpo piespecifico oOu
multiespecifico), uma citotoxina, ligante celular ou
antigeno (por exemplo, para produzir unm imunoconjugado, tal
como uma jmunotoxina) . Um anticorpo da presente inveng¢do
pode ser ligado a outras porcdes Lerapéuticas, POr exenplo,

um radioisotopo, um farmaco anticancer de molécula pequend,
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ama citocina ou quimiocina recombinante. Deste modo, &
presente invencao engloba  uma grande variedade de
conjugados de anticorposy moléculas piespecificas e

multiespecificas e proteinas de fusao, todas as quais se
1igando as células due€ expressan CLDNG6 e/ou as células
sendo caracterizadas por associagao da CLDN6 com as suas
superficies celulares e dueé podem Se€r usadas para alvejar
outras moléculas a tais células.

Geralmente, para OS fins da presente invengao, todos
0Ss derivados de anticorpos: tais COmMO conjugados de
anticorposS:, moléculas piespecificas € multiespecificas e
proteinas de fusao aqui descritas sao englobados pelo termo
wanticorpo” -

Em outro aspecto, @ invengao também prevé proteinas de
ligagao 5 CLDN6 derivadas de dominios que Nao sdo0
imunoglobulinas, em particular proteinas de cadeia unica.
Tais proteinas de ligagao € os métodos para a produgado
destas estdo descritos, por exenplo, em Binz € col. (2005)
Nature Biotechnology 23 (10): 1257-1268, aqui incorporado
por referéncia. i para Ser entendido que © ensinamento dado
no presente documento com relacdo as moléculas de ligagdo
derivadas de imunoglobu}ina ou a imunoglobulina também Se
aplica correspondontemente 3s moléculas de ligacao

derivadas de dominios nao- 1munoqlobulina. Em particular,
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utilizando tais moléculas de ligagao derivadas de dominios
néo—imunoglobulina é possivel bloguear CLDN6 de células que
expressam O dito alvo e due s3o caracterizadas por
associacdo do dito alvo com as suas superficies celulares
e, assim, para produzir efeitos terapéuticos tais como aqui
descritos para OS anticorpos da invengdo, em particular, a
inibicao de uma oOu mais atividades de células tumorais como
aqui divulgado, tal como a proliferacao. Fmbora nao seja
obrigatoério, ¢ possivel conferir fungoes efetoras dos
anticorpos para tais moléculas de ligagéo ndo-
imunoglobulina através de, POr exemplo, fusdao com a regiao
Fc de anticorpos.

A presente invengao geralmente engloba ©O tratamento
e/ou O diagndstico de doencgas, en particular doengas
tumorals, por alvejamento de CLDN6 expressa pelas células e
sendo associada com & superficie das células. Estes métodos
proporcionam a deteccdo e/ou erradicacdo seletiva de tais
células, minimizando assim 0S efeitos adversos para as
células normais que nao expressan CLDN6 e ndo sendo
caracterizadas  POT associacdo de CLDN6 com as suas
superficies celulares. Dboengas preferidas para uma terapla
ou diagndstico sjo aquelas em que as células expressando
CLDN6 e sendo caraclterizadas por associacao de CLDN6 com as

suas superficies celulares estao envolvidas, tal como as
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doengas fumorais, €m particular as doengas de cancer, tais
como aquelas descritas aqui.

Em um aspecto, @ invengao fornece composigées, por
exenplo, composicées/kits farmacéutlcos e de diagnostico,
compreendendo . anticorpo ou uma combinagao de anticorpos
da invengao. Una composigao farmacéutica da invengao pode
compreender um veilculo farmaceuticamente aceitéavel € pode
opcionalmente compreender um ou mais adjuvantes,
estabilizantes, etc. Em uma modalidade particular, a
composigéo inclul uma combinagao de anticorpos que sé€ ligam
a epitopos diferentes ©ou que possuemn caracteristicas
funcionais distintas, rais como inducdo de cbC e/ou ADCC e
indugao de apoptose. Nesta modalidade da invengao, os
anticorpos podem ser utilizados em combinagao, por exemplo,
como uma composigao farmacéutica compreendendo dols ©OU mais
anticorpos monoclonais anti—CLDN6. pPor exemplo, anticorpos
anti—CLDN6 possuindo atividades diferentes, poréem
complementares, podem ser compinados e uma anica terapia
para alcangar um efeito terapéutico desejado. FEm uma
nodalidade preferida, a composicao inclui um antlicorpo
anti—CLDNG que medeia cDC combinado com outro anticorpo
antj—CLDN6 que induz & apoptose. Fma outra modalidade, a
compos1¢ao ipnclui um anticorpo anti—CLDN6 que medeia @

morte altamente eficaz de células alvo na presenga de
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células efetoras, combinado com outro anticorpo anti-CLDN®6
que inibe © crescimento de células expressando CLDNG6 e
sendo caracterizado por associacao de CLDN6 com suas
superficies celulares.

A presente invencao também inclui a administracao
simulténea ou sequencial de dois ou mais anticorpos anti-
CLDN6 da invengao, €m que de preferéncia pelo menos um dos
ditos anticorpos & um anticorpo anti-CLDN6 quimérico e pelo
menos um anticorpo adicional é um anticorpo anti-CLDN6
humano, os anticorpos dque se ligando a epltopos iguais ou
diferentes de CLDNG6. De preferéncia, um anticorpo CLDNG6
quimérico da invencédo & administrado primeiro seguido pela
administragdo de um anticorpo anti-CLDN6  humano da
invengao, em que o anticorpo anti-CLDN6 humano é
administrado preferivelmente por um periodo prolongado de
tempo, isto &, como terapia de manutengao.

Os anticorpos, conjugados, moléculas
biespecificas/multiespecificas e composigdes da presente
invencgdo podem ser utilizados em uma variedade de métodos
para inibir © crescimento de células gue expressan CLDNG6 e
sendo caracterizadas por associacdo de CLDN6 com as suas
superficies celulares e/ou matando seletivamente as células
quc expressam CLDNG6 e sao caracterizadas por associacéo de

CLDNG6 com as suas superficies celulares por contato das
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células com uma quantidade eficaz do antlicorpo, conjugado,
molécula Ou composigéo biespecifica/multiespecifica, de tal
modo gue © crescimento da célula € inibido e/ou a célula é
morta. BEm uma modalidade, © método inclui matar a célula
que expressa CLDNG e € caracterizada por associagao de
CLDN6 com & sua superficie celular, opcionalmente na
presenca de células efetoras, POl exenplo, através de CDC,
apoptose, ADCC, fagocitose ou por uma combinagao de dols ou
nais destes mecanismos. células expressando CLDN6 € sendo
caracterizadas por associagao de CLDNG6 com as suas

superficies celulares, due€ podem ser inibidas o©ou mortas

usando oS anticorpos da invenc¢ao, incluem células
cancerosas.
AnticorposS: conjugados, moléculas

biespecificas/multiespecificas e composigoes da presente
invengao podem Ser usadas para tratar e/ou prevenir uma
variedade de doencgas due envolvem as células dque expressam
CT,DN6 € 8ao caracterizadas por associagao de CLDN6 com as
suas superﬁicies celulares através da administracao dos
anticorpos aos pacientes que sofrem de tais doengas.
Fxemplos de doencas due podem Ser rratadas (por exenplo,
melhoradas) ou evitadas incluem, mas nao estao 1imitadas, @&
doengas tumorails. Exenplos de doencas fumorais, due podemn

sCY tratadas e/ou evitadas, incluen doengas cancerigenas,
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Ltais como cancer do ovario, emn particular adenocarcinoma de
ovario e teratocarcinoma de OVAario, cancer de pulmao,
incluindo cancer do pulmao de peguenas células (sCLC) e
cancer de pulméao de células nao pequenas (NSCLC), em
particular carcinoma pulmonar de células escamosas €
adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de mama, cancer
hepatico, cancer de pancreas, cancer de pele, emrparticular
o carcinoma de células pasais € © carcinoma de células
escamnosas; melanoma maligno, cancer de cabeca € pescogo, em
particular adenoma pleomérfico maligno, sarcoma, en
particular sarcoma sinovial € carcinossarcoma, cancer do
ducto biliar, cancer de pexiga, e especial © carcinoma de
células de rransicado € carcinoma papilar, cancer de rim, €em
particular carcinoma de células renais incluindo  ©
carcinoma de células renais de células claras e carcinoma
de célula renal papilar, cancer de c6lon, cancer de
intestino delgado, incluindo cancer do ileo, em particular
adenocarcinoma do intestino delgado ¢© adenocarcinoma do
ileo, carcinoma embrionario testicular, coriocarcinoma de
placenta, cancer cervical, cancer testicular, em particular
seminoma resticular, teratoma resticular e cancer
resticular embrionario, cancer uterino, UM tumor de célula
germinativa, tal como W teratocarcinoma ou um carcinoma

embrionario, em particular am tumor de célula germinativa
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do testiculo, € as formas metastaticas dos mesmos.

Emn outro aspecto, & invengao se refere a um método de
tratamento  ou prevencgao de uma doenca ou disturbio
envolvendo células que expressan CLDNG6 € que sdo
caracterizadas por associagao de CLDN6 com as Suas
superficies celulares, compreendendo a administracao do
anticorpo, conjugado, molécula biespecifica/multiespecifica
ou composicao da invengao a am individuo. De preferéncia, a
doenca Ou disturbio & uma doenga relacionada ao tumor €y em
nodalidades particulares, ela € selecionada do grupo
consistindo de cancer do OVario, enm particular de
adenocarcinoma do ovario € teratocarcinoma do oOvario,
cancer de pulmao, incluindo © cancer de pulmao de pequenas
células (sCLC) e cancer de pulmao de células nao pequenas
(NSCLC) , em particular carcinoma pulmonar de células
escamosas € adenocarcinoma, cancer gastrico, cancer de
mama, cancer hepatico, cancer de pancreas; cancer de pele,
em particular carcinoma de células pasais € © carcinoma de
células egcanosas; melanoma maligno;, cancer de cabeca €
pescogo; em particular adenoma pleomérfico maligno,
sarcoma, €m particular gsarcoma sinovial € carcinossarcoma,
cancer do ducto biliar, cancer de pexiga, €M particular o
carcinoma de células de Lransigdao € carcinoma papilar,

cancer de rim, em particular carcinoma de célula renal
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incluindo o carcinoma de célula renal de células claras e
carcinoma de célula renal papilar, cancer de célon, céncer
de intestino delgado, incluindo o cancer do ileo, em
particular o adenocarcinoma do intestino delgado e
adenocarcinoma do 1ileo, carcinoma embriondrio testicular,
coriocarcinoma de placenta, cancer cervical, céncer
testicular, em particular seminoma testicular, teratoma
testicular e cancer testicular empbriondrio, cancer do
Utero, um tumor de células germinativas, tal como um
teratocarcinoma ou um carcinoma embrionario, em particular
um tumor de célula germinativa do testiculo, e as formas
metastaticas dos mesmos. CLDN6 é de preferéncia expressa na
superficie das ditas células.

A invencao pode envolver a utilizacdo dos agentes e
composigdes aqui descritos para um tratamento profilatico
e/ou terapéutico de doencas tumorais, isto ¢é, para o
tratamento de wum paciente com uma doenga tumoral, ou
estando em risco de desenvolver uma doenca tumoral. Em um
aspecto, a invencdo fornece métodos para inibir o
crescimento tumoral compreendendo a administracdo de um ou
mais dos agentes e composic¢des aqui descritos.

De preferéncia, os agentes e composicdes descritos no
presente documento sdo administrados de uma maneira tal que

a substancia terapeuticamente ativa ndo ¢ distribuida ou
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nao € substancialmente distribuida a um tecido ou o6rgdo, em
que as células, enquanto © tecido ou 06rgao esta isento de
Lumores, expressamn CLDNG6 € sao caracterizadas pela
associagao de CT,DN6 com as suas superficies celulares, tal
como tecido de placenta ou placenta. para este fim, OS
agentes e composicgoes aqui descritos podem ser
administrados localmente.

Fn um aspecto, @ invencao fornece um anticorpo COmo
aqui descrito para utilizacao nNOS nétodos de fratamento
descritos no presente documento. Em uma modalidade, @&
invencdo fornece uma Ccomposigao farmacéutica +al como adqui
descrita para utilizagao nNOS métodos de fratamento aqui
descritos.

Em uma modalidade particular da invengado, O individuo
sendo administrado com o anticorpo & adicionalmente fratado
com um agente quimioterépico, radiacdo ou um agente que
modula, PoOr exemplo, estimula oOU inibe, a expressaoc ©Ou

atividade de um receptor Fc, POT exemplo, um receptor Fc—

gama, tal como uma citocina. Citocinas tipicas para
administragéo durante o) tratamento incluem fator
estimulador de coldédnias de granulécitos (G-CSTE) fator

estimulador de coldnias de granulécitos—macréfagos (GM-
CSE) interferon-y (IFN-Y) € fator de necrosec tumoral

(TN . Agentes terapéuticos tipicos incluem, entre outros,
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agentes antinecopléasicos, tais como doxorrubicina,
cisplatina, taxotere, 5-fluoruracil, metotrexato,
gemzitabina e ciclofosfamida.

Fm ainda outro aspecto, a invencdo se refere a uma
estratégia de imunizag¢do para imunizar animais ndo humanos,
tais como camundongos, com CLDN6 humano ou um fragmento
peptidico do mesmo para obter anticorpos. Peptideos
preferidos para a imunizagdo s&o aqueles selecionados do
grupo consistindo de SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO:
14 e SEQ ID NO: 15, e os peptideos imunologicamente
equivalentes.

Animais ndo humanos de tipo selvagem bem como
transgénicos podem ser imunizados com uma preparacao
purificada ou enriquecida de antigeno CLDN6 ou um fragmento
de peptideo do mesmo e/ou acidos nucleicos e/ou células que
expressam CLDN6 ou um fragmento peptidico das mesmas. De
preferéncia, o animal n&o humano transgénico & capaz de
produzir isotipos maltiplos de anticorpos monoclonais
humanos para CLDN6 (por exemplo, IgG, IgA e/ou IgM)
submetendo-se a recombinacdo V-D-J e comutacgdo de isotipo.
A  comutacdo de 1isotipo pode ocorrer através de, por
exemplo, comutagdo de isotipo classica ou ndo classica.

Assim, em ainda outro aspecto, a 1invengao fornece

células B isoladas de um animal ndo humano, como descrito
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acima. AsS células B isoladas podem entdo ser imortalizadas
por fusao para uma célula imortalizada para fornecer uma
fonte (por exemplo, um hibridoma) de anticorpos da
invencido. Tais hipbridomas (isto é&, qgue produzem anticorpos
da invenc&o) sao também incluidos no escopo da invengao.

Fm um aspecto adicional, & presente invencao diz
respeito aos nétodos  para diagndstico, deteccdo ou
monitoramento de uma doencga tumoral compreendendo  a
deteccao e/ou determinagao da quantidade de CLDN6 ou
células expressando CLDN6 e sendo caracterizadas pela
associacao de CLDNG6 com as Suas superficies celulares em
uma amostra bioldgica isolada de um paciente utilizando um
anticorpo da invencgédo. A amostra pioldgica pode ser isolada
de um paciente com uma doenga tumoral, sendo suspeito de
ter ou adoecer com uma doenga tumoral ou tendo um potencial
para uma doenca tumoral.

Em uma modalidade do método para diagnéstico, 2
detecgao ou monitoramento de uma doenga tumoral de acordo
com a invengao, uma amostra bioldgica e/ou uma amostra de
controle/referéncia ¢ de um tecido ou brgao correspondendo
ao tecido ou 4drgao que & sera diagnosticado, detectado ou
monitorado enm relacao ao afetado por uma doenga tumoral,
por exemplo, a doenca tumoral que & para Ser diagnosticada,

detectada ou monitorada & cancer de ovario e a amostra
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pbiolégica e/ou amostra de controle/referéncia é o tecido do
ovario. Tails tecidos e 0rgaos sio aqui descritos, por
exemplo, juntamente com doengas tumorais e canceres
diferentes.

Fm uma modalidade dos nétodos de diagndstico, deteccgéao
monitoramento de uma doenga tumoral, a amostra bioldgica é
de um tecido ou oérgao, em que as células, quando o tecido
ou é6rgao esta isento de tumores, ndo expressam
substancialmente CLDN6 e ndo sdo caracterizadas por
associacdo substancial de CLLDN6 com as suas superficies
celulares. Preferivelmente, ©O dito tecido €& um tecido
diferente do tecido da placenta.

Tipicamente, © nivel de uma molécula alvo em uma
amostra bioldgica € comparado com um nivel de referéncia,
em que um desvio do dito nivel de referéncia é indicativo
da presencga e/ou estégio de uma doenca tumoral em um
individuo. O nivel de referéncia pode ser um nivel tal como
determinado em uma amostra de controle (por exemplo, de um
tecido ou individuo saudavel) ou um nivel mediano de
individuos saudaveis. Um “desvio” do dito nivel de
referéncia designa qualquer alteracao significativa, tal
como um aumento ou diminuicdo de pelo menos 10%, 20% ou
30%, de preferéncia de pelo menos 40% ou 50%, ou mesmo

mais. De preferéncia, a presenca de CLDN6 ou células
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expressando CI,DN6 e sendo caracterizadas por associlacédo de
CLDN6 com as suas superficies celulares na dita amostra
piolbgica ou uma guantidade de CLDN6 ou células due
expressam CLDNG e sejam caracterizadas por associagao de
CLDNG6 com @S suas superficies celulares na amostra
piologica due est4a aumentada em comparagao com um nivel de
referéncia indica a presenga de uma doencga tumoral.

Tipicamente, a detecgao e/ou determinagao da
quantidade nos métodos da invengao envolve a atilizacdo de
antlcorpos marcados gque S€ ligam especificamente a uma
molécula alvo.

Em um aspecto particular, a invengao Se refere a um
método para 2 deteccao, 1isto &, a determinacao da posicao
ou sitio de uma doenga tumoral, Ppor exemplo, um tecido ou
6rgao particular, que compreende administrar um anticorpo
da presente invengao due estéa acoplado @ un marcador
detectavel a um paciente. A marcacgao de um tecido ou 6rgao
no dito paciente pode indicar & presenga de, ou risco de
uma doenga fumoral no dito tecido ou 6rgao.

Como adguil exemplificado, os anticorpos da invengao
podcm Ser obtidos diretamente & partir de hibridomas due
cxpressam O anticorpo, ou podem Ser clonados € expressos de
forma recompinantc em uma célula hospedeira (por exemnplo,

uma célula CHO, ou uma célula linfocitica). outros exemplos
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de células hospedeilras si0 microrganismos, tais como E.
coli, e fungos, tais como leveduras. Alternativamente, eles
podem Se€r produzidos de forma recombinante em um animal nao
humano ou vegetal transgénicos. NO entanto, & presente
invengaoc também preveé modalidades em dque OS anticorpos sao
produzidos por imunizagado ou vacinagao utilizando
estratégias de imunizacgdo, Ccomo aqui divulgado 1n situ em
um paciente.

A presente invencdo também S€ refere aos acidos
nucleicos que compreendenm genes oOu sequéncias de Aacidos
nucleicos que codificam OS anticorpos ou partes destes, por
exemplo, uma cadeia de anticorpo, COmo descrito no presente
documento. OS 4cidos nucleicos podem estar compreendidos em
um vetor, Ppor exemplo, um plasmideo, cosmideo, Vvirus,
bacteridéfago ou outro vetor utilizado convencionalmente,
por exenplo, em engenharia genética. o vetor pode
compreender genes adicionais, tais como genes marcadores
que permitem a selecdo do vetor em uma célula hospedeira
adequada € sob condigoes adequadas. Além disso, © vetor
pode compreender clementos de controle de expressao due
permitem & expressao adequada das regices de codificacdo em
hospedelros adequados. Tais elementos de controle sao
conhecidos para © técnico e podemn incluir um promotor, um

cassete de unido e um cobdon de iniciacgdo da tradugao.
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De preferéncia, o Aacido nucleico da invengao esta
oporativamente ligado as sequéncias de controle de
expressao acima, due permitem & expressao em células
cucarioticas ou procariéticas. Flementos de controle que
asseguramn a expressao enm células eucarioticas ou
procariéticas sdo bem conhecidos pelas pessoas versadas na
técnica.

Métodos para @ construgao de moléculas de acido
nucleico de acordo com @& presente invencgdo, para a
construcgado de vetores compreendendo as moléculas de é&cido
nuclelco acima, para introdugao dos vetores €m células
hospedeilras apropriadamente escolhidas, para causar ©OU
alcangar a expressao sdo bem conhecidos na técnica.

Um aspecto adicional da presente invengao S¢€ refere a
uma célula hospedeira compreendendo um  acido nucleico ou
vetor, ral como divulgado no presente documento.

OQutras caracteristicas e vantagens da presente
invengao serao evidentes a partir da seguinte descrigao
detalhada € reivindicagées.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Figura 1. Alinhamento da sequéncia de CLDN3, CLDN4,
CLDN6 e CLDN9.

Figura 2. BAnalise por imunofluorescéncia de soros

obtidos de camundongos imunizados para produzir anticorpos
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especificos para CLDN6.

(p) Células CHO-K1 nao fixadas cotransfectadas com
dcidos nucleicos Que codificam CLDN6 humana € GFP,
respectivamente, foram sondadas com um anticorpo monoclonal
de camundongo anti-CLDNG6 (R&D Systems, MAR3656) . CLDN6 esta
localizada na membrana plasmética das células transfectadas
e pode Ser alvejada emn células vivas por anticorposSs
especificos.

(B) soro de um camundongo, com base nNo qual ©
hibridoma F3-6C3-H8 due foi produzido continha anticorpos
que se ligam a CLDN6 na superficie de células CHO-K1 nao
fixadas cotransfectadas com acidos nucleicos due codificam
CLDNG6 e GEFP humanas .

Figura 3. Analise de Western blot para avaliar a
expressao endbégena de proteinas claudina em células
HEK293T.

Lisados de protelilnas das células HEK293T transfectadas
com acidos aucleicos que codificam CLDN3, CLDN4, CLDNG6 e
CLDN9, respectivamente, ou transfectados de forma simulada
foram testados PpPOr Western blotting utilizando anticorpos
comercialmente disponivels anti-CLDN3 (A) (Invitrogen, No.
Cat. 34-1700), ant i-CLDN4 (A) (zymed, 32-9400), anti-
CLDNG (A) (ARP, 01-8865) € anti—CLDN9(A) (santa Cruz, sc—

17672). Os anticorpos detectaram a expressao dos seus alvos
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correspondentes apenas nos respectivos transfectantes
HEK293T. Nenhuma expressao endogena de qualguer uma destas
claudinas foi observada em células HEK293T nao
transfectadas.

Figura 4. Analise de citometria de fluxo para avaliar
a especificidade dos anticorpos anti-CLDN comercialmente
disponiveis.

A ligacgdo de anticorpos anti-CLDN comercialmente
disponiveis a células HEK293T transfectadas com acidos
nucleicos due codificam CLDN3, CLDN4, CLDN6 e CLDN9,
respectivamente, ©u nao transfectadas foi determinada por
citometria de fluxo. Apenas O anticorpo anti-CLDN3
comercialmente disponivel é especifico para o S€u alvo.

Figura 5. Analise de citometria de fluxo para avaliar
a especificidade dos anticorpos anti-CLDN preparados de
acordo com a invengao.

A ligacdo de anticorpos em soprenadantes de subclones
de hibridomas monoclonais as células HEK293T
cotransfectadas com um vetor que codifica CILDN6, CLDN3,
CL,DN4A ou CLDN9 e um vetor que codifica um marcador de
fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo.

(A) Anticorpos no sobrenadante do subclone de
hibridoma monoclonal F3-6C3-H8 se ligam especificamente as

células rransfectadas com CLDNG, mas nao as células
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transfectadas com CLDN3, CLDN4 e CLDN9, respectivamente. Ao
contrario, ©S anticorpos DO soprenadante do subclone de
hipbridoma monoclonal F4a-4FT-F2  S€ ligam 53g células
rransfectadas comn CLDN6 ou CLDN9. Anticorpos no
sobrenadante do subclone de hibridoma monoclonal F3-6C3-H8
rambém S€ ligam as células transfectadas com & variante
(1143V)~SNP de CLDNOG.

(B) Anticorpos 1O sobrenadante do subclone de
hibridoma monoclonal F3-7B3-B4 se ligam 3s células
transfectadas com CLDN6, CLDN3 ou CLDNO9. Anticorpos no
soprenadante do subclone de hibridoma monoclonal F3-3F7-AD
se ligam 4s células transfectadas com CLDNG6, CLDN4 ou
CLDNO9.

Figura 6. Especificidade de 1ligagao de anticorpos
monoclonais murinos anti—CLDNG muMAB 59B, 60A, 61D, 641,
65A, 66B e 67A.

A ligacgdo dos anticorpos anti-CLDNG 3s CLDNG6, 3, 4, 9
humanas € a variante 1143V CLDNG6 SNP (polimorfismo de
nucleotideo anico) foi analisada Ppor citometria de £1luxo
utilizando células HEK293T expressando transitoriamente a
claudina humana correspondente. HEK293T foram
cotransfectadas com um marcador de fluorescéncia para
distingulr entre células ndao Lransfectadas (populaqao Q1 e

03) € transfectadas (populacéo Q2 € 04). A concentragéo dc
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anticorpos utilizada foli a concentragéo gue saturou a
ligagdo a CLDNG6 (25 pg/ml) . A expressao das CLDNG, 3, 4, 9
humanas € CLDNG—SNP(1143V) fol confirmada com anticorpos
monoclonais comercialmente disponivels contra a claudina ©
humana (R&D Systems, MAB3650) claudina 3 humana (R&D
Systems, MAR4620) € @& claudina 4 humana (R&D Systems, MAB
4219) .

Figura 7. Afinidades relativas de anticoxrpos
monoclonais murinos anti-CLDN®6 muMAB 59A, 60n, 61D, 64A,
65A, 66B e 67A.

Para determinar as afinidades relativas, @ ligagao dos
anticorpos anti-CLDNG 5 CLDN6 humana expressa de forma
estavel na superficie de células HEK293 fol analisada pPor
citometria de fluxo. No experimento de saturacao de
ligagao, @& concentragao dos anticorpos foil representada
graficamente contra OS sinais FACS (mediana da intensidade
de fluorescéncia). A EC5H0 (concentraééo de anticorpo que se
liga a metade dos sitios de ligagdo no equilibrio) foil
calculada Ppor regressao nao linear. 0s anticorpos CLDN6
especificos muMAB  59R, 60n, 61D, 64D, ©5R, 6B e OI/A
exibiram valores de EC50 muito baixos (ECHO de 200-500
ng/ml) € @& saturagado da ligacgao foi alcangada em paixas
conccntragées.

Figura 8. Atividade da citotoxicidade dependente do
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complemento (CDC) de anticorpo monoclonal murino anti—-CLDN®6
muMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B e 67A.

A atividade CDC de anticorpos anti-CLDN6 fol analisada
utilizando um ensaio dependente de luciferase para detectar
ATP enddégeno dentro de células nao 1isadas. Portanto,
células CHO-KI1 expressando de forma estavel a CLDN6 humana
foram tratadas CoOm diferentes concentracdes de muMAB 594,
60A, 61D, 64A, 65A, 66B e OTA. MuMABR 59A, 60A, 61D, 64A,
65A, 66B e 67D exibiram atividade CDC dose—-dependente €
induziram CDC em baixas concentracgodes.

Figura 9. Atividade da citotoxicidade dependente do
complemento (cpC) de anticorpos monoclonais murinos anti-
CLDN6 muMAB 65A e 66B em células NEC8 e NEC8 LVTS2 54
(expressao reduzida de CLDN6) expressando CLDN6
endogenamente.

0Os anticorpos anti-CLDN6 muMAB 65A e 66B induziram CDC
em células NEC8 de uma maneira dose-dependente. A
especificidade de alvo de muMAB 65A e 66B fol provada pelo
uso de células NECS LVTSZ2 54 (expressao reduzida de CLDNG6) .

Figura 10. Efeito terapéutico de muMAB 59A, 60A, 61D,
64A, 65A, G6B e 67A em um modelo de xenocenxerto de
tratamento inicial usando camundongos enxertados com &
linhagem de células tumorais NECS.

) modelo usou xenoenxertos NECS expressando
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endogenamente CLDN6 em camundongo Nude-Foxnl™ atimicos.
Comparado ao grupo de controle de salina, muMAB 59A, 60A,
61D, 64A, 65A, 66B e 67A mostraram inibigdo do crescimento
tumoral em camundongos enxertados com células NECS.

Figura 11. Especificidade de ligagdo de anticorpos
monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A e
89A.

A ligacdo dos anticorpos anti-CLDN6 a CLDN6, 3, 4 e 9
humanas, respectivamente, foi analisada por citometria de
fluxo utilizando células HEK293 expressando estavelmente a
claudina humana correspondente. A concentracgdo de anticorpo

utilizada foi a concentracdo que saturou a ligacgao(25

ng/mL). A expressdo de CLDN3, 4, 6 e 9 humanas foi
confirmada com anticorpos monoclonais comercialmente
disponiveis contra Claudina-3 humana (R&D Systems,

MAB4620), Claudina-4 humana (R&D Systems, MAB 4219) e o
anticorpo monoclonal murino CLDN6/9-reativo muMAB 5¥2D2,
respectivamente. O controle negativo foi realizado sob
condicdes idénticas, sem o anticorpo primario.

Figura 12. Afinidades relativas de anticorpos
monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chim AB 61D, 64A, 67A e
89A as células HEK293-CLDN6.

para determinar as afinidades relativas, a ligagdo de

anticorpos anti-CLDN6 & CLDN6 humana expressa de forma
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estavel na superficie de células HEK293 foi analisada por
citometria de fluxo. No experimento de saturagao de
ligacao, @& concentragdo dos anticorpos foi representada
graficamente contra os sinals FACS (mediana da intensidade
de fluorescéncia) . A EC50 (concentragao de anticorpo dque Se
liga a metade dos sitios de ligagao em equilibrio) foi
calculada  por regressado  nao linear. Os anticorpos
especificos para CI,DN6 chimAB 64A € 89A exibiram valores de
FC50 muito baixos (EC50 de 450 a 600 ng/mL) e & saturagdo
da ligacgao foi alcancgada em baixas concentracgdes. ChimAB
67A e 61D apresentaram valores balxos (EC50 de 1000 ng/ml)
e médios (EC50 de 2300 ng/ml), respectivamente.

Figura 13. Afinidades relativas de anticorpos
monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A e
goa as células NECS8.

para determinar as afinidades de ligacao de antlicorpos
anti-CLDN6 as células tumorals que expressam endogenamente
CLDN6 humana, @& ligagéo a linhagem celular de cancer
resticular NECS fol analisada por citometria de fluxo. Os
anticorpos CLDNG6 especificos chimAB 64A ¢ 89A exibiram
valores de EC50 muito bailxos (EC50 600-650 ng/ml) e a
saturacao da ligacgéo foi alcancada em concentracodes baixas,
enquanto que chimAB 61D e 67A apresentaram valores de EC50

médio (EC50 de 1700 ng/ml) e elevado (EC50 de 6100 ng/ml),
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respectivamente.

Figura 14. Afinidades relativas de anticorpos
monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A e
89A as células OVI0.

para determinar as afinidades de ligagao de anticorpos
anti-CLDN6 as células tumorals que expressam endogenamente
CLDN6 humana, & ligacdo a linhagem celular de cancer de
ovario OV90 foi analisada por citometria de fluxo. Os
anticorpos CLDN6 especificos chimAB 64A e 89A exibiram
valores de EC50 muito baixos (EC50 de 550 a 600 ng/ml) e a
saturagao da ligacgao foi alcancada em paixas concentragoes.
ChimAB 61D e ©7A apresentaram valores de EC50 médios (EC50
de 1500 ng/ml e EC50 de 2300 ng/ml, respectivamente).

Figura 15. Atividade da citotoxicidade dependente do
complemento (CDC) de anticorpos monoclonais quiméricos
anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A e 89A em células NEC8 com
expressao reduzida e células NEC8 tipo selvagem.

A atividade CDC de anticorpos anti-CLDN6 foi analisada
utilizando um ensaio dependente de luciferase para detectar
ATP cnddgeno No interior de células nido lisadas. Portanto,
as células NECS tipo selvagen (NEC8 LVTSZ 77) expressando
ectopicamente 2 luciferase foram tratadas com diferentes
concenlragoes de chimAB 61D, 64An, 6TA e g9an. As células

NEC-8 chimAB 61D, 6AA, 67A e B89A apresentaram atividade CDC
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de maneira dose—-dependente, enquanto gue nas células NEC-8
com redugédo da expressao de CLDN6 (NEC8B LVTS2 54) nenhum
destes anticorpos induziu a lise celular inespecifica. Este
resultado demonstrou as funcdes efetoras alvo especificas
de chimAB 61D, 64A, 67A e 89A.

Figura 16. Atividade de citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (apCcC) dos anticorpos monoclonais
quiméricos anti-CLDN6 chimAB 61D, 64A, 67A e 89A em células
NEC8 com redugdo da expressdo e NEC8 tipo selvagem.

A atividade ADCC dos anticorpos anti-CLDN6  foi
analisada utilizando um ensaio dependente de luciferase
para detectar ATP enddgenc no interior das células nao
1isadas. Portanto, as células NEC-8 tipo selvagem (NECS
,vTs2 77) foram tratadas com diferentes concentragdes de
chimAB 61D, 64A, 67A e B89A. ChimAB 61D, 64A, ©TA € 89A
exibiram atividade ADCC dose-dependente € induziram ADCC
mesmo em baixas concentracdes de anticorpo. Para demonstrar
a especificidade alvo, células NEC8 com uma reducado da
expressao de CLDNG estavel (NEC8 LVTSZ 54) foram usadas.

Figura 17. Efeito terapéutico de longo prazo de
anticorpos monoclonais murinos anti-CLDN6 muMAB 61D, 64A e
67A em um modelo de xenoenxerto de tratamento inicial
usando camundongos enxertados com & linhagem de células

tumorais NECS8.
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0 modelo usou xenoenxertos de NECS8 expressando CLDNG6
endogenamente  €m camundongos Nude-Foxnl™ atimicos. ©Os
camundongos foram tratados durante 46 dias coIl anticorpos
especificos para CT,DN6. Apbs O tratamento, © crescimento
tumoral fol monitorado durante 60 dias. MesmoO apdés a
interrupgao da imunoterapia, ©S camundongos tratados com
antlicorpos monoclonais murinos muMAB 61D, 6Apn e 67A nao
apresentaram qualdquer crescimento tumoral.

Figura 18. Efeito terapéutico dos anticorpos
monoclonais murinos anti-CLDN6 muMAB 89A em um modelo de
xenoenxerto de tratamento inicial usando camundongos
enxertados com & linhagem de células tumorais NECS8 .

0 modelo usou xenoenxertos de NECB8 expressando CLDNb6

n 4+ imicos. Manchas

endogenamente em camundongos Nude-Foxnl
de dispersao representam OS5 volumes de tumores enxertados
em diferentes intervalos durante ©O fratamento inicial de
xenoenxertos NEC8 em camundongos Nude—Foxnlml atimicos.

Comparado com o grupo de controle de salina, muMAB 89A

apresentou inibicao do crescimento tumoral e camnundongos

enxertados com células NECS8 (A) . Os camundongos foram
tratados durante 47 dias com PBS como controle @€ o
anticorpo especifico para CLDNb6, respectivamente. 0

crescimento tumoral fol monitorado durante mais 51 dias. Em

comparacéo com O controle de PBS, nao houve tumores
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detectavelis €m camundongos rratados com muMAB89A no final
do estudo (R) .

Figura 19. Efeito terapéutico do anticorpo monoclonal
muxrino anti-CLDN6 muMAB 64A em um modelo de xenoenxerto de
tratamento avangado usando camundongos enxertados com &
l1inhagem de células tumorais NEC8.

Manchas de dispersao representam O3 volumes dos
tumores enxertados em diferentes intervalos durante ©
tratamento de xenoenxerto NECS avangado em camundongos
Nude-Foxnl™ atimicos. A imunoterapia com © anticorpo anti-
CLDN6 monoclonal murino muMAB G4A apresentou uma inibigao
do crescimento tumoral de xenoenxertos s6lidos de NEC8 em
comparacao ranto com O anticorpo quanto com 0s grupos de
controle de salina.

Figura 20. Efeito terapéutico em longo Prazo do
anticorpo monoclonal murino anti-CLDNG muMAB 64A em um
modelo de xenoenxerto de tratamento avancgado usando
camundongos enxertados com & linhagem de células tumorais
NECS .

15 dias apds © cnxerto, OS camundongos foram tratados
durante 45 dias com ©O anticorpo muMAR  G4A especifico para
CLDNG6. O crescimento tumoral foil monitorado durante mais 49
dias (A) . @) gréfico de sobrevida mostrou sobrevida

pro]ongada dos camundongos tratados com O anticorpo muMAB
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64A especifico para CLDN6 (B) -

Figura 21. Efeito terapéutico de anticorpos
monoclonais de murinos anti—CLDNG muMAB 61D, 67n e 89A, em
um modelo de xenoenxerto de tratamento avangado usando
camundongos enxertados com 2 1inhagem de células tumorais
NECS8 .

Manchas de dispersao representam os volumes de tumores
NECS enxertados  em diferentes intervalos durante o
tratamento de wenoenxertos NECS avancados. B comparagao
com 0O$ grupos de salina € controle de anticorpoy a inibigao
do crescimento tumoral foi alcangada com os anticorpos
anti—CLDN6 monoclonais murinos muMAB 61D, 67A e 89A.

Figura 22. Efeito terapéutico de longo prazo de
anticorpos monoclonais de murino anti—CLDN6 muMAB 61D, 67TA
e 89A em um modelo de xenoenxerto de tratamento avangado
usando camundongos enxertados com a linhagenm de células
tumorais NECS.

17 dias apds © enxerto, ©OS camundongos foram tratados
durante A2 dias com OS antilcorpos especiflcos para CLDNOG
uMAB 61D, 67A e B89A. e] crescimento tumoral foi monitorado
durante mais 49 dias (A) - 0 gréfico de sobrevida mostrou
sobrvida prolongada dos camundongos tratados com 0s
anticorpos especificos para CI,DN6 muMAB 61D e 6TA (B) -

Figura 23. Efeito terapéutico de anticorpos
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monoclonais de murino anti-CLDN6 muMABR 64A e 89A em um
modelo de xenoenxerto de tratamento avangado utilizando
camundongos enxertados com células NECS tipo selvagem e
NEC8 com uma redugao estavel da expressao de CLDN6.

MuMAB 6©4A € g9A apresentaram efeito terapéutico apenas
enn camundongos enxertados Ccom NEC8 tipo selvagem, mas nao
e camundongos enxertados com células NEC8 com reducdo da
expressao de CLDNOG, demonstrando a especificidade alvo dos
anticorpos in vivo.

Figura 24. Mapeamento de epitopo de alta resolugdo de
chimMAB 61D, 64n, 67A e 89A.

0Os mutantes de alanina sao denominados COMO “alanina
de numero de residuo tipo selvagem” ou “glicina de numero
de residuo tipo selvagem”, DO caso de alanina tipo
selvagem, onde 0S5 aminoacidos sao fornecidos nNO cédigo de
letra unica. Os aminoacidos F35, G37, 339 e, possivelmente,
T33 do primeiro dominio extracelular de CLDN6 sa0
importantes para a interacdo com OS anticorpos quiméricos
especificos para CLDN6 chimAB 61D, ©G4R, 67A e B89A. O
residuo 140 € essencial para a ligacéo de chimAB 89N e
contribui para a ligacgao de chimAB 61D c 67A. Além disso,
151 do segundo dominio extracelular de CLDNOG contribul
para @& intcracdo com chimAB  67A. Embora experimentos de

imunofluorescéncla tenham confirmado a expressao de
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mutantes de CLDNOG p28n, W30A, Ga9n, LHOA, Wws1A, COH4AA e
C64Rn, eles nao apresentaram coloragao de membrana. por este
motivo, nao podemos excluir @ interacgao de nossos
anticorpos com esses aminoacidos. No total, © epitopo COmMO
identificado 1O presente documento & consistente com @&
nossa estratégia de imunizacao usando DNA € peptideos do
dominio ECI de CLDNG.

Figura 25. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da
regiao variavel de cadeia pesada de anticorpos especificos
para CLDNG da invengao.

As sequéncias de CDR (HCDR1, HCDRZ2 € HCDR3) estao
destacadas por uma caixa.

Figura 26. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos
da regido variavel de cadeia leve de anticorpos especifico
para CLDN6 da invengao.

As sequéncias de CDR (LCDR1, 1LCDRZ € TLCDR3) estao
destacadas POT uma caixa.

DEFINIGAO DE TERMOS

A fim de due a presente invengdo possa ser mais
prontamente compreendida, certos Lermos sao0 definidos
primeiro. pefinicgdes adicionais sdo estabelecidas ao longo
de toda a descricgao detalhada.

Ao longo deste relatdrio descritivo e das

reivindicagoes gque se€ seguem, 2 menos dque © contexto exija
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o contrario, & palavra “compreender” e variacoes COmMO
“compreende” e “compreendendo", serao entendidas  COmMO
implicando a inclusao de um mempro estabelecido, numero
inteiro ou etapa ou grupo de membros, numeros inteiros oOu
etapas, mas nao a exclusao de qualquer outro membro, numero

inteiro ou etapa ou grupo de membros, numeros inteiros Ou

” 1” 17

etapas. OS termos | um e Tuma e “o/a e referéncias
semelhantes utilizadas no contexto de descricao da invengao
(especialmente no contexto das reivindicagées) devem ser
interpretados para abranger tanto © singular gquanto ©
plural, & menos dJue seja aqui indicado de outra forma oOu
seja claramente contradito pelo contexto. A citacdo de
faixas de valores aquil €& meramente rencionada a servir como
um método apreviado de referir-se individualmente & cada

valor separado estando dentro da faixa. Salvo indicagao em

contrario no presente documento, cada valor individual é

incorporado no relatdério descritivo COomo se fosse
individualmente citado aqui. Todos  ©OS métodos  aquil
descritos podem ser realizados em qualguer ordem

apropriada, a menos due seja indicado de outra forma aquil,
ou, de outra forma, claramente contradito pelo contexto. A
utilizagdo de qualquer um e todos OS exemplos, ou 1linguagem
exempljficadora (por exemplo, wtal como”) aqui fornecida

destina—-se meramente 4 ilustrar melhor a invencao ¢€ nao
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apresenta uma 1imitagado sobre O €sCopo da invengao de outra
forma reivindicada. Nenhuma linguagem no relatoério
descritivo deve ser interpretada como indicando gqualguer
elemento nNao reivindicado essencial pare a pratica da
invengao.

Cclaudinas sido uma familia de proteinas que sao ©0S
componentes mais importantes das Jjungoes firmes, onde elas
estabelecem & parreira paracelular que controla © fluxo de
noléculas nNO espago intercelular entre as células de um
epitélio. claudinas sao proteinas t ransmempranares gue se€
rodeiam & membrana 4 vezes COm ambas as extremidades N-
rerminal € c—terminal jocalizadas no citoplasma. A primeira
alca extracelular consiste, € média, de 53 aminoacidos, €
a segunda de cerca de 24 anmino&cidos.- CLDNG6 e CLDN9 sa&o ©OS
mempros mais semelhantes da familia CLDN.

QO termo wcLDN”, tal como agqui utilizado, significa
claudina € inclui CLDNG6, CLDN9, cLDN4 € CLDN3. De
preferéncia, CLDN é uma CcL.DN humana.

O termo wCLhNG” de preferéncia ge refere 5 CLDNG6
numana €y enm particular, a um (i) acido nucleilco
compreendcndo uma sequéncia de acido nucleico gue codifica
a scquéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2 ou dque codifica
a sequéncia de aminoacidos da SEQ 1D NO: 8, ral como um

acido nucleico compreendendo a2 sequéncia de acido nucleico
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da SEQ ID NO: 1 ou (ii) wuma proteina que compreende a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 2 ou compreendendo a
sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 8. A primeira alcga
extracelular de CLDN6 compreende de preferéncia os
aminoacidos 28 a 80, mais preferivelmente os aminodacidos 28
a 76 da sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 2
ou a sequéncia de aminoadcidos mostrada na SEQ ID NO: 8, tal
como a sequéncia de aminocdcidos mostrada na SEQ ID NO: 7. A
segunda alcga extracelular de CLDN®6 compreende de
preferéncia os aminodcidos 138 a 160, de preferéncia os
aminoacidos 141 a 159, mais preferivelmente os aminoacidos
145 a 157 da sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID
NO: 2 ou a seguéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO:
8, tal como a sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ 1ID
NO: 6. As ditas primeira e segunda alcgas extracelulares
formam, preferivelmente, a porgdo extracelular de CLDNG6.

O termo “CLDN9” de preferéncia se refere a CLDN9
humana e, em particular, a (i) um acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos que
codifica a scquéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 9 ou (ii)
uma proteina compreendendo a sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 9. A primeira alga extracelular de CLDN9
compreende de preferéncia os aminoacidos 28 a 76 da

scquéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 9. A
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segunda alca extracelular de CLDN9 compreende de
preferéncia o5 aminoacidos 141 a 159 da sequéncia de
aminoacidos mostrada na sEQ ID NO: 9. As ditas primeira e
segunda alcas extracelulares formam, preferivelmente, a
porgao extracelular de CLDNO9.

O termo “wcLDN4” de preferéncia se refere a CLDN4
humana € em particular, a (1) um acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos que
codifica a seguéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 10 ou
(ii) uma proteina compreendendo a sequéncila de aminoacidos
da SEQ ID NO: 10. A primeira alca extracelular de CLDN4
compreende de preferéncia os aminoacidos 28 a 16 da
sequéncia de aminoacidos mostrada na spo ID NO: 10. A
segunda alga extracelular de CLDN4 compreende de
preferéncia os aminoacidos 141 a 159 da sequéncia de
aminoacidos mostrada na sEQ ID NO: 10. As ditas primeira €
segunda algas extracelulares formam, de preferéncia, a
por¢ao extracelular de CLDN4.

Q0 termo “CIDN3” de preferéncia se refere a CLDN3
humana € e particular, a (1) um  acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de acidos nucleicos  que
codifica @& sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 11 ou
(ii) uma proteina compreendendo a Sequéncia de aminoacidos

da SEQ ID NO: 11. A primeira alca extracelular de CLDN3
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compreende de preferéncia os aminoacidos 27 a 15 da
sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ Ip NO: 11. A
segunda alca extracelular de CLDN3 compreende de
preferéncia O0S aminoacidos 140 a 158 da sequéncia de
aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 11. As ditas primeira e
segunda alcas extracelulares formam, de preferéncia, a
porgado extracelular de CLDN3.

As sequéncias CLDN acima descritas incluem quaisquer
variantes das ditas sequéncias, €m particular mutantes,
variantes de uniao, conformagdes, isoformas, variantes
alélicas, variantes de espécies € homdélogos de espécies, em
particular agquelas que estao naturalmente presentes. Uma
variante alélica se refere a uma alteracao na sequéncia
normal de um gene, © significado da qual sendo muitas vezes
obscuro. O sequenciamento genético conmpleto frequentemente
identifica numerosas variantes alélicas para unl determinado
gene. Um homdlogo de espécie € unm 4dcido nucleico ou
sequéncia de aminoacidos com uma espécie diferente da
original de uma determinada sequéncia de 4dcidos nuclelcos
ou de aminoacidos. 0O termo “CLDN” deve englobar (i) as
variantes de unido de CLDN, (1i) as variantes de CLDN
modificadas pés—traducionalmente, particularmente incluindo
variantes com diferente glicosilagéo, tal como o status de

N—glicosilagéo, (iii) as variantes de conformagao de CLDN,
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(iv) as variantes de CLDN relacionadas com cancer e as nao-
relacionadas com cancer. De preferéncia, uma CLDN esté
presente na sua conformacdo nativa.

Verificou-se dJue CILDN6 é expressa, por exemplo, no
cancer de oOVAario, cancer de pulmao, cancer gastrico, cancer
da mama, cancer hepatico, cancer pancreatico, cancer de
pele, melanomas, cancer de cabeca e pescogo, sarcomas,
cancer do ducto biliar, cancer de células renals e cancer
de bexiga. CLDN6 & um alvo particularmente preferido para a
prevengao e/ou tratamento de cancer do ovario, em
particular adenocarcinoma do ovario e teratocarcinoma do
ovario, cancer de pulmdo, incluindo o cancer de pulmao de
pequenas células (SCLC) e cancer de pulmdo de células nao-
pegquenas (NSCLC), em particular, carcinoma e adenocarcinoma
de pulmdo de células escamosas, cancer gastrico, cancer de
mama, cancer hepatico, cancer pancreatico, cancer de pele,
em particular O carcinoma de células pasais e o carcinoma
de células escamosas, melanoma maligno, cancer de cabecga e
pPescogo, em particular adenoma pleomérfico maligno,
sarcoma, emn particular sarcoma sinovial e carcinossarcoma,
cancer do ducto piliar, cancer de bexiga, em especial o
carcinoma de células de transicdo e carcinoma papilar,
cancer de rim, cm particular carcinoma de células renais

incluindo © carcinoma de células renais de células claras e
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carcinoma de células renais papilares, cancer de colony
cancer do intestino delgado, incluindo © cancer do 1leo, em
particular  © adenocarcinoma do intestino delgado €
adenocarcinoma do 1ileo, carcinoma embrionario resticular,
coriocarcinoma de placenta, cancer cervical, cancer
resticular, em particular seminoma testicular, teratoma
testicular € cancer testicular embriondrio, cancer uterino,
um fumor de células germinativas, tal como um
teratocarcinoma ou um carcinoma enprionario, em particular
um tumor de células germinativas do testiculo, € as suas
formas metastaticas. Em uma modalidade, @ doenga cancerosa
associada com & expressao de CLDNG6 € selecionada a partir
do grupo consistindo de cancer do ovario, cancer de pulmao,
cancer de ovario metastatico e cancer de pulmao
metastatico. De preferéncia, o cancer de ovario ¢é um
carcinoma ou um adenocarcinoma. De preferéncia, o cancer de
pulmao & um carcinoma ou um adenocarcinoma, e de
preferéncia & o cancer bronguiolar, tal como carcinoma
pronguiolar ou adenocarcinona pronquiolar. Em uma
modalidade, @& célula tumoral associada com & expressao de
CLDNG ¢é& uma célula de tal cancer.

O termo “porgao" refere-se a umad fracdo. No que diz
respeito a uma estrutura particular, como uma sequéncia de

aminoacidos ou proteina, © termo “porgao” do mesmo pode
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designar uma fragado continua ©u descontinua da dita
estrutura. De preferéncia, uma porgao de uma sequéncia de
aminoacidos compreende pelo mMenos 1%, pelo menos 5%, pelo
menos 10%, pelo menos 20%, pelo MeENos 30%, de preferéncia
pelo menos 40%, de preferéncia pelo menos 50%, mais
preferivelmente pelo menos 60%, mals preferivelmente pelo
menos 10%, ainda mais preferivelmente pelo menos 80% e mais
preferivelmente pelo menos 90% dos aminoacidos da dita
sequéncia de aminoacidos. De preferéncia, se a porgao & uma
fragao descontinua, @ dita fracgao descontinua & composta de
2, 3, 4, 5, 6 7, 8 ou mais partes de uma estrutura, sendo
cada parte um elemento continuo da estrutura. POTY exenplo,
uma fragao descontinua de uma sequéncia de aminoacidos pode
ser composta de 2, 3o 4, 5, 6, 1. g8, ou mais, de
preferéncia, nao mais do due 4 partes da dita sequéncia de

aminoacidos, em gue cada parte compreende, preferivelmente,

pelo menos 5 aminoacidos continuos;, pelo mMenos 10
aminoacidos continuos;, de preferéncia pelo mMenos 20
aminoacidos continuos, de preferéncia pelo menos 30

aminoacidos continuos da seguéncia de aminoacidos.

Os termos wparte” € “fragmento" sdo aquil utilizados
alternadamente e se referem a um elemento continuo. POT
exemplo, wna parte de uma estrutura tal como uma sequéncia

de aminoacidos ou proteina S€ refere a um elemento continuo
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da dita estrutura. Uma porgao, uma parte ou um fragmento de
uma estrutura compreende de preferéncia uma ou mails
propriedades funcionais da dita estrutura. por exemplo, uma
porgéo, uma parte ou um fragmento de um epitopo ou peptideo
&, de preferéncia, imunologicamente equivalente ao epitopo
ou peptideo do qual ele & derivado.

0 termo uma porcao extracelular de uma CLDN”, no
contexto da presente invencgao, S€ refere a uma parte de uma
CLDN de frente para © espago extracelular de uma célula e,
de preferéncia, sendo acessivel a partir do exterior da
dita célula, pPor exenplo, PpOr anticorpos localizados fora
da célula. De preferéncia, o termo se€ refere a uma OU mais
alcgas extracelulares ou a uma parte delas ou qualgquer outra
parte extracelular de uma CLDN que & de preferéncia
especifica para a dita CLDN. preferivelmente, & dita parte
compreende; pelo menos 5, pelo menos g8, pelo menos 10, pelo
menos 195 pelo menos 20, pelo menos 30 ou pelo mMeENOS 50
aminoacidos ou mais.

O termo “CLDN associada com & superficie de uma

célula” € para sSer entendido em relacdo a CLDN nativa, isto
&, a CLDN em seu estado nao desnaturado, de preferéncia
naturalmente dobrada. De preferéncia, o termo “CLDN

associada com 4 superficie de uma célula” significa que @&

CLDN esta associada com € localizada na membrana plasmética
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da dita célula, em dque pelo menos uma parte da CLDN, de
preferéncia a porgao extracelular, fica de frente para ©
espago extracelular da dita célula € é acessivel a partir
do exterior da dita célula, POr exemplo, POT anticorpos
1ocalizados fora da célula. A associacgao pode ser direta ou
indireta. PoOr exemplo, & associagao pode ser por um ou mais
dominios t ransmembranares;, ama ou mais ancoras lipidicas
e/ou pela interagado com qualguer outra proteina, lipideo,
sacarideo ©oU outra estrutura dJue€ pode Ser encontrada no
foliolo externo da membrana plasmética de uma célula. Por
exemplo, uma CLDN associada com & superficie de uma célula
pode Ser uma proteina t ransmemprana, isto €&, uma proteina
integral de mempbrana, fendo uma porgao extracelular ou pode
ser uma proteina associada com & superficie de uma célula
através da interagao com outra proteina que € uma proteina
transmembrana.

cLDNG esta associada com @ superficie de uma célula se
ela estiver localizada na Superficie da dita célula e for
acessivel 54 ligagdo POr anticorpos especificos para CLDNG
adicionados a3 célula. Em modalidades preferidas, uma célula
sendo caracterizada por associagao de CLDNo6 com a sua
superflcie celular €& uma célula gue expressa CLDNG. £ para
ser entendido duer no caso ¢m que CLDNG6 € expressa pelas

células, @ CLDN6 associada com a superficie das ditas
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células pode ser apenas uma porgao da CLDNO6 expressa.

O termo “uma célula transportando uma CLDN” significa,
de preferéncia, que a dita célula transporta uma CLDN na
sua superficie, isto &, que @& CLDN esta associada com &
superficie da dita célula.

wguperficie celular” ou wguperficie de uma célula” €
atilizado de acordo com O seu significado normal na técnica
e, assim, inclui © exterior da célula gue & acessivel a
ligagdo por proteinas € outras moléculas.

A expressao wCL,DN expressa na superficie de uma
célula” significa que 2 CLDN expressa por uma célula se
encontra em associagao com & superficie da dita célula.

De acordo com a invengao, CLDNG6 nao é substancialmente
expressa €M uma célula @ nido esta substancialmente
associada com uma superficie da célula, S€ o nivel de
expressao € assoclagao for menor em comparagdo com a
expressaoc ¢ associagao em células da placenta ou tecido da
placenta. De preferéncia, o nivel de expressao € de
associagao & menor do dué 10%, de preferéncia menor do gue
5%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1% ou 0,05% da expressao €
assoclacgao em células da placenta ou tecidos da placenta ou
ainda menos. De preferéncia, CLDN6 ndo & supstancialmente
expressa €M uma célula @ nio esta substancialmente

associada com uma superficie celular se © nivel de
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expressao € assoclagao excede O nivel de expressao € de
associacao emn tecido nao fumorigénico ou ndo Ccanceroso,
excelo tecido da placenta, por nao mais do que > vezes, de
preferéncia 1,5 vez €, de preferéncia nao excede O nivel de
expressao € de associacao no dito tecido nao tumorigénico,
nao canceroso. De preferéncia, CLDNG6 nao é substancialmente
expressa ©m uma célula € nao esta substancialmente
associada com uma Superficie celular, se ©O nivel de
expressaoc ou associagao esta abaixo do limite de detecgao
e/ou se © nivel de expressao ou associacdo € muito bailxo
para permitir & ligagdo Ppor anticorpos especificos para
CLDNG adicionados as células.

De acordo com a invengao, CLDNG6 é expressa em uma
célula € esta associada com uma superficie da célula, se ©
nivel de expressao € de associagao excede ©O nivel de
expressao € de associagdo em tecido nao tumorigénico, n&o
canceroso exceto tecido da placenta, de preferéncia em mails
do que 2 vezes, de preferéncia 10 vezes, 100 vezes, 1000
verzes, Ou 10000 vezes. De preferéncia, CLDNG6 é expressa em
uma célula € csta associada com uma superficie celular, se€
o nivel de cxpressao € de associagao estiver acima do
limite de detecgado e/ou se ©O nivel de expressaoc € de
associagdo for alto © suficientemente para permitir a

1igagdo por anticorpos especificos para CLDNG6 adicionados
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a4s células. De preferéncia, 4 CLDNG6 expressa em uma célula
& expressa ou exposta na superficie da dita célula.

O termo wmpicela” refere-se aos microdominios de
membrana ricos em esfingolipideos € colesterol localizados
na area do foliolo externo da membrana plasmética de uma
célula. A capacidade de certas proteinas de se associar
dentro de tais dominios € a capacidade de formagao de
“agregados” ou “agregados focais” pode afetar a funcdo da
proteina. por exemplo, & translocagao de moléculas CLDN6 em
fais estruturas, depois de serem ligadas por meio dos
anticorpos da presente invengao, cria uma elevada densidade
de complexos antigeno—anticorpo de CLDNo nas membranas
plasméticas. Tal densidade elevada de complexos antigeno-
anticorpo de CLDN6 pode permitir a ativacao eficiente do
sistema complemento durante CDC.

De acordo com & inven¢ao, © termo wdoenca” se refere a
gqualguer estado patolégico, incluindo cancer, em particular
aquelas formas de cancer agqui descritas.

“Doencgas due envolvem as células dque expressamn CLDN6 e
sendo caracterizadas pela associacdo de CLLDN6 com as suas
superficies celulares” significa, de acordo com & invengao,
que  a expressao € associacao em células de um recido ou
Orgéo doente €, de preferéncia, aumentada em comparagao con

o estado em um recido ou 6rgao saudavel. Um aumento se€
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refere a um aumento de pelo menos 10%, em particular de
pelo menos 20%, pelo menos 50%, pelo menos 100%, pelo menos
200%, pelo menos 500%, pelo menos 1000%, pelo menos 10000%,
ou mesmo mais. Em uma modalidade, a expressdo e associacao
com a superficie celular é encontrada apenas em um tecido
doente, enguanto que a expressao em um tecido saudavel &
reprimida. De acordo com a invenc¢do, as doencgas associadas
com as células que expressam CLDN6 e sendo caracterizadas
pela associagdo de CLDN6 com as suas superficies celulares
incluem doencas tumorais, tais como doencas cancerigenas.
Além disso, de acordo com a invencdo, doencgas tumorais,
tais como doencas cancerigenas, de preferéncia s&o aquelas
em que as células tumorais ou células cancerosas expressan
CLDN6 e sao caracterizadas pela associacdo de CLDN6 com as
suas superficies celulares.

Como utilizado no presente documento, uma “doenga

tumoral”, “doencga relacionada com o tumor” ou "“doenga
tumorigénica” inclui uma doencga caracterizada por
crescimento celular regulado de forma aberrante,

proliferacdo, diferenciacdo, adesdo e/ou migragdo, © due
pode resultar na produgao de ou tendéncia para produzir
tumores e/ou metastase de tumor. Por “célula tumoral” se
entende uma célula anormal que cresce por uma proliferacdo

celular descontrolada e rapida e continua a crescer mesmo
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ap6s os estimulos que iniciaram o novo crescimento terem
cessado.

Por “tumor” se entende um grupo anormal de células ou
um tecido que cresce por uma proliferacao celular rapida e
descontrolada e continua a crescer ap6s os estimulos que
iniciaram o novo crescimento terem cessado. Os tumores
mostram falta parcial ou completa da organizagdo estrutural
e coordenacdo funcional com O tecido normal, e geralmente
formam uma massa distinta de tecido, que pode ser benigna,
pré-maligna ou maligna.

De preferéncia, uma “doenga tumoral”, “doenga
relacionado com tumor” ou "doenca tumorigénica”, de acordo
com a invencdo, ¢é uma doenga cancerigena, 1sto ¢é, uma
doenca maligna e uma célula tumoral é uma célula cancerosa.
De preferéncia, uma “doenca tumoral”, “doenca relacionado
com tumor” ou “doenca tumorigénica” é caracterizada por
células expressando CLDN6 e sendo caracterizada pela
associacao de CLDN6 com suas superficies celulares e uma
célula tumoral expressa CLDN6 e & caracterizada pela
associacao de CLDN6 com a sua superficie celular.

Uma célula dgue expressa CLDN6 ¢ sendo caracterizada
por associacao de CLDN6 com a sua superficie celular, de
prcferéncia €& uma célula tumoral ou célula cancerigena, de

preferéncia dos tumores € canceres aqui descritos. De
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preferéncia, tal célula ¢é uma célula diferente de uma
célula placentéria.

Doencas cancerigenas oOu canceres preferidos, de acordo
com a invengao, s3o selecionados do grupo consistindo de
cancer de ovario, em particular adenocarcinoma de ovario e
reratocarcinoma de ovario, cancer de pulmao, incluindo
cancer de pulméo de pequenas células (SCLC) e cancer de
pulmao de células nao peguenas (NSCLC), em particular
carcinoma de pulméo de células escamosas € adenocarcinoma,
cAncer gastrico, cancer de mamna, cancer hepatico, cancer
pancreatico, cancer de pele, em particular carcinoma de
célula basal e carcinoma de célula escamosa, melanoma
maligno, cancer de cabeca e pescocOy em particular adenoma
pleomérfico maligno, sarcoma, em particular sarcoma
sinovial e carcinossarcoma, cancer do ducto biliar, cancer
de Dbexiga, em particular © carcinoma de células de
rransicgédo € carcinoma papilar, cancer de rim, en particular
carcinoma de célula renal incluindo carcinoma renal de
células claras e carcinoma celular papilar renal, cancer de
cé6lon, cancer do intestino delgado, incluindo © cancer do
ileo, em particular adenocarcinoma do intestino delgado e
adenocarcinoma do 1ileo, carcinoma embrionario testicular,
coriocarcinoma placentério, cancer cervical, cancer

resticular, em particular seminoma testicular, teratoma
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testicular e cancer testicular embrionario, cancer uterino,
um tumor de células germinativas, tal como teratocarcinoma
ou um carcinoma embrionario, em particular um tumor de
células germinativas do testiculo, e as suas formas
metastaticas.

Os principais tipos de canceres de pulmédo sdo O
carcinoma de pulmdo de pequenas células (SCLC) e o
carcinoma de pulmdo de células nao pequenas (NSCLC).
Fxistem trés subtipos principails de carcinomas de pulmdo de
células ndo pequenas: carcinoma de pulmdo de células
escamosas, adenocarcinoma e carcinoma pulmonar de células
grandes. Adenocarcinomas representam aproximadamente 10%
dos canceres de pulmédo. Este cancer geralmente ¢ visto
perifericamente nos pulmdes, ao contrario do cancer de
pulmdo de pequenas células e do cancer de pulmao de células
escamosas, em gue ambos tendem a ser localizados mais
centralmente.

Cancer de pele & um crescimento maligno na pele. Os
canceres de pele mals comuns Sao cancer de célula basal,
cancer de célula escamosa € melanoma. O melanoma maligno é
um  tipo grave de cancer de pele. Ocorre devido ao
crescimento descontrolado de células de pigmento, chamadas
mclandcitos.

De acordo com a invengao, um “carcinoma’” ¢ um cancer
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que comega na camada de revestimento (células epiteliais)
dos 6rgaos.

“Carcinoma pronguiolar” & um carcinoma do pulm&o, gue
acredita-se  Ser derivado do epitélio de bronquiolos
terminais, em dque © tecido neopléasico sé estende ao longo
das paredes alveolares € cresce em pequenas massas dentro
dos alvéolos. Mucina podem Ser demonstradas emnm algumas das
células e Dno material nos alvéolos, dque também inclul
células desnudas.

“Adenocarcinoma” & um cancer dque S€ origina no tecido
glandular. Este tecido & tampém parte de uma categoria
maior de tecido, conhecida como tecido epitelial. 0 tecido
epitelial inclui a pele, gléndulas e uma variedade de
outros tecidos due revestem as cavidades e 6rgaos do corpo.
0 epitélio ¢ derivado embriologicamente do ectoderma,
endoderma e mesodermnma. Para ser classificado Como
adenocarcinoma, as células ndo precisam necessariamente

fazer parte de uma glandula, contanto due elas tenham

propriedades secretoras. Esta forma de carcinoma pode
ocorrer emn alguns mamiferos superiores, incluindo seres
humanos . Adenocarcinomas bem diferenciados tendem a

assemelhar—-se ao tecido qlandular de que sao derivados,
embora ©Os POucCo diferenciados nio possam. RO corar as

células de uma pidpsia, um patologista ir4 determinar S€ o
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tumor € um adenocarcinoma Ou algum outro tipo de cancer.
Adenocarcinomnas podem surgir em muitos tecidos do corpo,
devido a natureza ubiqua das glandulas dentro do COrpo.
Fmbora cada glandula pode ndo estar secretando a mesma
substancia, uma vez due existe uma fungao exbdbcrina para a
célula, ela & considerada glandular e sua forma maligna &,
portanto, chamada adenocarcinoma. Adenocarcinomas malignos
invadem outros tecidos € muitas vezes fazem metastase, dado
tempo suficiente para fazer isto. O adenocarcinoma de
ovario €& © tipo mais comum de carcinoma de ovario. Ele
inclui 0s adenocarcinomnas serosos e mucinosos, o
adenocarcinoma de células claras € © adenocarcinoma
endometridide.

“Cistadenocarcinoma” & uma forma maligna de um tumor
epitelial—estromal de superficie, uml tipo de cancer de
ovario.

Tumores epiteliais—estromais de superficie sao uma
classe de neoplasmas de ovario que acredita-se due sejam
derivados do epitélio da superficie do ovario (peritoénio
nodificado) ouw & partir do tecido endometrial ectodpico ou
do tecido da trompa de Faldépio (tubario) . Este grupo de
tumores representa a maioria de todos OS tumores de ovario.

reratocarcinoma se refere a um tumor de células

germinativas gque ¢ uma mistura de teratoma com carcinoma
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embrionario, ou com coriocarcinoma, ou com ambos.
Coriocarcinoma & um cancer maligno, rrofoblastico €
agressivo, geralmente da placenta. Ele é caracterizado pela
disseminagao hematogénica precoce para ©0s pulmdes.

Um sarcoma € um cancer do tecido conjuntivo (0SSO,
cartilagem, gordura) , resultando em proliferagéo do
mesoderma. Isto & ao contrario dos carcinomas, due sao de
origem epitelial. Um sarcoma sinovial & uma forma rara de
cancer dJue geralmente ocorre perto das articulacdes do
braco ou perna. Ele um dos sarcomas dos tecidos moles.

Carcinoma de células renais, fambém conhecido cOmMO
cancer de células renais ou adenocarcinoma de células
renais é um cancer renal gue se origina no revestimento do
tapulo contorcido proximal, ©0S tubos muito peguenos no rim
que filtram © sangue e removem os produtos residuais.
Carcinoma de célula renal é de longe o tipo mais comum de
cancer renal em adultos e mais jetal de todos os tumores
genitourinérios. subtipos distintos de carcinoma de células
renais sao carcinoma de células renais de células claras ¢
carcinoma de célula renal papilar. Carcinoma de célula
renal de células claras é a forma mais comum de carcinoma
de célula renal. Quando vistas sob um nicroscodpio, as
células gque compdem O carcinoma de células renais de

células claras parecem muito palidas ou claras. Carcinoma
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de células renais papilares ¢ o segundo subtipo mails comum.
Lstes canceres formam pequenas projecoes tipo dedo
(chamadas papilas) em alguns, S€ ndo na naioria, dos
tumores.

Um tumor de células germinativas & um neoplasma
derivado de células germinativas. Os tumores de células
germinativas podem ser tumores cancerosos ou néao
cancerosos. células germinativas normalmente ocorrem dentro
das gdnadas (ovarios € testiculos) . Tumores de células
germinativas que se€ originam fora das gdnadas (por exemplo,
na cabeca, dentro da poca, PpescogOy pelve; enm fetos, bebés
e criangas peguenas sao mais frequentemente encontrados na
1inha média do corpoy, principalmente na ponta do cbeeix)
podem Ser defeitos congénitos resultantes de erros durante
¢ desenvolvimento do embrido.

As duas classes principais de tumores de células
germinativas s30 os seminomas e nao-seminomas, em dque ©S
ndo-seminomas incluem: teratocarcinoma, carcinoma
embrionério, fumores do saco vitelino, coriocarcinoma e
reratoma diferenciado. A maioria das linhagens celulares de
nao-seminomas sdo equivalentes aos carcinomas empbrionarios,
isto €&, elas sio0 compostas quase inteiramente de células
tronco dque nao se diferenciam em condic¢oes pasalis, embora

algumas possan responder a indutores de diferenciacao, tal
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como o acido retindico.

Por “metastase” se entende a propagagao de células
cancerosas do seu lugar original para outra parte do corpo.
A formacgdo de netastases € um processo muito complexo €
depende do desprendimento de células malignas do tumor
primério, invasao da matriz extracelular, penetragéo das
membranas pasais endoteliais para entrar na cavidade
corporal e vasos para, €m seguida, serem transportadas pelo
sangue € infiltrarem OS 6rgdos—alvo. Finalmente, o
crescimento de um novo tumor no sitio alvo depende da
angiogénese. A metastase tumoral ocorre geralmente apds a
remocdo do Tumon priméario porgue as células tumorais ou
componentes podem permanecer € desenvolver O potencial
metastéatico. Em uma modalidade, © f£ermo “petastase”, de
acordo com & invengao, S€ refere 2 “metastase distante”,
que se relaciona com uma metastase due esta afastada do
tumor primario € do sistema 1infonodo regional.

As células de um Tumor secundario ou metastatico sao
como a8 células no tumor original. TIsto significa, por
cxemplo, que, S€ o cancer de ovario fizer metastase para o
figado, O tumon secundario & composto de células ovarianas
anormais, € nio de células hepaticas anormais. O tumor no
figado & cntéo chamado de cancer de ovario metastatico, €

nio de cancer hepatico.
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por “tratamento” se entende & administragéo de um
composto ou composigao Ccomo agui descrito a um sujeito, @
fim de prevenir ou eliminar uma doenga, incluindo & redugdo
do tamanho de um tumor ou o numero de Tumores e um
individuo; interromper Ou retardar uma doenca em um
individuo; inibir ou retardar © desenvolvimento de uma nova
doenca em um individuo; diminuir a frequéncia oY severidade
dos sintomas e/ou recorréncias em Ul individuo que
atualmente tem ou que Ja teve anteriormente uma doenga;
e/ou prolongar, isto €, aumentar a expectativa de vida do
individuo.

0O termo “tratamento de uma doenga” inclui a cura,
reducao da duragao, melhoria, prevengéo, diminuicdo ©ou
inibigdo da progresséo ou agravamento, ou prevengéo ou
retardo do inicio de uma doenca ou dos sintomas da mesma .

Por westando em risco” s€ entende um individuo, isto
&, um paciente, que € identificado como tendo uma chance
acima da normalidade de desenvolver uma doencéa; em
particular o cancer, ¢€m comparagéo com & populacéo em
geral. Além disso, uml individuo que tenha tido, o4 que tem
atualmente uma doenca, €l particular o cancer, & um
inadividuo queé tem maior risco para o desenvolvimento de umna
doenca, uma vez gue um individuo pode continuar &

desenvolver uma doenca. Tndividuos que atualmente tém, Ou
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que tiveram cancer fambém tém um risco aumentado para a
netéastase do cancer.

O termo “imunoterapia” refere—se & um tratamento due€

envolve uma reacao imune especifica. No contexto da
presente invengao, termos COMO “proteger”, “prevenir",
“profilético”, “preventivo” ou “protetor” se referenm a
prevengéo ou rratamento ou ambos, da ocorréncia e/ou
propagagéo de um tumor em um individuo. 0 termo

“imunoterapia” no contexto da presente invengao Se refere,
de preferéncia, 3 imunizagado do tumor ativo ou vacinagao do
fumor. Uma administragéo profilética de uma imunoterapia,
por exemplo, uma a2dministragao profilética da composicao da
invencao, de preferéncia protege o) receptor do
desenvolvimento do crescimento fumoral. Uma administragéo
terapéutica de uma jmunoterapia, por exemplo, uma
administragéo rerapéutica da composicao da invengaoy pode
levar 2a ipnibicdo do progresso/crescimento do tumor. Isto
compreende & desaceleraqéo do progresso/crescimento do
fumor, em particular urna interrupgao da progresséo do
fumor, due preferencialmente leva a eliminagao do tumor.
Uma administragéo terapéutica de uma jmunoterapia pode
proteger © individuo, POT exemplo, da disseminacao Ou
melastase de tumores ja existentes.

0 ‘termo “imunizacéo” ou wyacinacgao” descreve O
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processo de administracgdo de antigeno & am individuo com a
finalidade de induzir uma resposta imune POr razdes
terapéuticas ou profiléticas.

Os termos windividuo”, “individual”, “organismo” ou
“paciente” sio usados indistintamente e se referem aos
vertebrados, de preferéncia aos mamiferos. por exemplo,
mamiferos, 1O contexto da presente invencgao sio seres

humanos, primatas nao humanos, animais domesticados tais

como  Ccaesy gatos, ovelhas, bovinos, cabras, poOrCcoSs,
cavalos, etc., animais de laboratério tais como
camundongos, ratos, coelhos;, porquinhos—da—india, etc., bem

como animalis em cativeiro como animais de z0016gicos. 0
Lermo “animal”, COmMO agqui utilizado, inclui rambém OS Seres
numanos. O fermo windividuo” pode tampbém incluir um
paciente, isto &, um animal, preferivelmente um ser humano
com uma doenca, de preferéncia uma doenga associada com a
expressao da CLDNO6, de preferéncia uma doenga tumorigénica
ral como um cancer.

0 ‘termo “adjuvante” se refere a0s compostos due
prolongam ou intensificam ou aceleram uma resposta imune. A
composicdo da presente invencao de preferéncia exerce O sSeu
efeito sem & adicao de adjuvantes. Ainda assim, a
composicao do presente pedido de patente pode conter

gqualgquel adjuvante conhecido. adjuvantes compreenden um
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grupo heterogéneo de compostos tais como emulsdes de 6leo
(por exemplo, adjuvantes de Freund), compostos minerais
(tals como alumen), produtos bacterianocs (tal como a toxina
de Bordetella pertussis), lipossomas e complexos
imunoestimulantes. Exemplos de adjuvantes sao monofosforil-
lipideo A (MPL smithKline Beecham). Saponinas, tals como
0s21 (SmithKline Beecham), DQS21 (SmithKline Beecham; WO
96/33739), ©S7, Qsl7, 0S18 e QS-L1 (So e col., 1997, Mol.
Cells 7: 178-186), adjuvantes de Freund 1incompletos,
adjuvantes de Freund completos, vitamina E, montanide,
altmen, oligonucleotideos CpG (Krieg e col., 1995, Nature
374: 546-549), e varias emulsdes agua-em—-o6leo, que sé&o
preparadas & partir de O6leos biologicamente degradaveis,
tais como o esqualeno e/ou tocoferol.

De acordo com a& invencdo, uma amostra pode ser
qualguer amostra atil de acordo com a presente invengao, em
particular uma amostra bioldgica coOmo amostra de tecido,
incluindo fluidos corporais e/ou uma amostra celular, que
pode ser obtida da manelra convencional, tal como poOr
pbiopsia de tecido, incluindo bidpsia por pungdo, e tomando
amostra de sangue, aspirado brédnquico, escarro, urina,
feyres ou outros fluidos corporais. De acordo com a
invencao, o termo “amostra bioldégica”  também inclui

fraccoes de amostras bioldbgicas.
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0 termo “anticorpo” se refere a uma glicoproteina que
compreende pelo menos duas cadelas pesadas (H) e duas
cadeias leves (L) interconectadas por pontes dissulfeto, €
inclui gqualquer molécula que compreende uma por¢ao de
ligagao @ao antigeno do MeSMO. O termo “anticorpo” inclui
anticorpos monoclonais € fragmentos OUu derivados dos
mnesmos, incluindo, sem limitacgao, anticorpos monoclonais
humanos, anticorpos monoclonais numanizados, anticorpos
monoclonais quiméricos, anticorpos de cadeia simples, Por
exemplo, sckFv e fragmentos de anticorpo de 1ligagao &
antigeno como fragmentos Fab e Fab’ e inclui também todas
as formas recombinantes de anticorpos, por exemplo,
anticorpos expressos em procariotos, anticorpos ndo
glicosilados e qualsquer fragmentos de anticorpo de ligagao
ao antigeno € derivados, COmMO aqui descritos. Cada cadeia
pesada ¢ composta por uma regido variavel da cadeia pesada
(aqui abreviado como VH) e uma regido constante da cadeia
pesada. cada cadeia leve & composta por uma regiao variavel
de cadeia leve (agui apreviada Ccomo VL) e umna regiao
constante da cadeia leve. AS regides VH € VL podem ainda
sor subdivididas em regides de hipervariabilidade, chamadas
de rcgides de determinagao de complementaridade (CDR),
intercaladas com regides que s&0 mais conservadas, chamadas

de regides de estrutura (FR) . Cada VH e VL €& composta por
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rrés CDRs € quatro FRs, dispostos do terminal amino para ©
terminal carboxi na seguinte ordem: FR1, CDR1, FRZ, CDRZ,
FR3, CDR3, FRA4. As regides variaveis das cadeias pesada €
leve contém um dominio de ligagao due interage com um
antigeno. AS regides constantes dos anticorpos podem medilar
a ligagéo da imunoglobulina aos tecidos do hospedeiro ou
fatores, incluindo varias células do sistema imune (por
exenplo, células efetoras) € © primeiro componente (Clg) do
sistema complemento classico.

De acordo com & invencao, © rermo “pelo nenos uma das
sequéncilas CDR” significa de preferéncia pelo menos &
sequéncia CDR3. O termo “sequéncias de CDR de uma cadeia de
anticorpo” de preferéncia se refere a CDR1, CDRZ e CDR3 da
cadeia pesada ou cadeia leve de um anticorpo.

De acordo com & invencdo, uma referéncia a uma cadeia
de anticorpo compreendendo una sequéncia CDR particular tal
como uma sequéncia CDR3 particular significa due a dita
sequéncia CDR particular forma a regiao CDR, tal como &
regiao CDR3 da dita cadeia de anticorpo, isto &, @& regiao
CDR consiste da dita sequéncila CDR particular, ou forma uma
parte da regido CDR, tal como a reglido CDR3 da dita cadeia
de anticorpo; isto €&, @ regido CDR compreende & dita
sequéncia CDR particu}ar.

Se de acordo com & invencdo for feilta referéncia a um
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anticorpo e/ou uma cadelia leve particular de anticorpo,

como

.

cadeias leves do anticorpo

cadeia pesada particular de

compreende uma

é preferivel que ambas as cadeias
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cadeila pesada particular de

tal

uma cadela compreendendo seqguéncias CDR particulares,

pesadas e/ou ampas as

sejam, cada uma composta da

anticorpo e/ou da cadeia leve

particular de anticorpo.

0 termo “anticorpo numanizado”  S€ refere a uma
molécula com am  sitio de ligagao & antigeno due é
substancialmente derivado de uma imunoglobulina de uma
espécie nao humana, em que @ estrutura de imunoglobulina
restante da molécula € paseada na estrutura e/ou na

sequéncia de uma imunoglobulina humana .

O sitio de ligagdao

ao antigeno pode compreender dominios variaveis completos

fundidos em dominios constantes ©OuU apenas as regides de
determinagao de complementaridade (CDR) enxertadas e
regides de estrutura apropriadas nos dominios variaveis.

sitios de ligagédo a antigeno

modificados por uma ou mails

podem ser de tipo selvagem ou

substituicoes de aminoacidos,

por exemplo, nodificados para se assemelhar com
imunoglobulinas humanas de forma mails precisa. Algumas
formas de anticorpos numanizados preservamnm todas as

sequéncilas

camundongo  que contém todas

CDR (por exemplo,

um anticorpo humanizado de

as scis CDRS do anticorpo de
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camundongo) . Outras formas tém uma ou mais CDRs que sao
alteradas em relacdo ao anticorpo original.

O termo “anticorpo quimérico” se refere aqueles
anticorpos em gue uma porgdo de cada uma das sequéncias de
aminoacidos das cadeias pesada e leve é homdloga as
sequéncias correspondentes em anticorpos derivados de uma
espécie particular ou pertencentes a uma classe particular,
enquanto que o segmento restante da cadeia é homélogo as
sequéncias correspondentes em outra. Tipicamente, a regido
variavel das cadeias leve e pesada mimetiza as regides
varidveis de anticorpos derivados de uma espécie de
mamiferos, enquanto que as porcgdes constantes sao homélogas
as sequéncias de anticorpos derivadas de outra. Uma
vantagem evidente para tais formas quiméricas é que a
regido variavel pode ser convenientemente derivada de
fontes atualmente conhecidas usando células B ou hibridomas
prontamente disponiveis de organismos hospedeiros nao
humanos em combinacdo com regides constantes derivadas de,
por exemplo, preparacoes de células humanas. Embora a
regido variavel tenha a vantagem da facilidade de
preparacdo e a especificidade nao ser afetada pela fonte, a
regido constante sendo humana, ¢ menos provavel de extrair
uma resposta imune a partir de um individuo humano, quando

os anticorpos sdo injelados do que seria com a regido
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constante a partir de uma fonte nao humana. NO entanto, a
definicao nao esta limitada a este exemplo particular.

0 termo “porgao de ligagao ao antigeno” de um
anticorpo (ou simplesmente, “porgdo de ligagao”) ., tal como
aqui utilizado, s€ refere a um OU mais fragmentos de um
anticorpo que retém a capacidade de se ligar
especificamente 2 um antigeno. Foi demonstrado que & fungao
de ligagao ao antigeno de um anticorpo pode Sser realizada
por fragmentos de um anticorpo de comprimento total.
Exemplos de fragmentos de ligagao englobados nNO termo
“porgao de ligagao ao antigeno” de um anticorpo incluem (1)
fragmentos Fab, fragmentos monovalentes due consistem de
dominios VL, vH, CL e CH; (ii) fragmentos F(ab’ )2,
fragmentos pivalentes que compreendemn dois fragmentos Fab
ligados por uma ponte dissulfeto na regido de dobradicga;
(1idi) fragmentos Fd consistindo dos dominios VH e CH; (iv)
fragmentos FV consistindo dos dominios VL € VH de um unico
praco de um anticorpo, (v) fragmentos dAb (Warde col.,
(1989) Nature 3471 : 544-546), due consistem de um dominio
VH; (vi) regides de determinagao de complementaridade
isoladas (CDR) e (vii) combilnacodes de duas ou mais CDRs
isoladas due podem, opcionalmente, ser unidas pPor unm
ligante sintético. Além disso, embora os dois dominios do

fragmento FV, v e VH, sejam codificados POr genes
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separados, eles podem ser unidos, utilizando métodos
recombinantes, por um ligante sintético que permite que
eles sejam felitos como uma cadeia de proteina unica em que
as regides VL e VH pareiam para formar moléculas
monovalentes (conhecidas como cadeia unica Fv (scFv); ver,
por exemplo, Bird e col. (1988) Science 242: 423-426; e
Huston e col. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879~
5883). Tais anticorpos de cadeia simples também se destinam
a serem englobados no termo “porgdo de ligagdo ao antigeno”
de um anticorpo. Outro exemplo sao as proteinas de fusdo ao
domimio de ligacgao de imunoglobulina, compreendendo (i) um
dominio de ligacao ao polipeptideo que ¢ fundido a um
polipeptideo da regiao de dobradica da imunoglobulina, (ii)
uma regido constante CH2 da cadeia pesada de imunoglobulina
fundida a regido de dobradica, e (iii) uma regido constante
CH3 da cadeia pesada de imunoglobulina fundida com a regiao
constante CH2. O dominio de ligagao ao polipeptideo pode
ser uma regiao variavel da cadeia pesada ou uma regido
variavel da cadeia leve. As proteinas de fusdo aos dominios
de ligagdo da imunoglobulina sao adicionalmente divulgadas
om US 2003/0118592 e US 5003/0133939. Estes fragmentos de
anticorpo sdo obtidos utilizando técnicas convencionais
conhecidas pelas pessoas versadas na técnica, e OS

fragmentos sao testados quanto a utilidade da mesma maneira
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que 0s anticorpos intactos.

O ‘termo “epitopo”  s€ refere a um determinante
antigénico em uma molécula, isto &, a parte em uma molécula
que ¢ reconhecida pelo sistema imune, PpOr exemplo, que €
reconhecida por um anticorpo. Por exemplo, ©OS epitopos sao
os sitios tridimensionais discretos de um antigeno, que sao
reconhecidos pelo sistema imune. NO contexto da presente
invencgdo, O epitopo € preferencialmente derivado de uma
proteina CLDN. Epitopos consistem geralmente de
agrupamentos de superficie guimicamente ativos de
moléculas, tais como aminoacidos ou cadeias laterais de
acucar e geralmente tém caracteristicas estruturais
fridimensionais especificas, bem COIMO caracteristicas de
carga especificas. Epitopos conformacionais e nao
conformacionals siao distinguidos em queé a ligagdao ao
primeiroc, mas nao ao ultimo, ¢ perdida na presenga de
solventes de desnaturacao. Um epitopo de uma proteina, tal
como CLDN compreende de preferéncia uma porgao continua ou
descontinua da dita proteina € possui, de preferéncia,
entre 5 e 100, de preferéncia entre 5 e 50, mais
preforivelmente entre 8 e 30, mais preferivelmente entre 10
e 25 aminoacidos de comprimento, PpoOr exemplo, © epitopo
pode ser prefcrivelmehto de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,

16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 25 aminoacidos de
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comprimento.

0 termo “epltopo descontinuo”, como aqui usado,
significa um epitopo conformacional em um antigeno proteico
que & formado a partir de pelo menos duas regides separadas
na sequéncia primaria da proteina.

0 termo “molécula biespecifica” se destina a incluir
qualqguer agente, por exemplo, uma proteina, peptideo ou
complexo de proteina ou peptideo, que tem duas
especificidades de ligacéo diferentes. Por exemplo, a
molécula pode se ligar, ou interagir com (a) um antigeno de
superficie celular, e (b) um receptor Fc na superficie de
uma célula efetora. 0 termo “molécula multiespecifica” ou
“pmolécula heteroespecifica” pretende incluir gualquer
agente, por exemplo, uma proteina, peptideo ou complexo de
proteina ou peptideo, que tem mais do que duas
especificidades de ligacgao diferentes. Por exemplo, a
molécula pode se ligar a, ou interagir com (a) um antigeno
de superficie celular, (b) um receptor Fc na superficie de
uma célula cfetora € (c) pelo menos um outro componente.
Por consegulnte, a invencdo inclui, mas nio esta limitada,
a moléculas biespecificas, triespecificas, tetraesecificas
c outras multiespecificas que sao direcionadas para CLDNG,
c para outros alvos, tais como receptores Fc em células

cteloras. O termo “anticorpos biespecificos” também inclui



10

15

20

93

diacorpos. Os diacorpos sdo anticorpos bivalentes,
piespecificos em dJue os dominios VH e VL sdo expressos €m
uma unica cadeila polipeptidica, mas utilizando um ligante
que é muito curto para permitir O pareamento entre oS dois
dominios na mesma cadeia, deste modo, forgando OS dominios
a emparelhar com dominios complementares de outra cadeia e
criando dois sitios de ligacao ao antigeno (ver, por
exemplo, Holliger, p., e col.(1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
UsA 90: 6444-6448; Poljak, R.J., € col. (1994) Structure 2
1121-1123) .

Tal como aquil utilizado, o termo “heteroanticorpos” se
refere a dois ou mais anticorpos, Seus derivados ou regides
de ligacgac ao antigeno unidas, pelo menos, dois dos quais
possuindo especificidades diferentes. [Estas diferentes
especificidades incluem uma especificidade de ligagdo para
um receptor Fc em uma célula efetora, € uma especificidade
de ligagdo para um antigeno ou epltopo em uma célula alvo,
por exemplo, uma célula tumoral.

Os anticorpos aqgui. descritos podem Ser anticorpos
numanos. O termo “anticorpo humano”, CcoOmo utilizado nNoO
presente documento, destina-se a incluir anticorpos tendo
regides variaveis ¢ constantes derivadas de sequéncias de
imunoglobulina de linhagem germinativa humana . Os

anlticorpos humanos da invencdo podem incluir residuos de
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aminoacidos nao codificados por sequéncias de
imunoglobulina de linhagem,germinativa humana (por exemplo,
mutacoes introduzidas por mutagénese aleatéoria ou sitio-
especifica in vitro ou por mutacao somatica in vivo).

0 termo Tanticorpo monoclonal”, tal como aqui
utilizado, se refere a una preparagao de moléculas de
anticorpo de composicao molecular unica. Um anticorpo
monoclonal apresenta especificidade e afinidade de ligagao
unicas para un epitopo particular. Em uma modalidade, ©0sS
anticorpos monoclonails sao produzidos por um hibridoma, dJque
inclui uma célula B obtida de um animal nao humano, POor
exemplo, camundongo, fundida com uma célula imortalizada.

0 termo “anticorpo recombinante”, tal como agqui
utilizado, inclui todos oS anticorpos que sao preparados,
expressos, criados ou 1isolados por nmeios recombinantes,
tais como anticorpos isolados de um animal (por exemplo, um
camundongo) , due & transgénico ou transcromossomal em
relacdo aos denes da imunoglobulina ou Ul hibridoma
preparado a partir deste, (b) anticorpos isolados de uma
célula hospedeira rransformada para expressar O anticorpo,
por cxemplo, de um transfectoma, (C) anticorpos isolados a
partir de uma biblioteca de anticorpos recombinantes,
combinaltoria, € (d) anticorpos preparados, expressos,

criados ou igsolados por quaisguer outros meios que envolvem
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a unido de sequéncias de genes da imunoglobulina a outras
sequéncias de DNA.

O termo “transfecloma”, tal como utilizado no presente
documento, inclui células hospedeiras eucaridticas
recombinantes que expressam um anticorpo, tais como células
CHO, celulas NS/0, células HEK293, células HEK293T, células
vegetais ou fungos, incluindo células de levedura.

Como wutilizado no presente documento, um “anticorpo
heterdlogo” ¢ definido em relacdo a um organismo
transgénico que produz tal anticorpo. Este termo se refere
a um anticorpo que tem uma sequéncia de aminodcidos ou uma
sequéncia de 4acidos nucleicos codificante correspondente
aquela encontrada em um organismo que ndo consiste no
organismo transgénico, e sendo geralmente derivada de uma
espécie diferente do organismo transgénico.

Como utilizado no presente documento, um “anticozrpo
heterohibrido” se refere a um anticorpo que possui cadeias
leves e pesadas de diferentes origens de organismos. Por
exemplo, um anticorpo possuindo uma cadeia pesada humana
assoclada com uma cadeia leve de murino ¢é um anticorpo
heterohibrido.

A invencdo incluil todos os anticorpos e derivados de
anticorpos, tais como aqui descritos que, para as

finalidades da invencdo, sao  englobados pelo termo
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wanticorpo”. O termo “derivados de anticorpo” s€ refere a
qualquer forma modificada de um anticorpo, Por exemplo, Ul
conjugado do anticorpo € outro agente ou anticorpo, ou @ um
fragmento de anticorpo.

Os antlcorpos descritos 1O presente documento estao
preferivelmente isolados. Um “antilicorpo isolado”, tal como

aqui utilizado, pretende se referir a um anticorpo que €

substancialmente 1ivre de outros anticorpos com diferentes

especificidades antigénicas (por exemplo, Ul anticorpo
isolado que se liga especificamente a CLDN6 é
substancialmente livre de antlicorpos gue se ligam
especificamente a antigenos diferentes de CLDNG6) . Um

anticorpo isolado que s€ liga especificamente a um epitopo,
isoforma Ou variante de CLDN6 humana pode, DO entanto, ter
reatividade cruzada com outros antigenos relacionados, por
exemplo, de outras espécies (por exemplo, homd&10gosS de
espécies CLDNG) . Além disso, um anticorpo isolado pode
estar substancialmente 1ivre de outro material celular e/ou
produtos quimicos. Em uma modalidade da invencao, uma
combinacdo de anticorpos monoclonais wigolados” se refere
qos anticorpos com diferentes especificidades e sendo
combinados em uma composigao pem definida.

pDe acordo com a presente ipnvengao, um anticorpo é

capaz de S€ ligar a um alvo predeterminado, se ele tem uma
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afinidade significativa para O dito alvo predeterminado e
se liga ao dito alvo predeterminado em ensalos padrao, tails
como  ©OS ensalos descritos 1O presente documento. De
preferéncia, um anticorpo & capaz de Se€ ligar a um alvo se
ele se ligar detectavelmente ao dito alvo em uma analise de
citometria de fluxo (analise FACS) em que & ligagao do dito
anticorpo a0 dito alvo expresso na superficie de células
intactas é determinada. De preferéncia, o anticorpo se€ liga

detectavelmente ao dito alvo, caso esteja presente e uma
concentragao de 10 pg/ml ou menos, 9 pg/ml ou menos, ou 2

pg/mbL ou menos. De preferéncia, o anticorpo S€ liga de modo
detectavel ao dito alvo, se presente em uma concentragéo de
50 nM ou menos, 30 nM ou mMenos ou 15 nM ou menos .
wpfinidade” Ou4 wafinidade de 1igacéo” é geralmente medida
pela constante de dissociagao de equilibrio (Kp) - De
preferéncia, o termo vafinidade Significativa” se refere 2
ligagao @ um  alvo predeterminado com uma constante de
dissociagao (Kp) de 107> M ou menos, 10°® M ou nenos, 107" M
ou menos, 107% M ou menos, 107 M ou menos, 1079 M ou menos,

-12 M ou menos. Os anticorpos da

107" M ou menosy ou 10
presente invencao tém, de preferéncia, valores de EC50 para

4 ligagao a CLDN6 de 6500 ng/ml ou menos, 3000 ng/ml ou

menos, 2500 ng/ml ou menos, 2000 ng/ml ou menos, 1500 ng/ml
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ou Mmenos, 1000 ng/ml ou nenos, 500 ng/ml ou menos, 400
ng/ml ou nenos, 300 ng/ml ou menos, 200 ng/ml ou menos, oOu
100 ng/ml ou menos .

Unp anticorpo nao € (substancialmente) capaz de se
ligar a um alvo se ele ndo tem afinidade significativa pelo
dito alvo € nao se liga significativamente a0 dito alvo em
ensalos padrac. De preferéncia, um anticorpo nido €
(substancialmente) capaz de S€ ligar a um alvo se ele nao
se ligar detectavelmente ao dito alvo em uma analise de
citometria de fluxo (analise FACS) em que & ligagao do dito
anticorpo a0 dito alvo expresso na superficie de células
intactas é determinada. De preferéncia, o anticorpo nao se
liga detectavelmente ao dito alvo se estiver presente em
umna concentracao de até 2 ng/ml, de preferéncia até 5
pg/mby, de preferéncia até 10 ng/ml, de preferéncia até 20

wg /b, mais preferivelmente até 50 pg/ml, em particular até

100 pg/mb, ©ou até 150 pg/maly até 200 pg/ml ou mais. De
preferéncia, o anticorpo nao se liga detectavelmente ao
dito alvo s€ estiver presente em uma concentracao de até 15
nM, de preferéncia até 30 nM, de preferéncia até 50 nM, de
preferéncia atée 100 nM, de preferéncia até 150 nM, ou até
170 nM, até 300 mMy, até 600 nMy, até 1000 nM, ate 1300 nM ou

mais. De preferéncia, o anticorpo nao se liga
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detectavelmente ao dito alvo se estiver presente em uma
concentragao dque satura a ligagao ao alvo a que © anticorpo
se liga, 1isto é, CLDNG6. De preferéncia, um anticorpo nao
tem afinidade significativa para um alvo, se ele se liga ao
dito alvo com uma K, que € pelo menos 10 vezes, 100 vezes,
10° vezes, 10" vezes, 10° vezes ou 10% vezes maior do gue a
Kp para a ligagao ao alvo predeterminado a que ©O anticorpo
& capaz de se ligar. Por exemplo, se& & Kp para a ligagao de
um anticorpo ao alvo a gue O anticorpo & capaz de se ligar
& de 1077 M, a Kp para a ligacgdo a um alvo para ©O qual o
anticorpo nao tem nenhuma afinidade significativa seria de
pelo menos 1076 ™M, 107 M, 1074 M, 107 M, 1072 M ou 107" M.

Um anticorpo ¢ especifico para um alvo predeterminado
se ele & capaz de se ligar ao dito alvo predeterminado,
enguanto nao & capaz de se ligar a outros alvos, isto €,
nao tem nenhuma afinidade significativa para outros alvos €
nao se liga significativamente 4 outros alvos em ensaios
padrao. De acordo com & invengao, um anticorpo € especifico
para CLDNG6 se ele for capaz de se€ ligar a CLDN6, mas nao é
capaz de S€ ligar a outros alvos, em particular proteinas
claudina diferentes de CLDN6, como CLDNO9, CLDN4, CLDN3 e
cr.bN1l. De preferéncia, um anticorpo & especifico para CLDNG
s a afinidade por € a2 ligagédo a uma proteina claudina

diferente de CLDNG6, tal como CLDNY, CLDN4, CLDN3 ¢ CL.DN1,
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nao exceder significativamente a afinidade para ou a

ligacao as proteinas claudina ndo relacionadas, tals como

albumina de soro bovino (BSA), caseina, albumina de sSoro
humano (HSA) ou proteinas tansmempbrana que nao sao
claudina, tais como moléculas MHC ou receptor de

transferrina, ou qualquer outro polipeptideo especificado.
De preferéncia, um anticorpo ¢é especifico para um alvo
predeterminado se ele se liga ao dito alvo com uma Kp que €
pelo menos 10 vezes, 100 vezes, 10° vezes, 10* vezes, 10°
vezes oOuU 10% vezes menor do due a Kp, para a ligagao a um
alvo para o qual nao é especifico. Por exemplo, se a Kp
para a ligagao de um anticorpo ao alvo para O qual ele &
especifico é 1077 M, a Kp para a ligagaoc a um alvo para O
qual ele nao é especifico seria de pelo menos 107° M, 107°
M, 107¢ M, 107° M, 107° M ou 107" M.

A ligacdao de um anticorpo a um alvo pode ser
determinada experimentalmente usando qualquer método
adequado; ver, por exemplo, Berzofsky e col., "Antibody-
Antigen Interactions” em Fundamental Immunology, Paul, W.
E., Ed., Raven Press Nova Iorque, N Y (1984), Kuby, Janis
Tmmunology, W. H. Freeman and Company Nova Iorque, N Y
(1992), e métodos agqui descritos. AS afinidades podem ser
Facilmente determinadas utilizando técnicas convencionais,

tais como por didlise de equilibrio; usando © instrumento
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BIAcore 2000, utilizando os procedimentos gerais descritos
pelo fabricante; por radioimunoensaio utilizando antigeno
alvo radiomarcado; ou por outro método conhecido pela
pessoa versada na técnica. Os dados de afinidade podem ser
analisados, por exemplo, pelo método de Scatchard e col.,
Ann N.Y. Acad. ScL, 51: 660 (1949). A afinidade medida de
uma interacdo anticorpo-antigeno particular pode wvariar se
for medida sob diferentes condigdes, por exemplo,
concentragdo salina, pH. Assim, as medicdes de afinidade e
outros parametros de ligagdo ao antigeno, por exemplo, Kp,
ICsp, sdo de preferéncia feitas com solucdes padronizadas
de anticorpo e antigeno e um tampdo padronizado.

Uma caracteristica unica do anticorpo da presente
invencdo €& a capacidade de se ligar a claudina 6 da
superficie da célula. Isto é demonstrado por anidlise de
citometria de fluxo de células que expressam claudina 6.

Para testar a ligagdo dos anticorpos monoclonais as
células vivas expressando claudinas, a citometria de fluxo
pode ser usada. Resumidamente, as linhagens celulares que
cxpressam claudinas associadas a membrana (cultivadas sob
condigdes de crescimento padrdo) sdo misturadas com varias
concentragdes de anticorpos em PBS contendo 2% de FCS
inativado por calor ¢ 0,1% de NaN; a 4°C durante 30 min.

ApOs lavagem, as células rcagem com um anticorpo secundario
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marcado por fluorescéncia sob as mesmas condicdes de
coloragdo do anticorpo primadrio. As amostras podem ser
analisadas por FACS wusando propriedades de disperséao
lateral e luz para entrada em células individuais e a
ligacdo dos anticorpos marcados é determinada.

0O termc “ligacdo”, de acordo com a invencdo, de
preferéncia se refere a uma ligacdo especifica, tal como
agui definido.

Tal como aqui utilizado, Y“isotipo" se refere a classe
de anticorpos (por exemplo, IgM ou IgGl) que é codificada
por genes da regido constante da cadeia pesada.

Tal como aqui wutilizado, “comutacdo de isotipo” se
refere ao fendbmeno pelo qual a classe ou isotipo de um
anticorpo muda de uma classe Ig para uma das outras classes
de Ig.

O termo “ocorréncia natural”, tal como aqui utilizado,
conforme aplicado a um objeto, se refere ao fato de que um
objeto pode ser encontrado na natureza. Por exemplo, uma
sequéncia de polipeptideo ou polinucleotideo que estéa
presente em um organismo (incluindo virus) que pode ser
isolada de uma fonte na natureza e que ndo foi
intencionalmente modificada pelo homem no laboratdrio é de
ocorréncia natural.

O termo “rearranijado”, tal como agqui utilizado, se
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refere a uma configuracdo de um locus de imunoglobulina de
cadeia pesada ou cadeia leve, em gue um segmento VvV esta
posicionado imediatamente adjacente a um segmento D-J ou J
em uma conformacgao dque codifica essencialmente um dominio
VH ou VL completo, respectivamente. Unm locus de gene de
imunoglobulina rearranjada (anticorpof pode ser
identificado por comparagao com O DNA da linhagem
germinativa; um locus rearranjado tera pelo menos um
elemento de homologia de heptamero/nonamero recombinado.

O termo “ndo rearranjado” ou “configuragdo de linhagem
germinativa”, tal como agqui utilizado em referéncia a um
segmento V, se refere a configuragdo em que O segmento V
nao é recombinado de modo a estar imediatamente adjacente a
um segmento D ou J.

O termo “molécula de 4cido nucleico”, tal como aqui
utilizado, pretende incluir moléculas de DNA e moléculas de
RNA. Uma molécula de 4cido nucleico pode ser de cadeia
simples ou de cadeia dupla, mas de preferéncia ¢ DNA de
cadeia dupla. Uma molécula de acido nucleico pode ser
empregada para introducdo em, 1isto é, transfecgao de
células, por exemplo, sop a forma de RNA, que pode ser
preparada por transcricao in vitro a partir de um molde de
DNA. O RNA pode, além disso, ser modificado antes da

aplicagao por sequéncias de estabilizacdo, cobertura e
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poliadenilaqéo.

Os acidos nucleicos descritos de acordo com a invengao
foram preferivelmente isolados. O termo wiecido nucleilco
isolado” significa, de acordo com a invencdo, due © Acido
nucleico foi (1) amplificado in wvitro, Ppor exemplo, POr
reacdo e cadeia da polimerase (PCR), (ii) produzido de
forma recombinante por clonagenm, (1i1) purificado, POr
exemnplo, Por clivagem ¢€ fracionamento eletroforético em
gel, ou (1v) sintetizado, POr exenplo, poOr sintese quimica.
Um acido nucleico isolado é um 4cido nucleico que esta
disponivel para a manipulacao Por técnicas de DNA
recombinante.

Os éacidos nucleicos poden, de acordo com & invencao,
estar presentes sozinhos ou €mnm combinagao com outros acidos
nucleicos, due podem ser hombélogos Ou heterdlogos. Em
modalidades preferidas, um acido nucleico esta
funcionalmente ligado as sequéncias de controle de
expressac due podem ser hombélogas Ou heterblogas €m relagao
ao dito acido nucleico, em que © termo “hombdlogo” significa
que © 4cido nuclelco também esta funcionalmente ligado a
sequéncia de controle de expressao naturalmente, € © Lermo
“heterdlogo” significa que o acido nucleico 1nao esta
funcionalmente ligado a scquéncia de controle de expressao

naturalmente.
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Um acido nucleico, tal como um acido aucleico que
expressa RNA e/ou proteina ou peptideo, € uma sequéncia de
controle de expressao sdo “funcionalmente” ligados um ao
outro se eles estao covalentemente ligados entre si de tal
5 forma que @& expressao ou transcrigao do dito acido nucleico
esta sob © controle OuU sob a influéncia da dita sequéncia
de controle de expressao. ge o acido nucleico deve ser
traduzido em uma proteina funcional, entao, com uma
sequéncia de controle de expressao funcionalmente ligada a

10 umna sequéncia codificadora, @ inducdo da dita sequéncia de
controle de expressao resulta na transcrigao do dito acido
nucleico, sem causar uma mudanca de estrutura na sequéncia
codificadora ou dita sequéncia codificadora nao sendo capaz
de ser traduzida na proteina o4 peptideo desejado.

15 O termo “wsequéncia de controle de expresséo”
compreende, de acordo com oS promotores da invengao, sitios
de ligagéao de ribossomo, intensificadores e outros
elementos de controle que regulam a transcrigao de um gene
ou ‘tradugao de um MRNA. Em modalidades particulares da

20 invengao, &as sequéncias de controle da expressao podem Ser
reguladas. A estrutura exata das sequéncias de controle de
expressdo pode yariar como uma funcao da espécie ou tipo de
célula, mas em geral compreende sequéncias 57 nao

franscritas € 57 e 3’ nao traduzidas, gue estdo envolvidas
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no inicio da transcrigcdo e da tradugao, respectivamente,
tais como TATA box, sequéncia de nivelamento, sequéncia
CAAT e similares. Mais especificamente, as sequéncias de
controle de expressao 5’ néo transcritas compreendem uma
regido promotora que inclui uma sequéncia promotora para o
controle transcricional do é&cido nucleico funcionalmente
ligado. Sequéncias de controle de expressdo podem também
compreender  sequéncilas intensificadoras ou sequéncias
ativadoras a montante.

De acordo com a invengdo, o termo “promotor” ou
“regido promotora” se refere a uma sequéncia de é&cido
nucleico que esta localizada a montante (57) em relagdo a
sequéncia de acido nucleico sendo expressa e que controla a
expressdo da sequéncia pelo fornecimento de um sitio de
reconhecimento e de ligagdaoc para a RNA-polimerase. A
“regifo promotora” pode incluir sitios de reconhecimento e
ligacdo adicionais para fatores adicionais que estao
envolvidos na regulagdo da transcricdo de um gene. Unm
promotor pode controlar a transcricgao de um gene
procariotico ou eucariético. Além disso, um promotor pode
ser “induzivel” e pode iniciar a transcricdo em resposta a
um agente indutor ou pode ser ‘“constitutivo” se a
transcricdo nao é controlada por um agente indutor. Um gene

que esta sob © controle de um promotor induzivel ndao é
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P

expresso, Ou & expresso apenas €M pequena extensdo, se ul
agente indutor estiver ausente. Na presenca do agente
indutor, © gene & ligado ou © nivel de transcrigao é
aumentado. Isto € mediado, €m geral, pela ligacao de um
fator de transcricgao especifico-

promotores dque€ sao preferidos de acordo com a invencgao
incluemn promotores para a sp6, T3 € T7 polimerase, promotor
de RNAR UG humano, promotor de CMV € promotores hibridos
artificiais dos mesmosS (por exemplo, CMV) , onde uma parte
ou partes s30 fundidas com uma parte o4 partes dos
promotores dos genes de outras proteinas celulares, tais
como, POor exemplo;, GAPDH humana (gliceraldeido—B—fosfato
desidrogenase) e incluindo ©Ou nao incluindo intron(s)
adicional/adicionais.

De acordo com & invencdo, © £ermo “expresséo" & usado
no seu sentido mais geral, © compreende & produgéo de RNA
ou de RNA € proteina/peptideo. Fle tampém compreende &
expressao parcial de acidos nucleicos. além disso, @
expressao pode ser realizada de forma transiente ou de
forma estavel. De acordo com & invengdo, © termo expressao
Lampeén incluli uma “expressao aperrante” o4 “Yexpressao
anormal”.

“Expressao aberrante” ou “expressao anormal”

significay de acordo com a2 invengaoy que & expressao é
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alterada, de preferéncia aumentada, em comparagdo com uma
referéncia, de preferéncia em comparagao com O estado em
uma célula normal nao tumorigénica ou um individuo
saudavel. Um aumento na expressdo se refere a um aumento de
pelo menos 10%, em particular pelo menos 20%, pelo menos
50% ou pelo menos 100%. Em uma modalidade, a expressdo €
encontrada apenas em um tecido doente, enguanto dque a
expressdo em um tecido saudavel é reprimida.

Fm uma modalidade preferida, uma molécula de éacido
nucleico estéd, de acordo com a invencdo, presente em um
vetor, quando apropriado com um promotor, que controla a
expressdo do acido nucleico. O termo “vetor” é aqui
utilizado no seu sentido mais geral e compreende qualquer
veiculo intermedidrio para um 4cido nucleico que permite
que o dito &cido nucleico, por exemplo, seja introduzido em
células procaridticas e/ou eucariodticas e, quando
apropriado, seja integrado em um genoma. Vetores deste tipo
sdo, de preferéncia, replicados e/ou expressos nas células.
Os vetores compreenden plasmideos, fagomideos,
bacteridéfagos ou genomas virais. O termo “plasmideo”, tal
como aqui utilirzado, geralmente se refere a uma construgao
de material genético extracromossémico, geralmente um
duplex de DNA circular, que pode se replicar

independentemente do DNA cromossomico.
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Como O vetor para @& expressao de um anticorpor tanto
aa tipo de vetor em due @ cadeia pesada € @ cadeia leve do
antlicorpo estdo presentes enm diferentes yetores ou uml tipo
de vetor em que & cadeia pesada @ a cadeila leve estao
presentes no mesmo vetor pode Ser utilizado.

O] ensinamento dado pelo presente documento em relacdo
ao acido nuclelco especifico e as sequéncias de
aminoacidos; por exemplo, aquelas nostradas na 1istagem de
sequéncias, & para ser interpretado de forma 2a tampém Sse
referir as modificagées, isto &y variantes das ditas
sequéncias especificas que resultam nas sequéncias que sao
funcionalmente equivalentes as ditas segquéncias
especificas, por exemplo, sequéncias de aminoacidos
exibindo propriedades idénticas ©Ou semelhantes as das
sequéncias de aminoacidos € sequéncias de acidos nuclelcos
especificas gue codificam as sequéncias de aminoacidos gue
exibem propriedades idénticas ©ou semelhantes as das
sequéncias de aminoacidos codificadas pelas sequéncias de
dclidos nucleicos especificas. Uma propriedade importante é
reter a 1igacao de um anticorpo ao seu alvo ou manter as
fungoes ofetoras de um anticorpo, tais como cpc e/ou ADCC.
De prcferéncja, uma sequéncia nodificada en relagaoc @ uma
sequéncia especificay cquando ela substitui a sequéncia

especifica em um antlcorpo, retém a ligagao do dito
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anticorpo ao alvo € de preferéncia. as funcgoes do dito
anticorpo, COmMe agui descrito.

Do mesmo modo, o) ensinamento dado no presente
documento ~ com relagdo aos antlcorpos especificos, ou
hibridomas produtores de anticorpos especificos, deve sSer
interpretado de forma & rampém S¢€ referir aos anticorpos
caracterizados por uma sequéncia de aminoacidos e/ou
seguéncia de Aacidos nucleicos que é nodificada em
comparagao com & sequéncia de aminoacidos e/ou a sequéncia
de acidos nucleicos dos anticorpos especiflcos, porem sendo
funcionalmente equivalentes. Uma propriedade jmportante é
reter @& 1igagao de um anticorpo ac seu alvo ou manter as
funcoes efetoras de um anticorpo- De preferéncia, uma
seguéncia modificada em relacgdo a uma sequéncia especifica,
quando ela substitui 2 seguéncia especifica eqn um
anticorpor retém a ligacgao do dito anticorpo ao alvo e, de
preferéncia, as funcoes do dito antlcorpo como aqul
descrito, POr exemplo, lise mediada por cpc ou lise mediada
poxr ADCC.

Sera percebido pelas pessoas yersadas na récnica dques
enm particular, as sequéncias de CDR, regides hipervariéveis
e variavelils podem sSer modificadas sem perder @& capacidade
de se ligar @ am alvo. Por excmplo; regides CDR serao ftanto

identicas ou altamente nomdlogas 55 regiodes dos anticorpos
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aqui especificados. por “altamente hombélogo” se€ entende que€
de 1 a 5, de preferéncia de 1 a 4, tal como de 1 a 3 ou 1l
ou 2 substituigdes podem Ser feitas nas CDRs. Além disso,
as regiodes hipervariaveis e variaveis podem ser modificadas
de modo a que elas apresentem homologia substancial com as
regides de anticorpos especificamente reveladas nO presente
docunmento.

£ para Ser entendido due os acidos nucleicos
especificos agui descritos também incluem acidos nucleicos
nodificados por uma questao de otimizagao da utilizacgao de
coédons em uma célula hospedeira ou organismo particular. As
diferencas na utilizacao de codons entre os organismos pode
levar a umna variedade de problemas envolvendo & expressao
de gene neterdlogo. A otimizacéao de coédon por alteracao de
um ou mais nucleot1deos da sequéncia original pode resultar
em uma otimizagao da expressao de um acido nucleico, emn
particular na otimizagao da eficacia de traducdo, em um
hospedeiro hombdlogo  ©Ou heter6logo €m gque ©O dito éacido
nucleico deva ser expresso.

De acordo com 2 invencgao, uma variante, derivado,
forma modificada ou fragmento de uma sequéncia de é&cido
nuclcico, sequéncia de aminoacidos, ou peptideo de
preferéncia fem uma proprlcdade funcional da sequéncia de

acidos nucleicos;, seguéncia de aminoacidos ou peptideo,
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respectivamente, a partir do qual ela foi derivada. Tais
propriedades funcionais compreendem a interacdo com Ou
ligagdo a outras moléculas. Em uma modalidade, uma
variante, derivado, forma modificada ou fragmento de uma
sequéncia de 4dcido nuclelco, sequéncia de aminoacidos ou
peptideo €& imunologicamente equivalente a sequéncia de
4dcido nuclelco, sequéncia de aminodcidos ou peptideo,
respectivamente, a partir do qual ela foi derivada.

De preferéncia, o grau de identidade entre uma
sequéncia de dcido nucleico especifica e uma sequéncia de
icido nucleico que é modificada com relagao a ou due & uma
variante da dita sequéncia de 4dcido nucleico especifica
sera de pelo menos 70%, de preferéncia pelo menos 75%, mails
preferivelmente de pelo menos 80%, ainda mais
preferivelmente de pelo menos 90% ou mais preferivelmente
pelo menos 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%. Em relacgao as
variantes de é&cido nucleico CLDN6, o grau de identidade &,
de preferéncia, dado para uma regido de pelo menos cerca de
300, pelo menos cerca de 400, pelo menos cerca de 450, pelo
menos cerca de 500, pelo menos cerca de 550, pelo menos
cerca de 600 ou pelo menos cerca 630 nucleotideos. Em
modalidades preferidas, © grau de identidade é dado para
todo o comprimento da sequéncia de 4cidos nucleicos de

referéncia, tals como as sequéncias de 4cido nucleico dadas
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na listagem de sequéncias. De preferéncia, as duas
sequéncias sao capazes de hibridizar € formar uma duplex
estavel uma com a outra, com a hibridizagao
preferencialmente sendo realizada sob condigdes  due€
permitem a hibridizagao especifica entre os
polinucleotideos (condigdes estringentes). Condicgdes
estringentes sao descritas, POY exemplo, ©m Molecular
cloning: A Laboratory Manual, J- gamprook € col., Editors,
22 Edigao, cold Spring Harbor T,aboratory press, cold Spring
Harbor, Nova Torgque;, 1989 ou current protocols in Molecular
Biology: F.M. pausubel € col., Bditors: John Wiley & sSons,
inc., Nova Torque € S€ referem, POTr exenplo, a hibridizagao
a 65°C em fampao de hibridizaqéo (3,5 ¥ ssC, Ficol 0,02%,
polivinilpirrolidona 0,02%, albumina de sO0ro povino 0,02%,
NaH,PO4 2,5 mM (pH 7) s sps 0,5%, EDTA 2 M) . SSC & cloreto
de soddio 0,15 M/citrato de s6dio 0,19 M, pH 7- Apbds @
nibridizacao: a membrana @& qual © pNA fol transferido é
lavada, PpOT exemplo, €m 2 x S§SC em temperatura ambiente €y
em seguida, 0,1 a 0,5 ¥ gsc/0,1 % sDS em temperaturas de
até 68°C.

0 bLermo wgariante” de acordo com & invengao fambémnm
inclul mutantes;, variantes de uniao, conformacoes,
isoformas, variantes alélicas, variantes de espécies e

homd10ogos de espécies, cm particular agueles que s&ao
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naturalmente presentes. Uma variante alélica se refere a
uma alteragdo na sequéncia normal de um gene, cujo
significado é muitas vezes pouco claro. O sequenciamento
genético completo frequentemente identifica  numerosas
variantes alélicas para um determinado gene. Um homdlogo de
espécie é uma sequéncia de &cido nucleico ou de aminoacidos
com uma diferente espécie de origem daquela de uma dada
sequéncia de acidos nucleicos ou de aminocdcidos.

Para as finalidades da presente invencdo, “variantes”
de uma sequéncia de aminocacidos compreende variantes de
insercéo de aminoacidos, variantes de adicao de
aminoacldos, variantes de eliminacdo de aminodcidos e/ou
variantes de substituicdo de aminodcidos. Variantes de
eliminagdo de aminodcidos que compreendem a eliminacido na
extremidade N-terminal e/ou C-terminal da proteina séo
também chamadas de variantes de truncagem N-terminal e/ou
C~terminal.

Variantes de inserc&o de aminodcidos compreendem
insercdes de um ou doils ou mais aminoacidos em uma
sequéncia de aminoacidos particular. No casc de variantes
da scquéncia de aminodcidos possuindo uma inser¢do, um ou
mais residuos de aminocdcidos sédo inseridos em um sitio
particular em uma sequéncia de aminodcidos, embora a

inscrgdo aleatdéria com varredura apropriada do produto
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resultante também seja possivel.

Variantes de adig¢do de aminoacidos compreendem fusdes
amino e/ou carbdéxi terminais de um ou mais aminoacidos,
tais como 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 ou mais aminocacidos.

Variantes de eliminacéao de aminoacidos sao
caracterizadas pela remocdo de um ou mais aminodcidos da
sequéncia, tais como por remocdo de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30,
50 ou mais aminocdcidos. As eliminacdes podem ser em
qualgquer posigdo da proteina.

Variantes de substituicgéo de aminocacidos sdo
caracterizadas por pelo menos um residuo na sequéncia sendo
removido e outro residuo sendo inserido no seu lugar. E
dada preferéncia as modificagdes nas posigdes na sequéncia
de aminoacidos que nd&o sdo conservados entre as proteinas
ou peptideos homdlogas e/ou a substituicgdo de aminoacidos
com outros tendo propriedades semelhantes. Preferivelmente,
as mudangas de aminocdcidos nas variantes de proteina séo
mudancas de aminocacidos conservadoras, isto &,
substituicdes de aminodcido semelhantemente carregados ou
ndo carregados. Uma modificacdo de aminoacidos conservadora
envolve a substituicdo de um de uma familia de aminoacidos
que estéo relacionados em suas cadeias laterais.
Aminodcidos de ocorréncia natural sd&o geralmente divididos

em quatro familias: aminocacidos acidos (aspartato,
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glutamato), phas1coS (lisina, arginina; histidina), apolares

(alanina, valina, leucinay isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptofano), e polares
descarreqados (glicina, asparagina, glutamina, cisteina,
serinad, rreonina, tirosina). Fenilalanina, triptofano e
n conjunto como

tirosina sio algumas vezes classificados e

aminoacidos aromaticos.
u de similaridade, de preferéncia

De preferéncia, o gra

de identidade entre uma sequéncia de aminoécidos especifica

10 e uma sequéncia de aminoécidos que é modificada com relacao
ma variante da dita sequéncia de aminoacidos

dos

a ou gue & u
de aminoacil

tal com

especifica, o entre as sequéncias
apresentando nomologia substancial, sera de pelo menos 70%,
de preferéncia pelo menos 80%, ainda mais preferivelmente
15 pelo menos 90% ou mais preferivelmente pelo menos 95%: 96%
e similaridade ou identidade é

3

99%. O grau d
cidos gque €

a uma regiao de aminoa

dado preferivelmente par
pelo menos cerca de 10%, pelo mnenos cerca de 20%, pelo
menos cerca de 30%, pelo mnenos cerca de 40%, pelo menos
20 cerca de 50%, pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de
70%, pclo nmenos cerce de 80%, pelo menos cerca de 90% ou
cerca de 100% de fodo © comprimento da sequéncia de
se 2 sequéncia de

por exemplO;

aminoécido de referéncta.
aminoécido de reforéncia consiste em 200 aminoécidos, o)
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grau de similaridade ou identidade é dado preferivelmente
para pelo menos cerca de 20, pelo menos cerca de 40, pelo
menos cerca de 60, pelo menos cerca de 80, pelo menos cerca
de 100, pelo menos cerca de 120, pelo menos cerca de 140,
pelo menos cerca de 160, pelo menos cerca de 180 ou cerca
de 200 aminocédcidos, de preferéncia amincécidos continuos.
No gue diz respeito as variantes de polipeptidec CLDN6, o
grau de similaridade ou identidade é dado preferivelmente
para uma regido de pelo menos cerca de 100, pelo menos
cerca de 120, pelo menos cerca de 140, pelo menos cerca de
160, pelo menos cerca de 180, pelo menos cerca de 200 ou
pelo menos cerca de 210 aminocacidos. Em modalidades
preferidas, o grau de similaridade ou identidade ¢& dado
para todo o comprimento da sequéncia de aminocacidos de
referéncia, tals como as sequéncias de aminoadcidos dadas na
listagem de sequéncias. O alinhamento para a determinacdo
da similaridade de sequéncia, de preferéncia a identidade
de sequéncia, pode ser feito com as ferramentas conhecidas
na técnica, de preferéncia usando o melhor alinhamento de
sequéncia, por exemplo, usando Align, usando as
configuracodes padréao, de preferéncia EMBOSS: :needle,
Matrix: Blosumé62, Gap Open 10,0, Gap Extend 0,5.
“Similaridade de sequéncia” indica a porcentagem de

aminoacidos que tanto sao idénticos ou que representam
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substituicées de aminoacidos conservadoras. “Identidade de
sequéncia” entre duas sequéncias de &cidos nucleicos ©OU
polipeptideos indica @& porcentagem de aminoécidos ou
nucleotideos que sao idéenticos entre as sequéncias.

A widentidade percentual” & obtida apb6s © melhor
alinhamento, sendo esta porcentagem puramente estatistica €
2s diferengas entre as duas sequéncias sendo distripuidas
de forma aleatobria e em todos 0S8 seus compr imentos. As
comparagoes de sequéncias entre duas sequéncias de
pucleotideos ou aminoacidos sao convencionalmente
realizadas mediante & comparagéo dessas sequéncias, depois
de té-las alinhado da melhor maneira, @ dita comparagéo
sendo realizada por segmento ou por “janela de comparagéo”
5 fim de identificar € comparar regides 1ocais de
similaridade de sequéncia. 0 alinhamento btimo  das
sequénclas para comparagao pode ser produzido, além de
manualmente, por meio do algoritmo de homologia local de
smith € Watermal, 1981, RAds ApP- Math. 2, 482, Por meio do
algoritmo de nomologia local de Neddleman € Wunsch, 1970,
J. Mol. Biol. a8, 443, por neio do mnétodo de busca de
similaridade de Pearson e Lipmal, 1988, FProc. Natl. Acad.
gci. USA g5, 2444, ou por neio de programas de computador
que utilizam estes alqoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST

P, BLAST N € TFASTA 1NO pacote de goftware de Wisconsin
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Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive,
Madison, Wis.) -

A identidade percentual & calculada pOTr determinagao
do numero de posicoes idénticas entre as duas sequéncias
sendo comparadas, dividindo este numero pelo numero de
posigoes comparadas € multiplicando © resultado obtido por
100, de nodo a obter a identidade percentual entre estas
duas sequéncias.

wgubstituicoes conservadoras” podem Ser feitas, POt
exenmplo, com pase de semelhanca €m polaridade, carga,
solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade e/ou a
natureza anfipatica dos residuos envolvidos. FPOT exenmplo:
(a) aminoacidos apolares (hidrofébicos) incluen alanina,
leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina,
triptofano € metionina; (b) aminoacidos neutros polares
incluenm glicina, serina, rreonina, cisteina, tirosina,
asparagina € glutamina; (c) aminoacidos positivamente
carregados (basicos) incluem arginina, lisina € histidina;
e (d) aminoacidos negativamente carregados (acidos) incluen
o acido aspartico € adcido glutamico. As substituicoes
podem, tipicamente, gser feitas dentro dos grupos (a)—(d) -
AlLém dissoy glicina € prolina podem Ser substituidas uma
pela outra com base na Sud capacidade para romper as o-

hélices. Algumas substituicoes preferidas podcm SEr feitas
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entre os segulntes grupos: (1) S e 'I; (ii) P e G; € (1ii)
A, v, L e I. pado o c¢6digo genético conhecido, e técnicas
de DNA recombinante € sintético, © cientista versado na
técnica pode prontamente construir DNAs gue codificam as
variantes conservadoras de aminoacidos.

A presente invengao compreende anticorpos em que as
alteracdes foram feitas na regiado Fc a fim de alterar as
propriedades funcionails ou farmacocinéticas dos anticorpos.
Tais alteracgdes poden resultar em uma diminuicdo ou aumento
da ligagdo Clg € cpc ou a ligacgao de FcyR e ADCC. As
substituicdes podem, pPOr exemplo, ser feitas em um ou mais
dos residuos de aminoacidos da regiao constante da cadeia
pesada, causando assim uma alteracdo em uma funcao efetora,
retendo ao meSsmo tempo a capacidade de se ligar @ao
antigeno, em comparagao com © anticorpo modificado, cf. US
5,624,821 e US 5,648,260.

A meia-vida in vivo dos anticorpos pode ser melhorada
através da modificagdo do epitopo do receptor de
recupcragdo do dominio constante de Ig ou um dominio
constante Ig-like, de modo gue a molécula nao compreenda um
dominio CH» intacto ou uma regido Fc de Ig intacta, cf. US
6,121,022 e Us 6,194,551. A meia-vida in vivo pode, além
disso, sScCr aumentada através de mutacdes na regido Fc, pPoOr

excmplo, pPoOr substituicao de treonina por leucina na
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posicao 252, PpPoOr substituigao de treonina por serina na
posigao 254, ou  Ppor substituicao de treonina  POT
fenilalanina na posicéo 256, cf. Us 6,277,375.

Além disso, © padrao de glicosilagéo dos anticorpos
pode sSer modificado & fim de alterar a fungao efetora dos
anticorpos: por exemplo, os anticorpos podem Ser exXpressos
em unm transfectoma, que nao adiciona & unidade de fucose
normalmente ligada 3 Asn na posigao 297 da regido FC de
modo & aumentar @ afinidade da regido FC por’receptores Fc
que, Por sua VeZ, ira resultar e uma ADCC aumentada dos
anticorpos na presenca de células NK, cf. ghield € col.
(2002) JBC, 277 26733. Além A1sSOy a modificaqéo da
galactosilagéo pode ser feita de modo & modificar cpC.

Alternativamente, em outra modalidade, as nutacgdes
podem Ser introduzidas aleatoriamente ao longo de toda Ou
parte de uma sequéncia codificadora de anticorpos anti-
CLDNG, tal Ccomo por nutagénese de saturagao, e OS
anticorpos anti—CLDN6 modificados resultantes podem Ser
{estados quanto a atividade de ligacao.

De acordo com & invengao, © {exrmo wcélula” ou wcélula
hospedeira” de preferéncia se refere a uma célula intacta,
isto &, uma célula com uma membranad intacta dque nao tenha
1ibcrado ©OF seus componentes intracelulares normais, tais

cormno enzimas, organelas ou naterial genético. Uma célula
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intacta & de preferéncia uma célula viavel, isto & uma
célula viva capaz de realizar @as suas funcodes metabdlicas
normals. Preferivelmente, o dito rermo S€ refere; de acordo
com & ipvengdo, @ gqualquer célula que pode ser transformada
ou transfectada com um acido anuclelico exbdgeno. QO termo
weélula” inclui, de acordo com & invencao, células
procariéticas (por exemploy E. coli) ou células
cucarioticas (por exemnplo; células dendriticas: células By
células CHO, células Cc0OS, células K562, células HEK293,
células HELA, células de levedura € células de inseto) - @)
acido npucleico exbgeno pode ser encontrado dentro da célula
(i) 1ivremente disperso como taly (ii) incorporado em um
vetor recombinante ou (iil) integrado 1O genoma ga célula
nospedelra ou no DNA mitocondrial. As células de mamiferos
sao particularmente preferidas, tais como as células de
seres humanos;y camundongos, hamstersS: porcos, cabras €
primatas. as células podem ser derivadas de um grande
namero de tipos de tecidos € incluen células primérias e
1inhagens celulares. rxemplos especificos incluenm
queratinécitos, 1eucbcitos do sangue periférico, células~
rronco da medula bssea € células—tronco embrionérias. Em
modalidades adicionais, a célula & uma célula apresentadora
de antigeno, em particular uma célula dendritica, um

monbcito ou macrofago- O termo wecelula hospedeira”, tal
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como aduil utilizado, de preferéncia é tencionado & se
referir @& uma célula em que um vetor de expresséo
recombinante fol introduzido.

Uma célula que compreende umna molécula de éacido
puclelco de preferéncia expressa © peptideo ou proteina
codificados pelo acido nucleico.

Q termo wanimal transgénico" se refere @ am  animal
rendo um genoma due compreende um ou mais rransgenes, de
preferéncia transgenes de cadeia pesada e/ou levey ou
transcromossomos (integrados ou nao integrados ao DNA
gendmico pnatural do animal), € que & de preferéncia capaz
de expressar o5 transgenes:- Por exemplo, U@ camundongo
t ransgénico pode ter un transgene de cadeia leve humano €
ranto um rransgene de cadeia pesada numano oY um
transcromossomo de cadeia pesada humano, de tal modo que ©
camundongo produza anticorpos anti—CLDN6 humanos quando
imunizado com O antigeno CLDN6 e/ou células expressando
cLDN6. O transgene da cadeia pesada humano pode Ser
integrado NO DNA cromossomal do camundongo; como & o €aso
para camundongos transgénicos, por exemplo, camundongos
HuMAb, rals COMO camundongos HCoT ou HCol2, ou © rransgene
da cadeia pesada humano pode ser mantido
extracromossomicamente, como € © caso dos camundongos

transcromossémicos (por exemplo;, KM) como descrito em WO
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02/43478. Tals camundongos transgénicos e transcromossomais
podemn ser capazes de produzir isotipos maltiplos de
anticorpos monoclonais humanos para CcLDN6  (pOr exemploy
1gG, lgh e/ou 1gB) submetendo—S€ a recompbinacac y-D-J e
comutagao de isotipo-

“Reduzir” ou “inibir”, ftal como agqul utilizado,
significa @ capacidade de causar uma diminuicao global, de
preferivelmente de 5% Ou mais;, 10% ou malils; 20% Oou mais,
mais preferivelmente de 50% ou nais, € mais preferivelmente
de 5% ou mais, DO nivel, POor exenplo; no nivel de
proliferaqéo das células. 0 termo winibir” ou frases
similares incluem uma inibigaoc completa ou essencialmente
completa, jsto &, uma redugao a zero Ou essencialmente a
7ero.

Termos rais Ccomo “aumentando” ou “intensificando”
preferivelmente dizem respeito & um aumento od melhoria pPor
cerca de pelo menos 10%, de preferéncia pelo menos 20%;, de
preferéncia pelo menos 30%; mais preferivelmente pelo menos
40%, mais preferivelmente pelo nenos 50%, ainda mais
proferivelmente pelo menos 80% € malis preferivelmente pelo
menos 100%. Estes £ ermos tambCm podem  S€ referir as
chcunsténcias, em que nO tempo 2zero nao existe um sinal
detectével para um certo composto o4 condicao € nun

.

intervalo particu]ar além do tempo sero, na umn sinal



10

15

20

125

detectavel para um determinado composto ©ou condigado-

O termo “imunologicamente equivalente” significa que a
molécula imunologicamente equivalente, ral como & sequéncia
de aminoacidos imunologicamente equivalente exibe
propriedades imunologicas jguais ©OUY essencialmente iguais
e/ou ererce efeitos jmunologicos iguais ou essencialmente
iguails; por exennplo, NO gue diz respeito ac tipo de efeito
imunolégico, tal como @& indugac de uma resposta imune
pumoral e/ou celular, @ forca e/ou duracdo da reacdo imune
induzida ou @ especificidade da reagao imune induzida. No
contexto da presente jnvencdo, © £ermo “imunologicamente
equivalente” & usado de preferéncia em relacgao aos efeitos
ou propriedades {munoloégicos de unm peptideo ou variante de
peptideo atilizado para @ imunizacao- Uma propriedade
jmunologica particular & a capacidade de se ligar aos
anticorpos € quando apropriado, gerar uma resposta imune,
de preferéncia por estimulacao da geragao de anticorpos-
por exemplo; uma sequéncia de aminoécidos é
imunologicamente equivalente a uma sequéncia de aminoécidos
de referéncia, se a dita sequéncia de aminoécidos, quando
exposta a0 sistema imune de um individuo, induz uma reacao
imune, dc preferéncia anticorpos: tendo uma especificidade
de reacao com & sequéncia de aminoécido de referénciay tal

como a sequéncia dc aminoécidos de referéncia que faz parte
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da CLDNG6.

O termo “fungdes imunes efetoras”, no contexto da
presente invengdo, inclui guaisquer funcdes mediadas por
componentes do sistema imune que resultam na inibicdo do
crescimento tumoral e/ou inibicdo do desenvolvimento
tumoral, incluindo a inibigdo da disseminacdo e metdstase
tumoral. De preferéncia, as fungdes imunes efetoras
resultam na morte das células tumorais. De preferéncia, as
fun¢des imunes efetoras no contexto da presente invencao
sdo fungdes efetoras mediadas por anticorpos. Tais funcdées
compreendem a citotoxicidade dependente do complemento
(CDC), a citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo (ADCC), a inducdo da apoptose nas células que
transportam o antigeno associado ao tumor, por exemplo, por
ligacdo do anticorpo a um antigeno de superficie e/ou
inibi¢do da proliferacdo das células que transportam o
antigeno associado ao tumor, de preferéncia ADCC e/ou CDC.
Assim, os anticorpos que sdo capazes de mediar uma ou mais
fungdes imunes efetoras sdo, de preferéncia, capazes de
mediar a morte de células por indugdo da lise mediada por
CDhC, 1lise mediada por ADCC, apoptose, adesdo homotipica
e/ou fagocitose, de preferéncia através da inducdo da lise
mediada por CDC e/ou da lise mediada por ADCC. Os

anticorpos podem também exercer um efeito simplesmente pela
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ligacdo a antigenos associados a tumor na superficie de uma
célula tumoral. Por exemplo, os anticorpos podem bloguear a
funcao do antigeno associado ao tumor ou induzir a apoptose
apenas pela ligagdo ao antigeno associado ao tumor na
superficie de uma célula tumoral.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Mecanismos de ag¢ao do mAb.

Embora a descricdo a seguir fornega consideracdes
sobre o mecanismo subjacente a eficdcia terapéutica dos
anticorpos da invengdo, isto ndo deve ser considerado como
limitante da invencgdo sob qualquer aspecto.

Os anticorpos agqui descritos podem interagir com os
componentes do sistema imune, de preferéncia através de
ADCC ou CDPC. Os anticorpos da invengdo podem também ser
utilizados em cargas alvo (por exemplo, radioisdtopos,
farmacos ou toxinas) para matar diretamente as células
tumorais ou podem ser usados sinergicamente com agentes
guimioterdpicos tradicionais, atacando tumores por meio de
mecanismos de acdo complementares que podem incluir
respostas imunes antitumorais, que  podem  ter sido
comprometidas devido aos efeitos colaterais citotdxicos dos
quimioterapicos sobre os linfdécitos T. No entanto, os
anticorpos da invengdo podem também exercer um efeito

simplesmente pela ligagdo a CLDN6 na superficie celular,
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assim, por exemplo, bloqueando a proliferacdo das células.

Citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo.

ADCC descreve a capacidade de morte celular das
células efetoras, tal como descrito no presente documento,
particularmente linfécitos, que preferivelmente requer que
a célula alvo seja marcada por um anticorpo.

ADCC, de preferéncia, ocorre quando os anticorpos se
ligam aos antigenos nas células tumorais e os dominios Fc
do anticorpo se ligam aos receptores Fc (FcR) sobre a
superficie de células imunes efetoras. VAarias familias de
receptores I'c foram identificadas, e as populacdes de
células especificas expressam caracteristicamente
receptores Fc definidos. ADCC pode ser visto como um
mecanismo para induzir diretamente um grau varidvel de
destruicdo imediata do tumor, que leva & apresentacao do
antigeno e a inducgdo de respostas de células T direcionadas
a tumor. De preferéncia, a inducdo de ADCC in vivo levara
as respostas de células T direcionadas ao tumor e as
respostas de anticorpo derivadas do hospedeiro.

Citotoxicidade dependente do complemento.

ChC é& outro método de morte celular que pode ser
direcionado por anticorpos. IgM é o isotipo mais eficaz

para ativagdo do complcmento. IgGl e IgG3 sdo também muito
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eficazes no direcionamento de CDC através da via de
ativa¢gdo do complemento cléssica. Preferivelmente, nesta
cascata, a formacdo de complexos antigeno-anticorpo resulta
na exposicdo de multiplos sitios de ligacdo de Clg em
estreita proximidade com os dominios Cy2 de moléculas de
anticorpo participantes, como moléculas de IgG (Clg é um
dos trés subcomponentes do complemento Cl). De preferéncia,
estes sitios de 1ligacdo de Clg expostos convertem a
interacgdo Clg-IgG anteriormente de baixa afinidade em uma
de elevada avidez, o que desencadeia uma cascata de eventos
que envolve uma série de outras proteinas do complemento e
leva a liberac¢do proteolitica dos agentes qguimiotaticos/de
ativacdo de células efetoras C3a e Cba. De preferéncia, a
cascata do complemento termina na formagdo de um complexo
de atague a membrana, que cria poros na membrana celular de
modo a facilitar a livre passagem de agua e solutos para
dentro e para fora da célula.

Produgado de anticorpos.

Os anticorpos da inveng¢&o podem ser produzidos por uma
variedade dec técnicas, incluindo a metodologia do anticorpo
monoclonal convencional, por exemplo, a técnica de
hibridizacdo de célula somatica padr&o de Kohler e
Milstein, Nature 256: 495 (1975). Imbora os procedimentos

de hibridizacdo de células somaticas sejam preferidos, a
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principio, outras técnicas para a produgdo de anticorpos
monoclonais podem ser empregadas, por exemplo, a
transformagdoc viral ou oncogénica dos linfécitos B ou
técnicas de exibigdo de fagos utilizando bibliotecas de
genes de anticorpo.

O sistema animal preferido para a preparacdo de
hibridomas gue secretam anticorpos monoclconais é o sistema
murino. A produgdo de hibridoma no camundongo € um
procedimento muito bem estabelecido. Protocolos de
imunizagdo e técnicas para o 1isolamento de esplenécitos
imunizados para a fusdo sd3o conhecidos na técnica.
Parceiros de fusdo (por exemplo, células de mieloma de
murino) e procedimentos de fus&o s&o também conhecidos.

Outros sistemas animais preferidos para a preparacio
de hibridomas que secretam anticorpos monoclonais s&ao os
sistemas de rato e de coelho (por exemplo, descritos em
Spieker~Polet e col., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 92:9348
(1995), ver também Rossi e col., Am. J. Clin. Pathol. 124:
295 (2005)).

m ainda outra modalidade preferida, anticorpos
monoclonais humanos direcionados contra CLDN6 podem ser
gerados usando camundongos transgénicos ou
Ctranscromossomals que transportam partes do sistema imune

humano em vex do sisltema de camundongo. lksses camundongos
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transgénicos e transcromossomais incluem camundongos,
conhecidos como camundongos HuMAb e camundongos KM,
respectivamente, e sdo coletivamente mencionados aquili como
“camundongos transgénicos”. A producdoe de anticorpos
humanos em tals camundongos transgénicos pode ser realizada
como descrito em detalhes para CD20 em W02004 035607.

Ainda outra estratégia para a geracdo de anticorpos
monoclonais ¢é isolar diretamente o0s genes que codificam
anticorpos a partir de linfécitos produtores de anticorpos
da estratégia definida, ver, por exemplo, Babcock e col.,
1996; A novel strategy for generating monoclonal antibodies
from single, isolated lymphocytes producing antibodies of
defined strategy. Para detalhes de engenharia de anticorpos
recombinantes, ver também Welschof e Kraus, Recombinant
antibodes for cancer therapy ISBN-0-89603-918~8 e Benny
K.C. Lo Antibody Engineering ISBN 1-58829-09%2-1.

Imunizagdes.

Para gerar anticorpos para CLDN6, os camundongos podem
ser imunizados com peptideos conjugados com transportador
derivados da sequéncia de CLDN6G, uma preparacdo enrigquecida
de antigeno CLDN6 recombinantemente expresso ou seus
fragmentos e/ou células qgue expressam CLDN6 ou seus
fragmentos, como descrito. Alternativamente, os camundongos

podem ser imunizados com DNA que codifica CLDN6 humana de
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comprimento total ou fragmentos seus. No caso em que as
imunizacgées utilizando uma preparacgéao purificada ou
enriquecida do antigeno CLDN6 ndo resultam em anticorpos,
os camundongos também podem ser imunizados com células que
expressam CLDN6, por exemplo, uma linhagem celular, para
promover respostas imunes.

A resposta imune pode ser monitorada ao longo do curso
do protocolo de imunizacdo com amostras de plasma e de s0ro
sendo obtidas por sangramento retrorbital ou da veia da
cauda. Os camundongos com titulos suficientes de
imunoglobulina anti-CLDN6 podem ser usados para fusdes. Os
camundongos podemn ser reforgados por via intraperitoneal ou
intravenosa com células expressando CLDN6 3 a 5 dias antes
do sacrificio e remogdo do bago para aumentar a taxa de
hibridomas secretores de anticorpos especificos.

Geragdo de  Hibridomas Produtores de Anticorpos
Monoclonais.

Para gerar  hibridomas  produtores de anticorpos
monoclonais para CLDN6, células dos linfonodos ou bacgos
obtidas a partir de camundongos imunizados podem ser
isoladas e fundidas a uma linhagem apropriada de células
imortalizadas, tal como uma Jlinhagem de células de mieloma
de camundongos. Os hibridomas resultantes podem entdo ser

testados gquanto a producdo de anticorpos antigeno
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especificos. Pogos individuais podem entdo ser testados por
ELISA para os hibridomas secretores de anticorpos. Por
analise de imunofluorescéncia e FACS usando células que
expressam CLDN6, anticorpos com especificidade para CLDN6
podem ser identificados. Os Thibridomas secretores de
anticorpos podem ser replaqueados, novamente testados e, se
ainda forem positivos para anticorpos monoclonais anti-
CLDN6, podem ser subclonados por diluicdc limitante. Os
subclones estaveis podem entdo ser cultivados in vitro para
gerar anticorpo em meio de cultura de tecidos para
caracterizacdo.

Geragdao de Transfectomas Produtores de Anticorpos
Monoclonais.

Os anticorpos da invencdo também podem ser produzidos
em um transfectoma de célula hospedeira usando, por
exemplo, uma combina¢do de técnicas de DNA recombinante e
métodos de transfecgdo de genes, como sd&o bem conhecidos na
téenica (Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

Por exemplo, em uma modalidade, o(s) gene(s) de
interessec, por exemplo, genes de anticorpos, podem ser
ligados em um vetor de expressdo, tal como um plasmideo de
expressdo eucaridtica, como utilizado pelo sistema de
expressido de genes GS divulgado em WO 87/04462, WO 89/01036

e EP 328841, ou oultros sistemas de expressdo bem conhecidos
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na técnica. O plasmideo purificado com os genes de
anticorpo clonados pode ser introduzido em células
hospedeiras eucaridticas, tais como c¢élulas CHO, células
NS/0, células HEK293T ou células HEK293 ou,
alternativamente, outras células eucaridticas, como  as
células derivadas de plantas, fungos ou células de
leveduras. Os métodos usados para introduzir estes genes
podem ser métodos descritos na técnica, tais COonMo
eletroporacgédo, lipofectina, lipofectamina ou outros. Apds a
introducédo destes genes de anticorpos nas células
hospedeiras, células que expressam o anticorpo podem ser
identificadas e selecionadas. Estas células representam os
transfectomas que podem entdo ser amplificados para o seu
nivel de expressdo e ter a escala aumentada para produzir
anticorpos. Os anticorpos recombinantes podem ser isolados
e purificados a partir destes sobrenadantes de cultura e/ou
células.

Alternativamente, o0s genes de anticorpos clonados
podem ser expressos em outros sistemas de expressdo,
incluindo células procaridticas, tais como microrganismos,
por exemplo, E. coli. Além disso, os anticorpos podem ser
produzidos em animais ndo humanos transgénicos, tais como
no leite de ovelha ¢ coelhos ou em ovos de galinhas ou em

plantas transgénicas; ver, por exemplo, Verma, R., e col.
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(1998) J. Immunol. Meth. 216: 165-181; Pollock, e col.
(1999) J. Immunol. Meth. 231: 147-157; e Fischer, R., e
col. (1999) Biol. Chem. 380: 825-839.

Uso de Sequéncias de Anticorpo Parciais para Expressar
Anticorpos Intactos (isto e, humanizagido e gquimerizagdo).

a) Quimerizacéo

Anticorpos monoclonais de murinos podem ser usados
como anticorpos terapéuticos em seres humanos, quando
marcados com toxinas ou isdtopos radiocativos. Anticorpos de
murinos ndo marcados sdo altamente imunogénicos no homem
quando aplicados repetidamente, levando a redugdo do efeito
terapéutico. A imunogenicidade principal ¢é mediada pelas
regibes constantes da cadeia pesada. A imunogenicidade de
anticorpos murinos no homem  pode ser reduzida ou
completamente evitada =se os anticorpos correspondentes
forem quimerizados ou humanizados. Os anticorpos guiméricos
sdo anticorpos, as porcdes diferentes dos quais sendo
derivadas de diferentes espécies animais, tailis como aquelas
que tém uma regido variavel derivada de um anticorpo de
murino e uma regid&o constante de imunoglobulina humana. A
quimerizacdo dos anticorpos é conseguida através da jungdo
das regides varidveis da cadeia pesada e leve de anticorpo
de murino com a regido constante de cadeia pesada e leve

humana (por exemplo, como descrito por Kraus e col., em
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Methods in Molecular Biology series, Recombinant antibodies
for cancer therapy ISBN-0-89603-918~8). Em uma modalidade
preferida, os anticorpos quiméricos sdo gerados pela unido
da regido constante da cadeia leve capa humana com a regido
variavel da cadela leve de murino. Em uma modalidade também
preferida, os anticorpos guiméricos podem ser gerados pela
unido da regido constante da cadeia leve lambda humana com
a regido variavel da cadeia leve de murino. As regides
constantes da cadeia pesada preferidas para a geracdo de
anticorpos quiméricos sdo IgGl, IgG3 e IgG4. Outras regides
constantes da cadela pesada preferidas para a geracdo de
anticorpos gquiméricos sdo I1gG2, IgA, IgD e IgM.

b) Humanizacdo

Os anticorpos interagem com antigenos alvo
predominantemente através de residuos de aminodcidos que
estdo localizados nas seis regides determinantes de
complementaridade de cadeia pesada e leve (CDRs). Por esta
razdo, as sequéncias de aminodcidos nas CDRs sdo mais
diversas entre os anticorpos individuais do que as
sequéncias fora das CDRs. Uma vez que as sequéncias de CDR
sdo responsaveis pela mailoria das interagdes anticorpo-
antigeno, é possivel expressar anticorpos recombinantes que
mimetizam as propriedades dos anticorpos de ocorréncia

natural especificos pela construcdo de vetores de expressao
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que 1incluem sequéncias de CDR do anticorpo de ocorréncia
natural especifico enxertadas nas sequéncias estruturais a
partir de um anticorpo diferente com propriedades
diferentes (ver, por exemplo, Riechmann, L. e col. (1998)
Nature 332: 323-327; Jones, P. e col. (1986) Nature 321:
522~525; e Queen, C. e col. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 86: 10029-10033). Tais sequéncias de estrutura podem
ser obtidas a partir de bancos de dados de DNA publicos,
que incluem sequéncias de genes de anticorpos de linhagem
germinativa. Estas sequéncias de linhagem germinativa ir&o
diferir das sequéncias de genes de anticorpos maduros
porgque elas ndo incluirdo genes variaveils completamente
montados, gque sdo formados por unido V(D)J durante a
maturagdo das celulas B. Sequéncias de genes da linhagem
germinativa 1irdo também diferir das sequéncias de um
anticorpo de repertdédrio secundario de alta afinidade no
individuo uniformemente através da regidc variavel. Por
exemplo, as mutacdes somédticas sdo relativamente pouco
frequentes na porcdo aminoterminal da regiido de estrutura 1
¢ na porgdo carboxiterminal da regido de estrutura 4. Além
disso, muitas mutacgoes somaticas nao alteram
significativamente as propriedades de ligacdo do anticorpo.
Por esta razdo, nido & nccessario obter a sequéncia completa

de DNA de um anticorpo particular a fim de recriar um
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anticorpo recombinante intacto tendo propriedades de
ligacado semelhantes aquelas do anticorpo original (ver WO
99/45962) . Sequéncias parciais de cadeia pesada e leve due
englobam as regides CDR sao tipicamente suficientes para
esta finalidade. A sequéncia parcial é usada para
determinar qual variavel da linhagem germinativa e
segmentos do gene de unido contribuiram para o0s dJenes
varidveis de anticorpo recombinados. A sequéncia da
linhagem germinativa & entao utilizada para encher as
porcdes que faltam das regides variaveis. Sequéncias lider
de cadeia pesada e leve séao clivadas durante a maturacdo da
proteina e nao contribuem para as propriedades do anticorpo
final. Para adicionar sequéncias que faltam, sequéncias de
cDNA clonadas podem ser combinadas com oligonucleotideos
sintéticos por ligagao ou amplificacgao por PCR.
Alternativamente, toda a regiao variavel pode ser
sintetizada como um conjunto de oligonucleotideos curtos,
sobreponiveis e combinados através de amplificagédo por PCR
para criar um clone da regido variavel totalmente
sintético. Este processo tem certas vantagens, como a
eliminacao ou inclusao ou sitios de restricdo particulares,
ou otimizacdo de coddons particulares.

NAs sequéncias de nucleotideos dos transcritos de

cadcia pesada e leve a partir de hibridomas s&o utilizadas
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para conceber um conjunto de sobreposicao de
oligonucleotideos sintéticos para criar sequéncias V
sintéticas com capacidades de codificacdo de aminoacidos
idénticas as sequéncias naturais. As sequéncias de cadeia
pesada e capa sintéticas podem diferir das sequéncias
naturais de trés formas: fitas de bases de nucleotideo
repetidas s&o interrompidas para facilitar a sintese de
oligonucleotideos e amplificag¢do por PCR; sitios de
iniciacdo de traducdo otimos sdo incorporados de acordo com
as regras de Kozak (Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 266: 19867-
19870); e sitios HindIII sdo concebidos a montante dos
sitios de iniciacdo de traducéo.

Para ambas as regides variadveis de cadeia pesada e
leve, as sequéncias de fita codificantes otimizadas e as
ndo codificantes correspondentes s&o quebradas em 30 a 50
nucleotideos aproximadamente no ponto médio do
oligonucleotideo n&o codificante correspondente. Assim,
para cada cadeia, os oligonucleotideos podem ser montados
em grupos de dupla fita que se sobrepdem e se estendem por
scgmentos de 150 a 400 nucleotideos. Os agrupamentos sé&o
entdo usados como moldes para a produgdo de produtos de
amplificacgao por PCR de 150 a 400 nucleotideos.
Tipicamente, um conjunto de oligonucleotideos da regido

variavel uUnica sera qucbrado em doils agrupamentos, que sao
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amplificados separadamente para gerar dois produtos de PCR
que se sobrepdem. Estes produtos sobrepostos sé&o entao
combinados através de amplificagao por PCR para formar a
regiao variavel completa. Também pode ser desejavel incluir
um fragmento de sobreposicdo da regid&o constante da cadeia
pesada ou leve na amplificagao por PCR para dgerar
fragmentos que podem ser facilmente clonado nos constructos
do vetor de expresséao.

As regides variaveis de cadeia pesada e leve
quimerizadas Ou humanizadas reconstruidas sdo, entédo,
compbinadas com as sequéncias de promotor, lider, de inicio
de traducéao, regiao constante, 37 ndo traduzida, de
poliadenilagao e de terminacdo de transcrigdo clonadas para
formar constructos de vetor de expressdo. Os constructos de
expressédo de cadeia pesada e leve podem ser combinados em
um unico vetor, cotransfectados, transfectados em série ou
transfectados separadamente em células hospedeiras que sao,
entao, fundidas para formar uma célula hospedeira
expressando ambas as cadeias. Os plasmideos para uso nha
construcdo de vetores de expressdo para IgGk humanos sao
descritos. Os plasmideos podem ser construidos de modo que
as sequéncias de CDNA de cadeia V capa leve e V pesada
amplificadas por PCR possam SCI usadas para reconstruir

minigenes completos de cadeia pesada e leve. Estes
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plasmideos podem ser usados para expressarl anticorpos IgGl,
Capa ou I1gG4, Capa completamente humanos ou qguiméricos.
plasmideos similares podem ser construidos para a expressao
de outros isotipos de cadeia pesada, ou para a expresséo de
anticorpos dJue compreendem cadeias leves lambda.

Assim, en outro aspecto da invengao, as
caracteristicas estruturais dos anticorpos anti-CLDN6 da
invencdo 8ao usadas para criar anticorpos anti-CLDN6
humanizados estruturalmente relacionados que retém pelo
menos uma propriedade funcional dos anticorpos da invencgéao,
tal como ligagdo a CLDNG. Mais especificamente, uma Ou mais
regides de CDR de anticorpos monoclonais de camundongo
podem ser combinadas recompbinantemente com regides de
estrutura humanas conhecidas e CDRs para criar outros
anticorpos anti-CLDNG6 humanizados, recombinantemente
manipulados da invengao.

Ligagéo as células gque expressam antigenos.

A capacidade do anticorpo de se ligar a CLDNG6 pode ser
determinada utilizando ensaios de ligagao padrao, tais como
agqueles estabelecidos nos exemplos (por exemplo, ELISA,
Western Blot, Imunof luorescéncia e Anédlise por Citometria
de IMluxo) .

Isolamento e caracterizagdo de anticorpos.

para purificar 0S anticorpos anti-CLDN6, hibridomas
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selecionados podem Sser cultivados em frascos giratérios de
dois litros para & purificacgao de anticorpo monoclonal.
Alternativamente, os anticorpos anti-CLDN6 podem  ser
produzidos  em biorreatores a base de dialise. Os
sobrenadantes podem ser filtrados €, <€aso necessario,
concentrados antes da cromatografia por afinidade com
proteina G-Sepharose ou proteina A-sepharose. IgG eluida
pode ser verificada por eletroforese em gel e cromatografia
liquida de alta eficiéncia para assegurar a pureza. A
solucdo tampao pode ser trocada em PBS, e 2 concentragao
pode ser determinada por 0D280 usando o coeficiente de
extincdo de 1,43. Os anticorpos monoclonais podem ser
aliquotados € armazenados a -80°C.

para determinar se ©OS anticorpos monoclonais anti-
CLDN6é selecionados se ligam a epitopos unicos, mutagénese
sitio-dirigida ou multi sitio-dirigida podem ser usadas.

Determinagéo do isotipo.

para determinar O isotipo dos anticorpos purificados,
FL,ISAs de isotipo com varios kits comerciails (por exemplo,
Zymed, Roche Diagnostics) podem ser realizados. Os pPoOgoOS de
placas de microltitulacdo podem ser revestidos com 1g anti-
camundongo. Apbds  © bloqueio, as placas reagem com
anticorpos monoclonais ou controles de isotipo purificados,

em temperatura ambiente durante duas horas. Os pPOCOS podem
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entado reagir com TgGl, 1gGZ2a, IgG2b ou 1gG3, IgA de
camundongo, ou sondas conjugadas com a peroxidase
especifica para IgM de camundongo . Apbds @ lavagem, @3
placas podem Ser desenvolvidas com O substrato aARpTS (1
mg/ml) € analisadas em oD de 405-650. Alternativamente, o)
kit de isotipagen de anticorpo monoclonal de camundongo
TsoStrip (Roche, NO- Cat. 1493027) pode ser utilizado como
descrito pelo fabricante.

Analise por citometria de fluxo.

a fim de demonstrar @& presencga de anticorpos anti-
CLDN6 nos soros de camundongos jmunizados ou & ligagao de
anticorpos monoclonais as células vivas dque expressam
CLDNG, citometria de fluxo pode Ser usada. BAS linhagens
celulares que expressan CLDN6 naturalmente ou apoéos @
transfecgao € controles negativos sem a expressao de CLDNG
(cultivados sob condicgoes de crescimento padrao) podem Ser
misturadas com varias concentracoes de anticorpos
monoclonais en sobrenadantes de hibridoma ou em PBS
conlendo 19 de EBS, € podem ser incubadas & 4°C durante 30
min. Apds @ lavagem, © anticorpo anti-IgG marcado com APC
ou Alexa6d’l pode se ligar ao anticorpo monoclonal ligado &
CLDNG sob as mesmas condigoes que a marcagao com anticorpo
perério. Ag amostras podem ST apalisadas POr citometria

de fluxo com umn instrumento FACS usando propriedades de



10

15

20

144

espalhamento lateral e luz para penetrar em células vivas
individuais. A fim de distinguilr anticorpos monoclonais
especificos para CLDN6 de ligantes nao especificos em uma
unica medigao, o método de cotransfecgao pode ser
utilizado. Células transfectadas transientemente com
plasmideos que codificam CLDN6 e um marcador fluorescente
podem  Ser coradas  como descrito acima. AS células
transfectadas podem  ser detectadas em um canal de
fluorescéncia diferente das células marcadas com anticorpo.
Uma vez dque a maioria das células transfectadas expressanm
anpbos oS transgenes, anticorpos monoclonais CLDNG6
especificos  se€ ligam preferivelmente as células que
expressarm marcadores de fluorescéncia, enquanto que
anticorpos nao especificos se ligam a uma razao comparavel
4s células nao transfectadas. Um ensailo alternativo
utilizando microscopia de fluorescéncia pode ser utilizado
além de ou em VeZ do ensalo de citometria de fluxo. As
células podem ser coradas exatamente cComo descrito acima €
examinadas por microscopia de fluorescéncia.

Microscopia de Imunofluorescéncia.

A fim de demonstrar a presenca de anticorpos anti-
CLDNG em SOros de camundongos imunizados ou & ligagao de
anticorpos monoclonals em células vivas Jue expressamnm

CLDNG, a analise de microscopia de imunof luorescéncia pode
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ser usada. Por exemplo, linhagens celulares que expressam
CLDN6 tanto espontaneamente como apbdés a transfecgdo e
controles negativos sem expressdo de CLDN6 sdo cultivados
em laminas de cémara sob condig¢des de crescimento padrdo em
meio DMEM/F12, suplementado com 10% de soro fetal de
bezerro (FCS), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 UI/ml e
estreptomicina 100 pg/ml. As células podem entdo ser
fixadas com metanol ou paraformaldeido ou deixadas sem
tratamento. As células podem entdo reagir com anticorpos
monoclonais contra CLDN6 durante 30 min a 25°C. Apds a
lavagemn, as células podem reagir com um anticorpo
secundario IgG anticamundongo marcado com Alexab>b5
(Molecular Probes), sob as mesmas condigdes. As células
podem entdo ser examinadas por microscopia de
fluorescéncia.

Os nilveis de CLDN6 total nas células podem ser
observados quando as células sao fixadas em metanol ou em
paraformaldeido e permeabilizadas com Triton X-100. Emn
células vivas e ndo permeabilizadas, a localizagdo de CLDNG6
na superficie de células fixadas com paraformaldeido pode
ser examinada. Além disso, o alvejamento de CLDN6 nas
juncées firmes pode ser analisado por co-coloragdo com
marcadores de Jjuncgdo firme, como 20-1. Além disso, 0s

efeitos de ligagdo de anticorpo e localizacao de CLDN6 na
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membrana celular podem ser examinados.

Western Blot.

IgG anti-CLDN6 pode ser ainda testada quanto &
reatividade com o antigeno CLDNG6 por Western Blotting.
Resumidamente, extratos celulares de células due expressanm
CLDNG6 e controles negativos adequados podem Ser preparados
e submetidos 4 eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sbdio (sSDS) . Apds 2 eletroforese, ©OS
antigenos separados serdo transferidos para membranas de
nitrocelulose, ploqueados € sondados com 0OS anticorpos
monoclonais a serem testados. A ligacao da IgG pode Se€r
detectada utilizando 1gG peroxidase anticamundongo €
desenvolvida com © substrato ECL.

Imunoistoquimica.

TgGs de canundongo anti-CLDNOG podem Ser ainda testadas
quanto a reatividade com o antigeno CLDN6 por
Imunoistoquimica de uma maneira pem conhecida para a pessoa
versada, por exemnplo usando criossecgdes fixadas €em
paratormaldeido ou acetona ou secdes de tecido embebidas em
paratina fixadas coml paraformaldeido a partir de tecido nao
canceroso ou amostras de tecido canceroso obtidas de
pacientes durante procedimentos cirGrgicos de rotina ou a
partir de camundongos portando tumores wenoenxertados

inoculados con linhagens celulares Qque expressam CLDN6
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espontaneamente ou apoés transfeccgao. Para imunocoloragao,
os anticorpos reativos para CLDN6 podem ser incubados
seguido por anticorpos de cabra anticamundongo ou de cabra
anticoelho (DAKO) conjugados com a peroxidase de réabano
silvestre, de acordo com as instrucdes dos fornecedores.

Atividades Fagociticas e de Morte Celular de
Anticorpos in vitro.

Além de se ligarem especificamente 54 CLDN6, anticorpos
anti-CLDN6 podem Ser testados quanto as suas capacidades de
mediar a fagocitose € morte de células expressando CLDNG6 e
sendo caracterizadas pela associacgdo de CLDN6 com as Suas
superficies celulares. O teste de atividade do anticorpo
monoclonal in vitro ira fornecer uma triagenm inicial antes
do teste em nodelos in vivo.

Citotoxicidade mediada pPOr célula dependente de

anticorpo (ADCC) :

Resumidamente, células polimorfonucleares (PMNs) ,
células NK, mondcitos, células mononucleares ©Ou outras
células efetoras de doadores saudaveis, podemn ser

purificados por centrifugacado de densidade Ficoll Hypague,
seguido por lise de eritrocitos contaminantes. AS células
efetoras 1avadas podem ser suspensas €n RPMI suplementado
com sOro fetal de bezerro inativado pelo calor a 10% ou,

alternatLvamente, com soro humano inativado pelo calor a 5%
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e misturados CoOm células alvo expressando CLDN6 marcadas
com “'Cr e sendo caracterizadas por associacao de CLDN6 com
as suas superficiles celulares, en varias taxas de células
efetoras para células alvo. Alternativamente, as células
alvo podem ser marcadas com um ligando intensificador de
fluorescéncia (BATDA) . Um quelato altamente fluorescente de
Furdpio com O ligante intensificador, due ¢ liberado de
células mortas, pode ser medido por um fluordmetro. Outra
técnica alternativa pode utilizar a transfecgdo de células
alvo com luciferase. Amarelo lucifer adicionado pode seXy
entao, oxidado apenas por células vidveis. As 1gGs anti-
CLDN6 purificadas podem ser, entao, adicionadas em varias
concentragdes. IgG humana irrelevante pode sSer utilizada
como controle negativo. Os ensaios podem ser realizados
durante 4 a 20 horas & 37°C, dependendo do tipo de célula
efetora utilizada. As amostras podem sSer avaliadas para a
citdlise por medicao de liberacdo de 51y ou a presenga do
quelato EuTDA no sobrenadante da cultura. Alternativamente,
a luminescéncia resultante da oxidacdo de amarelo lucifer
pode ser uma medida de células viaveils.

Anticorpos monoclonais anti-CLDN6 também podem ser
testados em varias combinacoes para determinar se 4
citbdlise e aumentada com anticorpos nonoclonais maltiplos.

Ccitotoxicidade dependente do Complemento (cpe) :
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Anticorpos monoclonais anti-CLDN6 podem ser testados
quanto as suas capacidades de mediar CDC usando uma
variedade de técnicas conhecidas. Por exemplo, © soro para
complemento pode ser obtido a partir de sangue de uma
maneira conhecida pela pessoa versada na técnica. Para
determinar a atividade CDC de mAbs, diferentes meétodos
podem ser usados. A liberacdo de *lcr pode, por exemplo,
ser medida ou a elevada permeabilidade da membrana pode ser
avaliada utilizando um ensaio de exclusdo de 1iodeto de
propidio (IP). Resumidamente, as células alvo podem ser
lavadas e b5x 10°/ml podem ser incubadas com varias
concentracdes de mAb durante 10 a 30 min em temperatura
ambiente ou a 37°C. O soro ou plasma pode, entdo, ser
adicionado até uma concentracdo final de 20% (v/v) e as
células incubadas a 37°C durante 20 a 30 min. Todas as
células de cada amostra podem ser adicilonadas a solugdo IP
em um tubo FACS. A mistura pode, entd&o, ser analisada
imediatamente por anadlise de citometria de fluxo utilizando
FACSArray.

Fm um ensaio alternativo, a inducdo de CDC pode ser
determinada em células aderentes. Em uma modalidade deste
ensaio, as células sdo semeadas 24 h antes do ensaio com
uma densidade de 3 x 10%/poco em placas de microtitulacdo

de fundo chato de cultura de tecidos. No dia seguinte o
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meio de crescimento & removido € as células sao incubadas
en triplicatas com anticorpos: As células de controle sdo
incubadas com melo de crescimento ou melo de crescimento
contendo saponina 0,2% para @ determinacao de lise de fundo
e a lise maxima, respectivamente. Apos incubacgdo durante 20
min em temperatura ambiente, © sobrenadante é removido €
plasma numano 20% (v/v) ou soro em DMEM (pré—aquecido a
37°C) & adicionado 3g células € incubado durante mais 20
min A 37°C. Todas @3 células de cada amostra sao
adicionadas 3 solugao de iodeto de propidio (10 pg/ml) - Em
seguida, ©S sobrenadantes sao substituidos por PBS contendo
2,9 pg/ml de pbrometo de etidio € @ emissdo de fluorescéncia

mediante excitagao @ 520 nm € medida a 600 nm usando Tecan

gafire. B lise especifica percentual é calculada da
seguinte forma: de lise especifica ~ (amostra de
fluorescéncia _ fundo de fluorescéncia)/(lise maxima de
fluorescéncia _ fundo de fluorescéncia) % 100.

Inibigdo da proliferacéo celular PpPor anticorpos
monoclonais:
para testar a capacidade de iniciar a apoptose;
anticorpos monoclonais anti—CLDN6 podem, por exemplo, S€r
incupados  com células tumorais CLDNO6 positivas ou células

tumorais transtectadas comnm CLDNG6 2 37°C durante cerca de 20
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noras. AS células podem Ser colhidas, l1avadas €m tampdo de
1igagdo Annexin-V (BD Biosciences) e incubadas com Annexin
\ conjugada com FITC ou APC (BD Biosciences) durante 15 min
no €escuro. Todas a8 células de cada amostra podemn ser
adicionadas 3 solugao de 1IP (10 pg/ml e pRS) em um tubo
FACS € avaliadas imediatamente por citometria de fluxo
(como acima) - Alternativamente, umna inibigao geral da
proliferagéo celular POr anticorpos n@noclonais pode ser
detectada com Kkits disponiveis comercialmente. o kit de
proliferagéo celular DELFIA (Perkin—Elmer, No. Cat. AD0200)
& um imunoensaio nao i sot6pico paseado Dna& medicado da
incorporagéo de 5—bromo—2’—desoxiuridina (BrdU) durante @&
gintese de DNA de células em proliferacéo em microplacas:
RrdU incorporado é detectado usando anticorpo H@noclonal
marcado com eurdpio. Para permitir a detecgao do anticorpoy
as células s80 fixadas € © DNA € desnaturado usando solugao
pix. O anticorpo nao 1igado & removido por 1avagem € ©
indutor DELFIA é adicionado para dissociar os ions de
eurdpio do anticorpo marcado em solucao, onde eles formam
quclatos altamente fluorescentes com componentes do indutor
PDELEIA. A Eluorescéncia mnedida -~ utilizando fluorimetria
resolvida 1O tempo Da deteccdo ~ é proporcional 3 sintese
de DNA na célula de cada pogoe:

Estudos pré—clinicos.
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0s anticorpos monoclonais que se€ ligam & CLDNO também
podem Ser restados em um modelo in vivo (por exemplo, €M
camundongos imunodeficientes que fransportam tumores
xenoenxertados inoculados com 1inhagens celulares gue
expressamn CLDNO, possivelmente apos @ transfecgéo) para
determinar & eficacia destes nO controle do crescimento de
células fumorails due€ expressam CLDNG.
pstudos in vivo apoés © wenoenxerto de células tumorais
que expressamn CLDNG6 em canundongos imunocomprometidos ou
outros animais podemn ser realizados atilizando oS
anticorpos da invengao. Os anticorpos podem ser
administrados em  camundongos jsentos de fumor seguido POT
injegaoc de células tumorais para medir ©OS efeltos dos
anticorpos para prevenir a formagao de tumores ou de
sintomas relacionados com ‘tumor. Os anticorpos podem Sex
administrados aos camundongos com Tumor para determinar @&
eficéacia rerapéutica dos respectivos anticorpos para
reduzir © crescimento tumoral, & metastase ou O0S sintomas
relacionados com tumor. A aplicagéo de anticorpos pode Ser
combinada com @& aplicaqéo de outras substancias, como
f4rmacos cistostéticos, inipidores do fator de crescimento,
blogucadores do ciclo celular, inibidores da angiogénese ou
outros antbicorpos para determinar @ eficacia sinérgica € @

Loxicidade potencidl das combinacoes. Para analisar ©OS
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efeitos colaterals £Oxr1COS nediados pelos anticorpos da
invencgdo, ©°% animais podem SEr jnoculados comn anticorpos ou
reagentes de controle € completamente investigados quanto
aos sintomas possivelmente relacionados com a terapia de
anticorpo para CcLDNG. Os possiveis efelitos colaterals da
aplicacéo in Vvivo de anticorpos CLDN6 particularmente
incluem toxicidade em tecidos que expressamn CLDNOG,
incluindo @ placenta. Anticorpos que reconhecemn CLDNG em
seres numanos e em outras espécies, por exemplo;
camnundongos: sao particularmente Gteis para prever efeitos
colaterais potenciais mediados pela aplicacéo de anticorpos
monoclonais para CLDNG6 em seres humanos -

Mapeamento de epitopos:

0 mapeamento de eplitopos reconhecidos pelos anticorpos
da invengao pode ser realizado como descrito em detalhes em
"Epitope Mapping protocols (Methods in Molecular Biology) s
por Glenn E. Morris ISBN—O89603~375—9 e em "Epitope
Mapping: A Practical Approach" Practical Approach geries;
248, poOr olwyn M. R. Westwood, rrank C- Bay.

1. Moléculas biespecificas/multiespecificas que Se€
ljigam a CLDNG6 .

pm ainda outxra modalidade da invengao, 0s anticorpos
para CLDNO podem SET dcrivatjzados ou ligados a outra

molécula funcional, por exenplo; outro peptideo ou proteina
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(por exemplo, Ul fragmento rab’ ) para gerar umna nolécula
biespecifica ou multiespecifica, que S€ liga a03 sitios de
1igacao maltiplos ou epltopos alvo-. Por exemplor um
anticorpo da invencao pode Ser funcionalmente 1igado (por
exemplo; por acoplamento quimicoy fusao genética,
associacao nao covalente ou outra forma) @& uma ou mais
outras moléculas de 1igacao: rais como outro anticorpor
peptideo ou mimético de 1igagao.

Por conseguinte, a presente 1invengao inclui moléculas
biespecificas e multiespecificas compreendendo pelo menos
una primeira especificidade de 1ligagao para CLDNG6 e uma
segunda especificidade de ligacao para um segundo epitopo
alvo. Em umé modalidade particular da invengdo, © segundo
epitopo alvo €& um receptor Fc, por exemplo; Fc—gamaRI
humano (Cho4) ou am receptorl pc-alfa humano (cD89), ©o¢ um
receptor de células T, Ppor exemplo; CD3. portanto, @
invengao inclui noléculas biespecificas e multiespecificas
capazes de se 1igar tanto as células efetoras expressando
Fc—gamaR, re—alfak ou Ec—epsilonR (pox exemnplo, mondcitosy
macrofagos ou células polimorfonucleares (PMNs) ) quanto as
células alvo expressando CcLDNGO € sendo caracterizadas por
associagao de CLDNO com @as suas superficies celulares.-
Mstas noléculas biespecificas e multiespecificas podem

alvejar células exprcssando CLDNG € sendo caracterizadas
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por assoclagao de CLDNo6 com as suas superficies celulares
para células efetoras € podem desencadear atividades de
células efetoras mediadas pelo receptor  FCy como &
fagocitose de células expressando CLDN6 e sendo
caracterizadas por associagao de CLDN6 com as suas
superficies celulares, citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC) 1iberagao de citocina ©u a geracao do
anion superoxido.

Moléculas piespecificas € multiespecificas da invengao
podem ainda incluir uma terceira especificidade de ligacgao,
além de uma especificidade de ligagao anti-Fc ¢© de uma
especificidade de ligagao anti-CLDNG. Fra uma modalidade, 3a
tercelra especificidade de ligagao & uma porcac do fator
anti—intensificaqéo (EF), PpOor exemplo, uma molécula que se
liga a uma proteina de superficie envolvida na atividade
citotdxrica €y deste modo; aumenta a resposta imune contra &
célula alvo. A “porgao do fator anti—intensificagéo” pode
ser um anticorpo, um fragmento de anticorpo funcional ou um
1igante que sc liga a uma dada nolécula, Por exemplo, a um
antigeno ou a um receptor € desse modo, resulta em uma
inLensificaQéo do efeito dos determinantes de ligagao para
o receptor de Fc ou antigeno de célula alvo. A “porgao do
fator de anti—intensifjcagéo” pode ligar 4 um receptor Fc

ou a um antigeno de célula alvo. Alternativamente, a porgao
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do fator anti-intensificagéo pode se€ ligar a uma entidade
que € diferente da entidade a gual @a primeira e segunda
especificidades de ligacao S€ ligam. FPOIY exemplo, 2 porgao
do fator anti—intensificagéo pode se ligar a uma célula T
citotoxica (por exemplo, via CDZ, cp3, CD8, cp28, CD4,
CcD4o, TCAM-1 ou outra célula imune que resulta em uma
resposta imune aumentada contra & célula alvo) .

Em uma modalidade, a8 moléculas piespecificas e
multiespecificas da invengao compreendermn como uma
especificidade de ligacgao pelo menos um  anticorpoy
incluindo, por exemplo, um Fab, Fab’, F(ab’ )2, Fv ou um FV
de cadela Gnica. O anticorpo também pode Ser um dimero de
cadeia leve OU de cadeia pesada, ©4 gualquer fragmento
minimo deste, COmMO um  Fv ou um constructo de cadeia
simples, tal como descrito em Ladner € col., US 4,946,778.
0 anticorpo tampbém pode ser uma proteina de fuséao de
imunoglobulina de dominio de ligagao, como divulgado emn
U82003/0118592 e US 2003/0133939.

1 uma nodalidade;, moléculas piespecificas e
multiespecificas da invengao compreendemn uma especificidade
de ligagao para Ul Fc-gamaR ou um Fc-alfaR presentes na
superficje de uma célula efetora, e uma segunda
espocificidade de ligagdo para um antigeno da célula alvo,

por excmplo, CLDNG.
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Em uma modalidade, @ especificidade de ligacao para unm
receptor Fc & fornecida por um anticorpo monoclonal, a
ligagao do qual nao sendo ploqueada pela imunoglobulina G
numana (1gG) - Tal como aqui utilizado, o termo “receptor
1gG” se refere a qualquer um dos oito genes da cadeia gama
localizados DO cromossomo 1. Estes genes codificam um total
de doze isoformas de receptor soltvel ou transmembrana, due
estao agrupados emn trés classes de receptor Fc-gama: Fc-
gamaR1l (CD64) , FC-gamaRIl (CD32) e Fc-gamaRIIT (Chl6) . Em
uma modalidade preferida, o receptor Fc—-gama & um Fc-gamaRl
numano de alta afinidade.

Fr ainda outras modalidades preferidas, a
especificidade de ligacao para um receptor FC ¢ fornecida
por um anticorpo dque S€ liga a um receptor IgA humano, POor
exemplo, um receptor Fec-alfa (Fc—alfaRI (CDh89)), @& ligagao
do qual nao sendo de preferéncia blogueada pela
imunoglobulina humana A (Igh) . O termo “receptor IgA” se
destina @& incluir © produto génico de um alfa gene (FcC-
alfaRl) localizado no cromossoma 19. Fste gene € conhecido
por codificar varias isoformas t ransmembranares
a]ternativamente unidas de 55 a 110 Kba. Fc-alfaRl (CD89) &
expresso constitutivamente em monécitos/macréfagos,
granu]écitos cosinofilicos € neutrofilicos, mas ndo em

populacoes de células nao efetoras. Fc—alfaRI tem afinidade
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média tanto para TgAl gquanto para IgA2, que & aumentada
mediante a exposicao 3s citocinas, como G-CSF ou GM-CSF
(Morton, H. C. e col. (1996) Critical Reviews in Immunology
16: 423-440) . Quatro anticorpos monoclonais Fc—-alfaRI
especificos, identificados coOmo A3, AB9, Ab6Z e A77, que se
ligam ao Fc-alfaRI fora do dominio de ligagéo do ligante
Iga, foram descritos (Monteiro, R. c. e col.(1992) J.
Trmunol 148: 1764) .

Em outra modalidade, a molécula piespecifica é
compreendida de dols anticorpos monoclonais de acordo com a
invencado, due tém atividades funcionais complementares,
fais como um anticorpo predominantemente funcional pela
inducdo de cpc e o outro anticorpo predominantemente
funcional por inducao de apoptose.

U “anticorpo especifico de célula efetora’”, tal como
aqui utilizado, se refere a um anticorpo oOu fragmento de
anticorpo funcional due Sse€ liga ao receptor FcC das células
efetoras. Os anticorpos preferidos para utilizagdo na
precsente invencdo se ligam a© receptor Fc de células
efetoras em ul sitio que ndo esta ligado por imunoglobulina
endbégena.

Tal como aqui utilizado, o termo Zecélula efetora” se
roferc a uma célula imunc  due esta envolvida na fase

cfelora de uma resposta imune, e€em oposicgao as fases
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cognitiva € de ativagao de uma resposta imune. Exemplos de
células  imunes incluem células de origem mieloide ©OU
1infoide, por exemplo, 1infocitos (como células B € células
T, incluindo células T citoliticas (CTLs) / células
“killer”, células wnatural killer”, nacré6fagos;, mondcitos,
cosindfilos, neutrofilos, células polimorfonucleares,
granulécitos, mastocitos € pasdéfilos. Algumas células
efetoras expressamn receptores Fe especificos e realizam
funcdes imunes especificas. . modalidades preferidas, uma
célula efetora & capaz de induzir a citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC), por exenmplo, uml neutro6filo
capaz de induzir ADCC. por exemploy, monoécitos € macrofagos
gue expressam FcR estao envolvidos na morte especifica de
células alvo e na apresentagéo de antigenos a outros
componentes do sistema iune ou & ligagao as células due
apresentam. antigenos. Em  outras modalidades, uma célula
efetora pode fagocitar um antigeno alvo, célula alvo ou
microrganismo. A expressao de uma FcR particular em uma
célula efetora pode Se€r regulada por fatores humorals, tais
como citocinas. por exemplo, verificou-se due a expressao
de pe—-gamaRl é suprarregulada por interferon gama (IFN-Y) -
Ista expressao realgada aumenta & atividade citotodxica de
células  que pransportam je-gamalkl cont.ra OS alvos. Uma

célula efetora pode fagocitar oY lisar um antigeno alvo ou
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uma célula alvo.

wcélula alvo” deve significar qualquer célula
indesejével em um individuo (por exemplo, UMl ser humano o4
animal) due pode ser alvejada Por . anticorpo da invengao.
Em nodalidades preferidas, a célula alvo & uma célula que
expressa O superexpressa CLDNG € é caracterizada pela
associacdo de CLDN6 com & sua superficie celular- células
expressando CLDNG6 € sendo caracterizadas por associagao de
CLDNG6 com as suas superficies celulares incluemnmy,
tipicamente, as células rumorals.

II. Imunoconjugados.

Fm outro aspecto, @ presente invencao apresenta, umn
anticorpo anti—CLDN6 conjugado @ uma porcao ou agente
terapé&uticoy tal como uma citotoxinay ura  farmaco (por
exemplo, Ul imunossupressor) ou um radioisdotopo: Tais
conjugados s3o aquil referidos como “imunoconjugados”.
Imunoconjugados que jpcluem uma ou mals citotoxinas s&o
referidos como “imunotoxinas”. Uma citotoxina ou agente
citotdxlico inclui qualquer agente due€ é prejudicial para €
em particular, mata as células. Exemnplos incluem O raxol,
citocalasina B, gramicidina D, prometo de etidio, emetina,
mitomjcina, etoposideo, tenoposideo, vincristina,
vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina,

dihidroxiantracinadiona, mitoxantrona, mitramigina,
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actinomicina D, 1—desidrotestosterona, glicocorticoides,
procaina, retracalind, 1idocaina; propranolol, puromicina e
analogos ou homdlogos destes.

ngentes terapéuticos adequados para @ formagao de
imunoconjugados da presente invengao incluem, mas nao estao
1imitados: aos antimetabélicos (por exemplo; netotrexatoy

6-mercaptopurina, 6—tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-

fluorouracil decarbazina), agentes alguilantes (por
exemplo; mecloretamina, riotepa clorambucil, melfalano,
carmustina (BSNU) e Jomustina (CCNU) ciclofosfamida,

pussulfano; dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C
e cis—diclorodiamina platina (11) (DDP cisplatina),
antraciclinas (por exemplo; daunorrubicina (anteriormente
daunomicina) e doxorrubicina), antibiéticos (por exemplo.
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina,
mitramicina e antramicina (AMC))  © agentes antimitéticos
(por exemploy vincristina € vinblastina). Em umna modalidade

preferida, o agente terapéutico & um agente citotoxico ou

um  agente radiotoxico. Fn  outra nodalidade; o agente
terapéutlco é um imunossupressor. Em ainda outra
nodalidade; o agente terapéutico & GM-CSFE. Ea uma

nodalidade preferida, o agente terapéutico é doxorrubicina,
cisplatina, sulfato de bleomicina, carmustina, clorambucil,

ciclofosfamida ou ricina A.
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Os anticorpos da presente invengao t ambém podemn ser
conjugados & um radiolsotopor por exemnplo, 1o0do-131, jtrio-
90 ou indio-111, para gerar radiofarmacos citot6xicos para
o) rratamento de uma desordenm relacionada com CLDNG6, tal
5 como Ul cancer. OS conjugados de anticorpo da 1invencao
podem ser utilizados para modificar uma dada resposta
piologica € @ porcac do farmaco nao deve sSer ipterpretada
como 1imitada @ agentes terapéuticos quimicos classicos.
por exemplo, @ porgao do farmaco pode ser uma proteina ou
10 um polipeptideo possuindo uma atividade pioldgica desejada.
Tais proteinas podemn incluir, Por exemplo, uma toxina
enzimaticamente ativa ou unm fragmento ativo da nesmna, tal
como abrina, ricina By exotoxina de pseudomonas ou toxina
diftéricas; uma proteina ral como © fator de necrose tumoral
15 ou interferon=vs ou nodificadores da resposta bioldgica,
rais COMOy por exemplo; 1infocinas, interleucina—l (W1L-
17) interleucina-Z (“IL—Z”), interleucina—6 (“IL~6”),

fator estimulante de coldnias de granulécitos e macro6fagos

(“GM—CSF”), fator estimulante de coldnias de granulécitos
20 (“G—CSF”) ou outros fatores de crescimento.
Técnicas para conjugar tal porcao rerapéutica aos

anlLicorpos sdao bemn conhecidas, ver, Ppor exemplo, Arnon €
col., wMonoclonal Antibodies For Immunotargeting of Drugs

in Cancer Therapy”, €0 Monoclonal antibodies and Cancer
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Therapy: Reisfeld e col. (eds.), PpP- 243-56 (Alan R. Liss,
Inc. 1985) ; Hellstrom € col., “antibodies For Drug
Delivery”, em Controlled Drug Delivery (2 Ed.), Robinson e
col. (eds.), PpP- 623-53 (Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe,
5 “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A
Review”, em Monoclonal Antibodies '84: Biological And
Clinical Applications, Pinchera e col. (eds.), PP- 475-506
(1985); “Analysis, Results, And Future prospective Of The
Therapeutic Use Of Radiolabeled Antibody In Cancer

10 Therapy”, em Monoclonal Antibodies For Cancer Detection And

Therapy, Baldwin €& col. (eds.), PpP- 303-16 (Academic Press
1985), e Thorpe € col., “The Preparation And Cytotoxic
Properties Of Antibody-Toxin Conjugates”, Immunol. Rev.,

62: 119-58 (1982).

15 Em uma modalidade adicional, ©OS anticorpos de acordo
com a invengao estdo ligados a um ligante—quelante, por
exemplo, tiuxetano, que permite que O anticorpo seja
conjugado a um radioisdtopo.

TII. Composigdes farmacéuticas.

20 Fm oultro aspecto, & presente invencao fornece uma
composicgdo, Por exemplo, uma composigao farmacéutica,
contendo um ou uma combinacao de anticorpos da presente
invencao. As composicoes farmacéuticas podem ser formuladas

com velculos ou diluentes farmaceuticamente aceitaveis, bem
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como gualsquer outros adjuvantes € excipientes conhecidos,
de acordo com técnicas convencionais, tais como aquelas
divulgadas e Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 192 Edicao, Gennaro, Ed., Mack publishing CO..
Faston, PA, 1995. Em uma modalidade, as composicoes incluenm
uma combinagao de multiplos (por exenplo, dois ou mais)
anticorpos isolados da invengao due atuam por mecanismos
diferentes, por exemplo, um anticorpo que atua
predominantemente por inducdo de chC em combinagao Ccom
outro anticorpo que predominantemente atua por inducao de
apoptose.

As composicOes farmacéuticas da invengao também podem
ser administradas em terapia de combinacao, isto €&,
combinadas com outros agentes. por exemplo, 2 terapia de
combinagao pode incluir uma composigao da presente invengao
com pelo menos um agente anti—inflamatério ou, pelo menos,
um agente iunossupressor. Em uma modalidade, tais agentes
terapéuticos incluem um ou malis agentes anti—inflamatérios,
fais como ul farmaco esteroidal ou um ATINES (farmaco anti-
inflamatorio nao esteroidal) . Agentes preferidos incluemn,
por exemnplo, aspirina e outros salicilatos, inibidores da
cox-2, tais como rofecoxib (Vioxx) € celecoxib (Celebrex),
AINES, fais cComo ibuprofeno (Motrin, Advil), fenoprofeno

(Nalfon), naproxeno (Naprosyn) s sulindaco (Clinoril),
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diclofenaco (Voltaren), piroxicam (Feldene), cetoprofeno
(Orudis), diflunisal (Dolobid), nabumetona (Relafen),
etodolaco (Lodine) oxaprozina (Daypro) € indometacina
(Indocin).

Fm outra modalidade, tais agentes terapéuticos incluem
agentes due levam & deplegao o©Ou inativacao funcional de
células T regulatérias, como ciclofosfamida de baixa dose,
anticorpos anti-CTLRA4, anticorpos anti-IL2 ou anti-receptor
de 1LZ.

Fm ainda outra modalidade, tais agentes terapéuticos
incluem um ou mais agentes quimioterépicos, tais como
derivados de taxol, raxotere, gemcitabina, 5—fluoruracil,
doxorrubicina (Adriamicina), cisplatina (Platinol),
ciclofosfamida (Cytoxan, ProcytoX, Neosar) - Fm outra
nodalidade, os anticorpos da presente invengao podem Ser
administrados enm combinagéo com agentes quimioterépicos,
que apresentan preferivelmente, eficacia terapéutica em
pacientes que sofrem de cancer, Por exemplo, ©OS tipos de
cancer CcOmMo aqui descritos.

Fm ainda outra modalidade, ©S anlticorpos da invengao
podem Set administrados em conjunto com a radioterapia e/ou
células £ ronco periféricas autologas ou transplante de
medula Ossca.

Tal Ccomo aqui utilizado, wyeiculo farmaceuticamente
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aceitével” inclui todos € quaisquer solventes, meios de
dispersac: revestimentos, agentes antibacterianos e

antifungicos, agentes isoténicos € de retardo de absorgao €

semelhantes gue sao fisiologicamente compativeis. De
preferéncia, o veiculo é adequado para administragéo
intravenosa, intramuscular, subcutaneay parenteral,
espinhal ou epidérmica (por exemploy por jnjegdoc o4
infusao) - Dependendo da via de administraqéo, o composto
ativo, Por exemploy anticorpor molécula biespecifica e

multiespecifica, pode ser revestido el um naterial para
proteger o composto da acao de acidos € outras condicdes
naturais due poden inativar © compostO-

Un “sal farmaceuticamente aceitével” se refere & um
sal due retém 2 atividade piologica desejada do composto
original ¢ que nao confere qualsquer efeltos toxicolégicos
indesejéveis (ver, POT exemplo, Berge, s.M., € col. (1977)
J. Pharm. gci. 66 1-19) .

Exenplos de tais sais incluem sais de adicao de acido
e sais de adicao de Dbase. Os sais de adigao de Acido
incluen aqueles derivados de acidos jnorganilcos nao
r6Ricos;, rals COmMO 4cido cloridricoy nitrico, fosfbricoy
sulfuricoy bromidrico, iodidricoy fosforoso € semelhantesy
pem como & partir de acidos organicos nao LORLCOSy tais

como ©S 4cidos mono € dicarboxllicos 511 faLicos, 4cidos
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alcanolcos fenil substituidos, acidos hidroxialcanoicos,
acidos aromndticos, 4cidos gulfdénicos alifaticos e
aromaticos € similares. 0s sais de adicdo de pase incluem
aqueles derivados de metais alcalino-terrososy tais como de

sb6dioy potéssio, magnésio, calcio e gsimilares, pem como de

aminas orgénicas nao toHxicas, tais como N, N’ -
dibenziletilenodiamina, N—metilglucamina, cloroprocaina,
colina, dietanolamina, etilenodiamina, procaina e
similares.

Uma composicao da presente invengao pode ser

administrada por uma variedade de métodos conhecidos na
récnica. Como sera percebido pela pessoa versada na
récnica, @& via e/ou modo de administracgao ira variar,
dependendo dos resultados desejados. Os compostos ativos
podem Sser preparados com veiculos due irao proteger ©
composto contra a 1iberagao rapida, £al como uma formulagao
de 1iberacgdo controlada, incluindo implantes, emplastros

transdérmicos € sistemas de distribuigdo microencapsulados.

Polimeros biocompativeis biodegradéveis podem ser
utilizados, tais cono acetato de etileno vinila,
polianidridos, adcido po]iglicélico, colageno,
poliortoésteres e Aacido polilético. Métodos para @

preparagao de tais formulacoes Sao geralmente conhecidos

pelas pessoas versadas na técnica. Very por exemplo,
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gustained and controlled Release Drug Delivery Systems, J.
R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nova Torque, 1978.

Para administrar um composto da invengao por
determinadas vias de administracao, pode ser necessario
revestir O composto com, o4 coadministrar © composto com um
material para prevenir a sua inativacao. por exemplo, ©
composto pode ser administrado a um individuo em um veiculo
apropriado, como lipossomas, ou um diluente. 0s diluentes
farmaceuticamente aceitaveis incluem solugdes fampao salina
e aquosa. OsS lipossomas incluem emulsdes CGF égua—em—éleo—
em—-agua, bDem como lipossomas convencionais (Strejan € col.
(1984) J- Neuroimmunol. 7 27) .

Vveiculos farmaceuticamente aceitaveis incluem solucgdes
aquosas estéreis ©OU dispersodes € poés estéreis para @
preparagéo extemporanea de solugodes ou dispersodes
injetéaveis estéreis. A atilizacao de tais melos € agentes
para supstancias farmaceuticamente ativas € conhecido na
técnica. Exceto na medida em dque qualgquer nmeio ou agente
convencional seja incompativel com o composto ativo, ©O Seu
uso nas composicoes farmacéuticas da presente invencao €
contemplado. Compostos ativos suplementares fambém podem
ser incorporados nas composigdes.

Composigoes terapéuticas tipicamente deven ser

estéreis @ estaveis sob as condigoes de fabricagao €
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ser formulada como uma

armazenamento. A composigao pode

solugao, microemulséo, 1ipossoma ou outra estrutura

ordenada adequada a concentragéo de farmaco elevada. O
o de disperséo contendo,

veiculo pode ser am solvente ou mel
por exemplo; agua, etanol, poliol (por exenploy glicerol,
propilenoglicol e polietilenoglicol 1iquido, € similares),
e suas misturas adequadas. a fluidez adequada pode Ser
mantida, por exemplo; pelo uso de um revestimento ral como
do tamanho de particula

lecitina, pela manutengéo
10 requerido, no caso de dispersao, e pelo uso de tensoativos.
Em multos casos;y sera preferivel incluir agentes
isoténicos, poxr exenplo; acucares: poliélcoois, tais como ©
1oreto de gsbpdio na composigéo. A

manitol, sorbitol ©ou C
absorgao prolongada das composigées injetéveis pode ser
15 conseguida. pela ipnclusao na composigéo de um agente gue
retarda @ absorGcao: por exemplo; sais de monoestearato e

qelatina.

As solugdes injetéveis estéreis podem ser preparadas
por incorporaqéo do composto ativo na quantidade requerida
20 em um solvente apropriado com um ou uma combinagao dos
ingredientes enumerados acima, conforme necessério, seguido

T microfiltragéo de esterilizagéo.
dispersoes sdo preparadas

O
pela

Geralmente,
incorporacao do composto altivo cm um veiculo cstéril due
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contém um meio de dispersao pasico € OS outros ingredientes
necessérios a partir daqueles acima epumerados - No caso de
a a preparacéo de solugdes injetéveis

poSs estérels par
cstérels, os métodos preferidos da preparagéo s30 secagem a
iofilizagéo, gue produzemn am pod 4o ingrediente
o a partir

5 vacuo e 1
al desejad

ativo mais qualquer ingrediente adicion
ao previamente esterilizada por filtragao do

de uma solug

mesmo .
sdo ajustados para fornecer una

Os regimes de dosagenm
10 resposta btima desejada (por exemplOy una resposta
exemplo; am  unico “polo”pode ser

POxr
ser

terapéutica).
administrado, varias doses givididas
administradas ao 1ondo do tempo ou a
proporcionalmente reduzida ou aumentada,
15 pelas exigéncias da situagao terapéutica. o8 especialmente
vantajoso formulalr composiqées parenterais na forma de
dosagem unitaria para facilitar a administragéo e
uniformidade da dosagem- p forma de dosagem unitaria tal
Ccomo aqui atilizada se refere as unidades fisicamente
20 discretas adequadas Ccomo dosagens unitarias para 0s
individuos a sereml rratados; cada unidade contém uma
edeterminada de conposto ativo calculada para
%sociagéo com O

ntidade PT
desejado em as

qua
produzjr o efello teraputico
geiculo farmacéutico requerido.
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ioxidantes £

ExemplOS de ant

tes solﬁvei

armaceuticam

s em aguars
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quantidade da composicéo que produz um efelto terapéutico.
As formulagées da presente 1invengao
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sop uma forma nidratada apropriada e/ou as composicoes
farmacéuticas da presente invengao, sao formulados em
formas de dosagen farmaceuticamente aceitavels pPor métodos
convencionais conhecidos pelas pessoas yersadas na técnica.

Os nivels de dosagenm efetivos dos ingredientes ativos
nas composicoes farmacéuticas da presente invengao podem
variar de nodo a opter uma quantidade do ingrediente ativo
que seja eficaz para atingir & resposta rerapéutica
desejada para um paciente, composigao: e modo de
administragao particular sem SE€r rbéwico para © paciente. 0
nivel de dosagem selecionado dependera de uma gariedade de
fatores farmacocinéticos, incluindo a atividade das
composicoes particulares utilizadas na presente invengao, @
via de administragao, o tempO de administragao, a taxa de
excregao do composto particular sendo utilizado, @ duracao
do tratamento, outros farmacos, compostos e/ou n@teriais
usados em combinacao com as composicoes particulares
empregadas, idade, S€XOy peso, condigao, estado geral de
saude € nistdérico clinico anterior do paciente sendo
rratado, € fatores semelhantes bem conhecidos nas artes
médicas.

Um clinico ou yeterinario com conhecimentos
normalmente versados na técnica pode prontamente determinal

e prcscrever a quantidade eficaz da composicao farmacéutica
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administracdo também pode ser realizada por infusdo
continua durante um periodo de 2 a 24 horas, tal como de 2
2 12 horas. Tal regime pode ser repetido uma ou mais vezes
conforme necessario, por exemplo, apbds 6 meses ou 12 meses.
A dosagem pode ser determinada ou ajustada através da
medicdao da quantidade de anticorpos monoclonais anti-CLDN®6
circulantes mediante a administragdo em uma amostra
biolégica pelo uso de anticorpos anti-idiotipicos que
alvejam os anticorpos anti-CLDNG.

Em ainda outra modalidade, oS anticorpos sao
administrados por terapia de manutencdo, tal como, PpPor
exemplo, uma vez pOr semana durante um periodo de 6 meses
ou mais.

Em ainda outra nodalidade, os anticorpos de acordo com
a invencdo podem ser administrados por um regime incluindo
uma infusdo de um anticorpo contra CLDN6, seguido por uma
infusao de um anticorpo contra CLDN6 conjugado a um
radioisétopo. O regime pode ser repetido, por exemplo, de 7
a 9 dias depois.

i uma modalidade da invengao, 0s composltos
tcrapéuticos da invencdo séo formulados em lipossomas. Em
uma modalidade mais preferida, ©os lipossomas incluem uma
porgao de alvejamento. Em uma modalidade mais preferida, 0OS

compostos terapéuticos nos lipossomas sao distribuidos por
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injegao em bolo num local proximal 5 area desejada, por
exemplo, © local de um tumor. A composicao deve ser fluida
de maneira dJue exista uma tacil "Seringabilidade". Fla deve
ser estavel sob as condicdes de fabricagao € armazenamento
e deve Sser preservada contra a agao contaminante de
nmicrorganismos, tals como pactérias e fungos.

Em uma modalidade adicional, ©S anticorpos da invengdao
podem sSer formulados para prevenir ou reduzir ©0S Se€US
transportes através da placenta. Isto pode ser feito por
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, POI PEGuilacgao
dos anticorpos ou pelo uso de fragmentos F(ab)2’. Outras
referéncias podem ser feitas a “Cunningham—Rundles C, Zhuo
Z, griffith B, Keenan J. (1992) Biological activities of
polyethylene—glycol immunoglopulin conjugates. Resistance
to enzymatic degradation. J. Immunol. Methods, 152: 177-
190; e @ “Landor M. (1995) Maternal-fetal transfer of
immunoglobulins, Ann. Allergy Asthma Immunol. 74: 279-283.

Uma “dosagem terapeuticamente eficaz” para terapia
tumoral pode ser medida por respostas tumorais objetivas,
que podemn ser tanlo completas quanto parciais. Uma resposta
completa (CR) &  definida como auséncia de evidéncia
clinica, radiolbégica ou outra, de doenca. Uma resposta
parcial (PR) resulta de uma reducgdo no tamanho do tumor

agregado de mnais do que 50%. O tempo mnédio de progressao é
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uma medida que€ caracteriza a durabilidade da resposta
rumoral objetiva:

Uma “dosagem terapeuticamente cficaz” para a2 terapia
tumoral tambén pode Ser medida pela sua capacidade de
estapilizar a proqresséo da doenga: A capacidade de um
composto para inibir © cancer pode Ser qvaliada em um
sistema de modelo animal preditivo de eficacia em rumores
humanos . Alternativamente, esta propriedade de uma
composiqéo pode ser avaliada por analise da capacidade do
composto para inibir © crescimento celular ou apoptose por
ensalilos in vitro conhecidos pelo profissional yersado na
récnica. Uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
composto terapéutico pode diminuir © tamanho do tumor, OYr
de outra forma, melhorar ©S sintomas €m um ipdividuo. Uma
pessod yersada na técnica seria capaz de determinar tais
quantidades com base em tails fatores, como O ramanho do
individuo, a gravidade dos sintomas do individuo e a
composicao particular ou da via de administraqéo
selecionada.

A composigéo deve ser estéril © fluida na medida em
que & composicao é administrével por seringa. Além de aguadys
o wveiculo pode Ser ama solugao salina tamponada 1sotdnica,
ctanoly polio] (por exemplo;y glicerol, propilenoglicol, e

polietjlenoglicol 14guido, e Similares), e misturas
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e ser mantiday por

guada pod

revestimento ral como lecitina,
nho de particula requerido no <Caso
a utilizagéo de tensoativos. Frm multos
incluir agentes 1 soté&NLCOSy por
poliélcoois tais COmMO manitol oY
o de so6dio na composigéo. A absorgaoc @&
composiqées injetéveis pode ser provocada
osigao de um agente que retarda @&
exemplo; monoestearato de aluminio ou

adequadamente proteqido,

.

ativo €

composto
acima, © composto pode ser administrado por
com um diluente inerte o4 um veiculo

exemplo;

assimilével.

e Métodos da Invengao-
pos (incluindo imunoconjugados, composicoes
pecificas, e outros derivados aqui
egente invengao rém numerosas utilidades
que envolvem © rratamento de distarbios
as celulas  GQue expressamt CLDNG € sendo
por associacao de CLDNG6  com as suas
coclulares. por exemplo, ©F anticorpos poden ser
535 células e culturays por exemplo;

in vitro
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ou ex vivo, ou @ individuos humanos, Por exemplo, in vivo,
para tratar oOu prevenir uma variedade de disturbios, tais
como agueles aquil descritos. Individuos preferidos incluenm
pacientes numanos Com disturbios que podem Ser corrigidos
ou melhorados pela morte das células doentes, ©€m particular
células caracterizadas por um padrao de expressao alterado
de CLDNO6 e/ou un padrao alterado de associagdo de CLDN6 com
as suas superficies celulares em comparagao com as células
normais.

Por exemplo, e uma modalidade;, os anticorpos da
presente invengao podermn ser usados para rratar um individuo
com um disturbio tunorigénicoy por exemplo, Ul disturbio
caracterizado pela presenca de células rumorais due
expressamn CLDNG € sendo caracterizado pela assocliacgao de
CcLDNG6 com as suas superficies celulares.- ExemplosS de
doencgas tumorigénicas que poden ser tratadas e/ou
prevenidas englobam rodos ©OS canceres due€ expressamn CLDN6 e
entidades tumoralsy incluindo aquelas aquil descritas.

As composigdes farmacéuticas e métodos de tratamento
descritos de acordo com a invengado podem rampbém Ser
utilizados para & imunizagao ©Y gacinagdo para preVenir uma
doenga aqui descrita.

Em outra nodalidade;, os anticorpos da invengao podem

ser utilizados para detcctar niveis de CcLDNG ou de formas
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particulares de CLDNG, ©OY niveis de células due contém
CLDNG6 nas suas superficies da memprana, cujos niveis poden
entdo ser 1igados @ certas doengas Ou sintomas de doencga
tais como OS5 descritos acima. Alternativamente, oS
anticorpos podem ser utilizados para esgotar OU interagir
com @& fungao das células due expressamn CLDNG6 € sao
caracterizadas por associacao de cLDN6 com as suas
superficies celulares; implicando, dessa forma, estas
células COmO mediadores importantes da doenga. Isto pode
ser conseguido através do contato entre uma amostra € uma
amostra de controle com O anticorp® anti—CLDN6 sob
condigodes que permitam a formacgao de um complexo entre ©
anticorpo € CLDNG. Quaisquer complexos formados entre O
anticorpo € CLDNG6 sS30 gdetectados € comparados na amostra €
numa amostra de controle, isto & una amostra de
referéncia.

Os anticorpos da invengao podern ser jnicialmente
restados quanto 3s suas atividades de 1igagao associadas
com usos terapéuticos ou de diagnéstico in Vvitro. Por
exemplo, ©° anticorpos podern ser testados atilizando
ensalos de citometria de fluxo tais como aquil descritos.

Os anticorpos da invengao podern ser utilizados para
descobrir in vivo ou ipn vitro uma ou mais das seguintes

atividades piologicas: inibir © crescimento e/ou @
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diferenciacé&o de uma célula que expressa CLDN6 e é
caracterizada por associacdo de CLDN6 com a sua superficie
celular; matar uma célula gue expressa CLDN6 e sendo
caracterizada por associagao de CLDN6 com a sua superficie
celular; mediar a fagocitose ou ADCC de uma célula dque
expressa CLDN6 e sendo caracterizada por assoclacdo de
CLDN6 com a sua superficie celular na presencga de células
efetoras; mediar CDC de uma célula que expressa CLDN6 e
sendo caracterizado pela associacdo de CLDN6 com a sua
superficie celular na presenca de complemento; mediar a
apoptose de uma célula que expressa CLDN6 e sendo
caracterizada por associacdo de CLDN6 com a sua superficie
celular; induzir a adesdo homotipica; e/ou induzir a
translocacdo em bolsas lipidicas mediante a ligagdo de
CLDNG6.

Fm uma modalidade particular, os anticorpos sao
utilizados 1in vivo ou in vitro para tratar, prevenir ou
diagnosticar uma variedade de doencas relacionadas com
CLDNG6. Exemplos de doencas relacionadas comn CLDN6 incluem,
cntre outras, canceres tais como os aqui descritos.

Como descrito acima, anticorpos anti-CLDN6 da invengao
podem ser coadministrados com um Ou mais outros agentes
terapéuticos, por exemplo, um agente citotdxico, um agente

radiotéxico, um agente antiangiogénico ou um agente



10

15

20

183

imunossupressor para reduzir 2 inducdo de respostas imunes
contra ©S anticorpos da invengao. 0 anticorpo pode estar
1igado ao agente (tal como um imunocomplexo) ou pode ser
administrado enm separado do agente. Neste Gltimo €aso
(administragao separada), o anticorpo pode ser administrado
antes, apds ©Ou simultaneamente com O agente ou pode ser

coadministrado com outras terapias conhecidas; por exemnplo;

uma rerapia anticancer, como radiagao. Tais agentes
terapéuticos incluem, entre outrosy, agentes
antineoplésicos, tais como aqueles 1istados acima. A

coadministragéo dos anticorpos ant i-CLDN6 da presente
invengao com agentes quimioterépicos fornece dois agentes
anticancerigenos que operam atraves de diferentes
mecanismos gue produzam um efeito citotdxico para @as
células tumorals. Tal coadministragéo pode resolver ©OS
problemas devido a© desenvolvimento de resisténcila aos
farmacos ©Ou4 a uma mudanca na antigenicidade das células
fumorals, © que as tornaria nao reativas com o anticorpo.
AS composiqées (por exemplo, anticorpos: moléculas
multiespccificas e piespecificas e imunoconjugados) da
jpvencao due tém sitios de ligagao do complemento, tais
como porgoes de IgGl, 2 ou 3 O IgM dque se 1liga ao
complemento, £ ampém podem ser usadas na presenca de

complemento . FEm uma nodalidade, © tratamento ex vivo de uma
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populagao de células compreendendo  as células alvo com um
agente de ligagdo da invengao € células efetoras adequadas
podem Se€r suplementado pela adigao de complemento ou de
S0YO contendocomplemento. A fagocitose das células alvo
revestidas com um agente de ligacdo da presente invengdo
pode ser melhorada através da ligagao de proteinas do
complemento. Em outra modalidade, as células alvo
revestidas com as composigoes da invencdo podem também ser
lisadas pelo complemento. Em ainda outra modalidade, as
composigdes da invencao ndo ativam O complemento.

As composicgoes da invencao podermn £ ambém ser
administradas juntamente com complemento. Assim, estao
dentro do escopo da invengao as composigdes due compreendem
anticorpos, moléculas multiespecificas ou piespecificas ¢
soro Oou complemento. Fstas composigodes sio vantajosas na
medida em gue O complemento esta localizado em estreita
proximidade com os anticorpos, moléculas multiespecificas
ou biespecificas.

Alternativamente, os anticorpos, moléculas
multicspecificas ou biespecificas da invengdo € ©
complemento ou SOLO podem ser administrados separadamente.
A ligacgdo das composigbes da presente invengao nas células
alvo pode causar 4 translocagao do complexo antigeno-

anticorpo de CLDN6 em bolsas lipidicas da membrana celular.
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Tal translocacao cria uma elevada densidade de complexos
antigeno-anticorpo dque pode eficientemente ativar e/ou
intensificar a CDC.

Também estdo dentro do escopo da presente invengado OsS
kits que compreendem as composicgdes de anticorpo da
invencdo (por exemplo, anticorpos € imunoconjugados) €
instrucdes de utilizacdo. O kit pode ainda conter um oOu
mais reagentes adicionais, tais como um reagente
imunossupressory, um agente citotdédxico ou um agente
radiotdxico, ou um ou mais anticorpos adicionais da

invencao (por exemplo, um anticorpo possuindo uma atividade

complementar).
Consequentemente, os pacientes tratados com as
composicdes do anticorpo da invengao podem ser

adicionalmente administrados (antes de, simultaneamente com
ou apbds a administragao de um anticorpo da invencgdo) com
outro agente terapéutico, tal como um agente citotbdxico ou
radiotoxico, o qual intensifica ou aumenta © efeito
terapéutico dos anticorpos da invengao.

Em outras modalidades, o) individuo pode ser
adicionalmente tratado com um agente que modula, Ppor
exenplo, intensifica ou inibe, a expressdo ou atividade dos
receptores I'c-gama ou TIc-alfa, por exenmplo, tratando ©

individuo com uma citocina. Ciltocinas preferidos incluem
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fator estimulador de coldénias de granulécitos (G-CSE), ©
fator estimulador de colénias de granulécitos e macréfagos
(GM~-CSFE) , interferon-y (IFN-y) € fator de nNecrose fumoral
(TNI") . outros agentes importantes para © aumento da
eficacia terapéutica dos anticorpos € das composigoes
farmacéuticas aqui descritas sao B-glicanas, gue 8ao
homopolissacarideos de residuos de glicose ramificada e due
S&0 produzidas por uma variedade de plantas e
nicrorganismos, por exemplo, pactérias, algas, fungos,
leveduras € graos. Fragmentos de pP-glicanas produzidos Por
organismos podem Ser tambémn utilizados. De preferéncia, a
p-glicana & um polimero de B(1,3) glicose, enm que pelo
menos algumas das unidades estruturais de glicose, PpOT
exenplo, de 3 a 6% das unidades estruturals de glicose,
possuen ramificacgdes; tails como ramificacdes p(L1,06).

Em uma modalidade particular, a invengao fornece
métodos para detectar a presenca do antigeno CLDNG6 em uma
amostra, ou Tmedir a quantidade de antigeno CLDNG6,
compreendendo o contato da amostra, € uma amostra de
controle, com um anticorpo que S€ liga especificamente a
CI.DNG, sob condicgdes dque permitem a formacdo de um conplexo
entre O anticorpo, ©u porgao do mesmo, € CLDNG6. A formagao

de um complexo & enlao detectada, em due uma diferenca de
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formacdo de complexo entre a amostra comparada com a
amostra de controle ¢é indicativo da presenca do antigeno
CLDN6 na amostra.

Fm ainda outra modalidade, a invencdo fornece um
método para detectar a presenga ou quantificar as células
que expressam CLDN6 e sendo caracterizadas pela associagéo
de CLDN6 com as suas superficies celulares in vivo ou 1in
vitro. O método compreende (i) administrar a um individuo
uma composicdo da invencao conjugada com um marcador
detectavel, e (ii) expor o individuo a um meio para
detectar o dito marcador detectavel para identificar &reas
que contém células que expressanm CLDN®G6 e sendo
caracterizadas pela assoclacdo de CLDN6 com as suas
superficies celulares.

Métodos como os descritos acima @ sdo uteis, em
particular, para o diagnéstico de doencas relacionadas com
CLDN6 e/ou a localizacdo de doencas relacionadas com CLDNG,
tais como doencas cancerigenas. De preferéncia, uma
quantidade de CLDN6 em uma amostra que ¢é maior do que a
quantidade de CLDN6 em uma amostra controle é indicativo da
prcsenga de uma doenca relacionada com CLDN6 em um
individuo, em particular um ser humano, a partir do qual a
amostra ¢ derivada.

Quando utilizado em métodos como descritos acima, um
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anticorpo aqui descrito pode ser fornecido com um marcador
que funciona para: (i) fornecer um sinal detectavel; (ii)
interagir com um segundo marcador para modificar o sinal
detectavel fornecido pelo primeiro ou segundo marcador, por
exemplo, FRET (Transferéncia de Energia por Ressonédncia de
Fluorescéncia), (iii) afetar a mobilidade, por exemplo, a
mobilidade eletroforética, por carga, hidrofobicidade,
formato ou outros parametros fisicos, ou (iv) fornecer uma
porgao de captura, por exemplo, afinidade,

anticorpo/antigeno ou complexagdo idénica. S&o adequados

Como marcadores estruturas, tais como marcadores
fluorescentes, marcadores luminescentes, marcadores
croméforos, marcadores radioisotépicos, marcadores

isotdépicos, de preferéncia marcadores isotdpicos estaveis,
marcadores isobaricos, marcadores de enzimas, marcadores de
particulas, em particular marcadores de particulas
metdlicas, marcadores de particulas magnéticas, marcadores
de particulas poliméricas, moléculas orgdnicas peqguenas tal
como biotina, ligantes de receptores ou moléculas de
ligagédo, tais como proteinas de adesdo celular ou lectinas,
sequéncias de marcagdo compreendendo acidos nucleicos e/ou
residuos de aminoacidos que podem ser delteclados pelo uso
de agenltes de ligag¢do, etc. Os marcadores compreendem, de

uma forma ndo limitativa, sulfato de Dbario, acido
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iocetamico, adcido iopanoico, ipodato de céalcio, diatrizoato
de sdébdio, diatrizoato de meglumina, metrizamida,
tiropanoato de sbébdio € radio diagndstico, incluindo
cmissores de pbsitron, tais Ccomo fluor—-18 e carpbono—11,
emlissores gama, tais como iodo-123, tecnécio—-99m, iodo-131
e indio-111, nuclideos para ressonancia magnética nuclear,
tais como flhor e gadolinio.

Fn ainda outra modalidade, 0S8 imunoconjugados da
invencdo podem Ser utilizados para alvejar compostos (por
exemplo, agentes terapéuticos, marcadores, citotoxinas,
radiotoxinas, imunossupressores, etc.) para células que tém
CLDNG6 associada com as suas superficies através da ligacgao
de tais compostos ao anticorpo. Assim, a invengdo também
fornece métodos para a localizagdo de células ex vivo ou in
vitro que expressanm CLDN6 e sao caracterizadas POr
associacdo de CLDNG6 com as suas superficies celulares, tais
como células tumorals circulantes.

A presente invencgdo € adicionalmente ilustrada pelos
seguintes exemplos, due nao devem ser interpretados COMO
1imitantes do escopo da invencgao.

EXEMPLOS

Ag técnicas € métodos utilizados na presente invengao
sdo aqul descritos ou realizados de uma maneira conhecida

por si s6 e conforme descrito, Ppor exemplo, enm Sambrook e
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col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edicao
(1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. Todos os métodos incluem o uso de kits e os
reagentes sdo utilizados de acordo com a informacdo do
fabricante, a menos que seja especificamente indicado.

Exemplo 1: Quantificagdo da expressd3o de CLDN6 em
tecidos normais, tecidos cancerosos e linhagens celulares
utilizando PCR-RT em tempo real.

O RNA celular total foi extraido a partir de espécimes
de tecido congelado e 1linhagens celulares cancerosas
utilizando o minikit RNeasy (Qiagen), preparado com um
cligonucleotideo dT g e transcrito reversamente com
Superscript 11 (GIBCO/Lifetech), de acordo com as
instrugdes do fabricante. A integridade do cDNA obtido foi
testada por amplificacdo dos transcritos P53 em um PCR de
30 ciclos. Apbés a normalizacido para HPRT, a expressao de
CLDN6 foili guantificada usando o cdlculo AACT.

Tecidos de trés individuos foram testados para cada
tipo de tecido normal. Apenas quantidades traco de
transcritos de CLDN6 poderiam ser detectadas em tecidos
normais apds 40 ciclos de RT-PCR. O Unico tecido normal que
excedeu ligeiramente o corte de expressdo foi a placenta.

Ao contréario dos tecidos normais, nés encontramos alta

expressao de CLDN6 em amostras de céncer de ovario
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(adenocarcinomas), cancer de pulméo (NSCLC, com malor
frequéncia e niveis de expresséo em adenocarcinomas),
cancer géstrico, cancer de mnama, cancer hepético, cancer
pancreético, cancer de pele (carcinoma de células pasails €
carcinoma de células escamosas), melanoma maligno, cancer
de cabega € pescogo (adenoma pleomérfico maligno) sarcoma
(sarcoma sinovial @€ carcinossarcoma), cancer do duto
piliaxr, cancer de célula renal (carcinoma de células claras
e carcinoma papilar), cancer uterino € 1inhagens de células
cancerosas n2780 (cancer de ovario) NIH—OVCARB (cancer de
ovario) HCT-116 (cancer de chlon) EFO-27 (cancer de
ovario) cpC-N (SCLC) » NCI-H552 (NSCLC) » SNU-1 (cancer
gastrico), KATOIIL (cancer gastrico), YAPC (cancer
pancreatico), AGS (cancer géstrico), FuU97 (cancer
géstrico), MKN7 (cancer géstrico).

Exemplo 2: Quantificaqéo da expresséo de CLDN6 em
tecidos normais, tecidos cancerosos € linhagens celulares
utilizando analise de Western blot.

para a analise de western blot, foram utilizadas 20 ng
de proteina total extraida de células 1isadas com O tampao
de lise TLaemmli. OS extratos foram diluidos em tampao de
redugao de amostra (Roth) submetidos a 5DS-PAGE €
subsequentemente eletrotransferidos em membrana PVDFE

(pall) . A imunomarcacéo foi realizada com anticorpos
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policlonais reativos para CLDN6 (ARP) e peta—actina

(Abcam) , seguido pela deteccdo de anticorpos primarios com

anticorpos secundarios de cabra anti-coelho ou de cabra

ant i-camundongo conjugados com & peroxidase de rabano
5 silvestre (Dako) -

Lisados de tecido de até cinco individuos foram
testados para cada tipo de tecido normal. Nenhuma expressao
de proteina CLDN6 foil detectada em gualgquer um dos tecidos
normais analisados. RO contrario dos tecidos normals, uma

10 alta expressao de proteina CcLDNG fol detectada em amostras
de cancer do ovario € cancer de pulmao. A expressao de
cLDN6 foil detectada em NIH-OVCAR3 (cancer de ovario), MKN7
(cancer gastrico), AGS (céancer gastrico), CPC—-N (SCLC)
HCT-116 (cancer de colon), FU97 (cancer gastrico), NECS8

15 (carcinoma testicular embrionario), JAR (coriocarcinoma de
placenta), JEG?3 (coriocarcinoma de placenta), BEWO
(coriocarcinoma da placenta) e PA-1 (teratocarcinoma de
ovario) .

Exemplo 3: Analise imunoistoquimica (IHC) da expressao

20 de CLDN6 em tecidos normais € tecidos cancerosos.

secoes de tecido empebidas em parafina (4 pm) foram
incubadas durante 1 hora a4 58°C em uma placa de aquecimento
(H1 1220, Teica). A parafina foil removida das secgdes Por

incubagao das laminas em Roticlear (Roth) durante 2 % 10
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min em temperatura ambiente. Em seguida, &3 secodes foram
reidratadas em alcool graduado (99%, 2 % 96%, 80% € 70%, 5
min cada). A recuperagao dos antigenos foi realizada pela
cpulicdo das laminas @& 120°C (15 psi) durante 195 min em
£ ampao citrato 10 M (pH 6,0) *+ Tween—20 0,05%. Diretamente
apbs a epuligdo, as ]1aminas foram incubadas em pRS durante
5 min. A atividade da peroxidase enddbgena foi blogueada com
peroxido de hidrogénio 0,3% em MeOH durante 15 min enm
temperatura ambiente. Para evitar a ligagao nao especifica,
as laminas foram ploqueadas com soro de cabra a 10% em PBS
durante 30 min em temperatura ambiente. LOgo apb6s, as
1aminas foram incubadas com anticorpo policlonal CLDNG6-
especifico (1 pg/ml) (ARP) de um dia para o outro a 4°C. No
dia seguinte, as laminas foram lavadas com PRS em
temperatura ampbiente (3 % 5 min) € incubadas Ccom 100 pl dos
anticorpos secundarios (IgG poli HRP—anti—coelho
powervVision pronta para uso (ImmunoLogic)) durante uma hora
em temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram
lavadas com PRS em temperatura ambiente (3 x 5 min) . A
marcagao final fol realizada usando ©O kit de substrato
VECTOR NovaRED gK-4800 de yector l,aboratories (Burlingame).
As segoes foram contramarcadas com nematoxilina durante 90
scgundos enm {emperatura ambiente. Apbds a desidratagao com

4lcool graduado ('70%, 80%, 2x 96% € 99%, 5 min cada) e 10
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min de incubagdo emn %xilol, as laminas foram montadas com O
kit X-tra (Medite Histotechnic).

Nenhuma expressao de proteina cLDN6 fol detectavel em
tecidos normais de pulmao, ovario, estdmago, cbdlon,
pancreas, figado, duodeno ou rins. AO contrario dos tecidos
normais, marcacao forte oOU pelo menos significativa foi
observada €emnm secdes de tecido de cancer de ovario, cancer
de pulmao, cancer de pele, céncer pancreético, cancer
gastricoy cAncer de mama, cancer de bexiga (carcinoma de
células de transicdo), cancer cervical, cancer testicular
(seminoma) e cancer uterino. A marcagao foi claramente
acentuada na memprana plasmética das populacgdes de células
epiteliais malignas, enquanto due as células estromals €
epiteliais ndo malignas adjacentes foram negativas. Estes
resultados indicam que @& proteina CLDN6 esta localizada na
membrana plasmética de células malignas.

Exemplo 4: Geragao de anticorpos murinos contra CLDN6.

a. Geragdo de vetores de expressédo que codificam CLDN6
de comprimento total e fragmentos de CLDN6.

Uma sequéncia de DNA cédon—otimizada nao natural (SEQ
Tp NO: 3) que codifica CLDN6 de comprimento rotal (namero
de acesso NCBI NP_O67018.2, sEQ ID NO: 2y foi preparada por
sintesc guimica (GENEART AG, Alemanha) € clonada no vetor

pcDNAB.l/myc—His (Invitrogen, EUA), produzindo o vetor
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p3953. A insercdo de um c6don de parada permitiu &
expresséo da protelna CLDNG sem ser fundida com a etiqueta
myc-His codificada do vetor. A expressdo de CLDNG foi
testada por Western plot, citometria de fluxo e analises de
imunofluorescéncia utilizando anticorpos anti-CLDNO6
disponivels comercialmente  (ARF, 01-8865; R&D Systems,
MAB3656) .

Além disso, uma sequéncia de DNA cédon—-otimizada (SEQ
ID NO: 4) dque codifica para O fragmento do dominio
extracelular putativo 2 (EC2) de CLDN6 (SEQ ID NO: 6) como
uma fusdo com ui peptideo sinal derivado do lider Ig capa
N-terminal seguido por 4 aminoacidos adicionais para
assegurar umn correto sitio de clivagem de peptidase sinal
(SEQ ID NO: 5) foi preparada e clonada no vetor
pcDNAB.l/myc—His, produzindo O vetor p3974. Antes da
imunizacao, a expressdo do fragmento EC2 foi confirmada por
microscopia de imunofluorescéncia  em células CHO-K1
transitoriamente transfectadas e fixadas comnm
paraformaldeido (PFA), usando um anticorpo anti-myc
comercialmente disponivel (Cell Signaling, MAB 2276) .

b. Geragéo de linhagens celulares expressando
estavelmente CLDNG6 .

As linhagens celulares HEK293 e P3X63Ag8U.1 que

expressamn estavelmente CLDN6 foram geradas por técnicas
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padrdo, utilizando o vetor p3953.

c. Imunizagdes.
Camundongos Balb/c foram imunizados com 25 Mg de DNA

de plasmideo p3974 em conjunto com 4 pl de PEI-manose (PEI-
Man; in vivo-jetPEI™-Man de PolyPlus Transfection) (150 mM
de PEI-Man em H,0O com 5% de glicose) por injegdo
intraperitoneal nos dias 0, 16 e 36. Nos dias 48 e 62, oOs
camundongos foram imunizados por injecdo intraperitoneal
com células de mieloma P3X63Ag8U.1 transfectadas com ©O
vetor p3953 para expressar estavelmente CLDN6. As células
administradas no dia 62 foram irradiadas com 3000 rad antes
da injecdo. A presenca de anticorpos direcionados contra
CLDNG6 em soros de camundongos foli monitorada por
microscopia de imunofluorescéncia entre os dias 20 e 70,
utilizando células CHO-K1 cotransfectadas com 4cidos
nucleicos que codificam CLDN6 e GFP. Para esta finalidade,
24 h apds a transfecgdo, as células fixadas ou ndo fixadas
com PFA foram incubadas com uma diluigao de 1:100 de soros

de camundongos imunizados durante 45 minutos em temperatura

ambiente (RT). As células foram lavadas, incubadas com um
anticorpo Ig anti-camundongo marcado com Alexab55
(Molecular Probes) e submetidas a microscopia de

fluorescéncia.
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Anticorpos anti-CLDN6 especificos foram detectados nas
amostras de SOXo obtidas a partir de um camundongo, com
base no qual o© hibridoma F3-6C3-H8 foli produzido; Vver
figura 2.

Para a geragao de anticorpos monoclonais, 0s
camundongos com respostas imunes anti-CLDN6 detectaveils
foram reforcados quatro dias antes da esplenectomia através
de injegdo intraperitoneal de 2 X 107 células HEK293
estavelmente transfectadas com © vetor p3953.

d. Geracgdo de hibridomas produtores de anticorpos
monoclonais murinos contra CLDN6.

¢ x 10’ esplendcitos isolados a partir de um
camundongo imunizado foram fundidos com 3 X 107 células de
linhagem celular de mieloma de camundongo P3X63Ag8.653
(ATCC, CRL 1580) utilizando PEG 1500 (Roche, CRL
10783641001) . As células foram semeadas a cerca de 5 x 10*
células por pogo em placas de microtitulacdo de fundo chato
e cultivadas durante cerca de duas semanas €m meio seletivo
RPMT contendo sOro fetal bovino inativado pelo calor a 10%,
suplemento de clonagem e fusao de hibridoma a 1% (HECS,
Roche, CRL 11363735), HEPES 10 mM, piruvato de sédio 1 mM,
glicose 4,5%, 2—mercaptoetanol 0,1 mM, suplemento 1 %
penicilina/estreptomicina e 1 x HAT (Invitrogen, CRL

21060). Apds 10 a 14 dias, 0S8 PoGOS individuals foram
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testados por citometria de fluxo para ©S anticorpos
monoclonais anti-CLDN6. Hibridomas secretores de anticorpos
foram subclonados por diluicdo limitante € novamente
restados para O0S anticorpos monoclonais anti-CLDN6. Os
subclones estaveis foram cultivados para gerar pequenas
quantidades de anticorpo em meio de cultura de tecidos para
caracterizacdo. Pelo menos uml clone de cada hibridoma que
reteve a reatividade das células de origem (testado por
citometria de fluxo) foi selecionado. Bancos de células de
nove frascos foram gerados para cada clone e armazenados em
nitrogénio liquido.

Exemplo 5: Caracteristicas de ligagao dos
sobrenadantes de hibridoma e anticorpos monoclonais.

a. Controle de qualidade de células HEK293T
transitoriamente transfectadas por (i) Western blot e (ii)
analises de citometria de fluxo.

(i) Células HEK293T foram transfectadas com adcidos
nucleicos dque codificam CLDN3, CLDN4, CLDN6, e CLDN9,
respectivamente, Ou pseudotransfectadas. A expressao de
CLDN3, CLDN4, CLDN6 ou CLDN9 em células HEK293T foi
determinada por Westcern plotting. Para esta finalidade, as
¢élulas foram coletadas 24 horas apbds a transfecgdo e
submelidas a lise. O lisado foi submetido a SDS—PAGH,

riscado em membrana de nitrocelulose e marcado com
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anticorpos anti-CLDN3 (A) (Invitrogen, 34-1700), anti-
CLDN4 (A) (Zymed, 32-9400), anti-CDLNG6(A) (ARP, 01-8865) ou
anti-CLDNOS (A) (Santa Cruz, sc-17672), que se ligam
especificamente ao C-terminal da claudina correspondente
sob condicdes de desnaturacgdo. Apds a incubacdo com um
anticorpo secundéario marcado com peroxidase e
desenvolvimento com reagente FECL, um visualizador LAS-3000
(Fuji) foi wutilizado para visualizagdo. Bandas dos pesos
moleculares esperados de CLDN3, CLDN4, CLDN6 e CLDN9,
respectivamente, foram observadas apenas nas células
transfectadas, mas ndoc nas células controle (Figura 3),
demonstrando que as células HEK293T ndo expressam
endogenamente gqualquer uma das claudinas investigadas e,
assim, sdo uma ferramenta adequada para determinar a
reatividade cruzada de anticorpos CLDNG6.

(1ii) As células HEK293T de (i) foram adicionalmente
analisadas por citometria de fluxo, utilizando anticorpos
anti-CLDN que reconhecem epitopos nativos (IgG2a anti-CLDN3
de camundongo (R&D, MAB4620), IgG2a anti-CLDN4 de
camundongo (R&D, MAB4219), IgG2b anti-CLDN6 de camundongo
(R&D, MAB3656)). Os anticorpos obteniveis a partir de
Sigma, sob os numeros de produto M9144 e M8894 serviram
como controles dc  isotipo. A especificidade destes

anticorpos anti-CLDN foi analisada wutilizando células
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HEK293T transitoriamente transfectadas com acidos nucleicos
que codifican CLDN3, CLDN4, CLDNG € CLDN9, respectivamente.
0 anticorpo© anti-CLDN6 mostra reatividade cruzada com
CLDN3, cL.bN4d e cLbNe. O anticorpo anti-CLDN4 mostra
reatividade cruzada com CcL,DN3, CLDNG6 € cLDN9. O anticorpo
anti-CLDN3 se liga especificamente 5 CLDN3 (figura 4y .

b. Determinagéo da especificidade dos anticorpos
monoclonais produzidos de acordo com & invengao utilizando
citometria de fluxo.

células HEK293T foram cotransfectadas com um vetor due
codifica diferentes proteinas CLDN e um vetor que codifica
um marcador de fluorescéncia. 24 h apbds a transfecgdo, 2as
células foram coletadas usando solugao de ‘tripsina/EDTA
0,05% e lavadas com tampao FACS (PBS contendo FCS a 2% €
azida de sbdédio a 0,1%). As células foram transferidas para
placas de microtitulacao com fundo em U & 2 x 10° células
por pogo € incubadas durante 60 min a 4°C com sobrenadantes
de hibridoma. Apds lavagem por trés vezes Ccom tampao FACS,
as células foram incubadas com um anticorpo secundario
especifico IgG 112a12b+3 anti-camundongo conjugado  comn
aloficocianina (APC) (Dianova, 115—135—164).
Posteriormente, as células {foram lavadas duas vezes € a
1iga¢do foi avaliada por citometria de fluxo utilizando um

D FACSArray (Figura 5). A expressao do marcador de
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fluorescéncia é representada graficamente no elxo
horizontal contra a ligacao do anticorpo no eixo vertical.
Um anticorpo IgG2b anti-CLDN6 de camundongo comercialmente
disponivel (R&D, MAB3656) serviu como um controle positivo
e o anticorpo obtenivel a partir de Sigma, sob © numero de
produto M8894, serviu como um controle de isotipo.

Os anticorpos nos sobrenadantes dos subclones de
hibridoma monoclonal F3-6C3-HZ, F3-6C3-H8, F3-6C3-H9, F3-
6C3-D8 e F3-6C3-G4, todos derivados do hibridoma F3-6C3,
foram especificos para CLDN6 e nao se ligaram a CLDN9,
CLDN3 e CLDN4. A figura OSA mostra exemplarmente OS
resultados para ©O subclone de hibridoma monoclonal F3-6C3-
H8. Os anticorpos no sobrenadante do subclone de hibridoma
monoclonal F3-6C3-H8 também se ligaram as células
transfectadas com & variante (I1143V)-SNP de CLDN6. Os
anticorpos no sobrenadante  do subclone de hibridomna
monoclonal F4-4F7-F2 se ligaram tanto a CLDN6 quanto CLDN9
(Figura 5A). Os anticorpos no sobrenadante do subclone de
hibridoma monoclonal F3-7B3-B4 se ligaram 4 CLDN6, CLDN3 e
CLDNO  (Figura 5B). Os anticorpos no sobrenadante do
subclone de hibridoma monoclonal F3-3F7-A5 se ligaram a
CLDN6, CLDN4 e CLDN9Q (Figura 5B) .

Exemplo 6: Geracdo e teste de anticorpos monoclonais

contra CLDNG6 .
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a. Geracdo dos vetores de expressio que codificam o
dominio extracelular 1 de CLDN6.

Uma sequéncia de PDNA otimizada por cbdon (SEQ ID NO:
12) que codifica © fragmento do dominio extracelular
putativo 1 (EC1l) de CLDN6 (SEQ ID NO: 7) como uma fusdo com
um peptideo sinal derivado lider 1g capa N-terminal seguido
por 4 aminoacidos adicionais, para assegurar um correto
sitio de clivagem de peptidase sinal (SEQ ID NO: 13) foi
preparada e clonada no vetor pcDNAB.l/myc—His, produzindo o
vetor p3973. Antes da imunizag¢ao, a expressédo do fragmento
ECc1 foi confirmada por microscopia de imunofluorescéncia em
células CHO-K1 fixadas emn paraformaldeido (PFA) e
transitoriamente transfectadas, usando um anticorpo anti-
myc comercialmente disponivel (Cell Signaling, MAB 2276) .

b. Imunizagdo.

camundongos Balb/c foram imunizados com 25 pg de DNA

de plasmideo p3973 em conjunto com 4 pl de PEI-manose (PEI-
Man; JjetPEI™-Man in vivo de PolyPlus Transfection) (PEI-Man
em H-O 150 mM com glicose a 5%) por injecao intraperitoneal
nos dias 0 e 14. Nos dias 28 e 44, os camundongos foram
imunizados subcultaneamente com peptideos KLH-conjugados SEQ
D NO: 14 e SEQ ID NO: 15 (100 upg de cada em PBS, JPT

pPeplide Technologies GrabH, NAlemanha), juntamente com PTO-
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CpG-ODN purificado por HPLC (25 ung em PBS; 57 -
TCCATGACGTTCCTGACGTT; Furofins MWG Operon, Alemanha) - Nos
dias 64, 77 e 97, ©S camundongos foram imunizados Ppor
injegao intraperitoneal com 2 ¥ 10’ células de mieloma
5 P3X63AgBU. 1, transfectadas com vetor p3953 para expressar
estavelmente CLDN6. Antes da administraqéo, as células
foram tratadas com mitomicina-C (2,5 ng/ml, Sigma—Aldrich,
M4287) . NoS dias 64 € 97, as células foram administradas

juntamente com PTO-CpG-ODN purificado por HPLC (50 npg em

10 PRS), noO dia 17, juntamente com adjuvante de Freund
incompleto.
bPara a geragao de anticorpos monoclonais, oS

camundongos com respostas imunes detectavels anti-CLDNG
foram reforgados quatro dias antes da esplenectomia com
15 injecao intraperitoneal de 2 % 10" células HEK293
estavelmente rransfectadas com vetor p3953.
c. Teste de anticorpos monoclonais contra CLDN6 .
para testar & ligag¢ao dos anticorpos monoclonais a
20  ClDNG e seus nombd1ogos, as células HEK293T foram
transitoriamente transfectadas com o plasmideo codificador

de claudina correspondcnte e a expressao foi analisada por

citomctria de fluxo. A fim de diferenciar entrc células
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transfectadas e nao transfectadas, as células HEK293T foram
cotransfectadas com ul narcador de fluorescéncia como
umrelator. 24 h apds a transfeccgao, as células foram
coletadas com tripsina/EDTA 0,05%, lavadas com tampao FACS
(PBS contendo FCS5 a 2% e azida de sébdio a 0,1%) e
ressuspensas e tampdo FACS a uma concentracado de 2 X 10°
células/ml. 100 pl da suspensao de células foram incubados
com © anticorpo apropriado nas concentragdes indicadas
durante 30 min a 4°C. Um anticorpo de reatividade cruzada
foi utilizado para detectar a expressao de CLDN6 e CLDNO.
Os anticorpos anti-claudina de camundongo disponiveis
comercialmente anti-CLDN3 (R&D, MAB4620) e anti-CLDN4 (R&D
MAB4219) serviram CONO controles positivos, enguanto dque
IgG2a (Sigma, M9144) e IgG2b (Sigma, M8894) de camundongo,
respectivamente, serviram COMO controle de isotipo. As
células foram lavadas trés vezes com tampao FACS e
incubadas com um anticorpo secundario especifico IgG
1+2a+2b+3a anti-camundongo conjugado com APC (Dianova, 115-
135-164) durante 30 min a 4°C. As células foram lavadas
duas vezes € ressuspensas €l tampdo FACS. A ligagao foi
analisada por citometria de [luxo utilizando BD FACSArray.
A expressao do marcador de fluorescéncia foil representada
graficamente NO cixo horizontal —contra a ligagao do

apnticorpo no cixo vertical.
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CDC

A citotoxicidade dependente do complemento (CDC) foi
determinada por medigado do teor de ATP intracelular em
células ndo lisadas apds a adicdo de complemento humano as
células alvo incubadas com anticorpos anti-CLDN6. Como um
método analitico muilto sensivel, a reagao luminescente da
juciferase foi utilizada para medir ATP.

células CHO-K1 estavelmente transfectadas com CLDN6
(CHO-K1-CLDN6) foram coletadas com tripsina/EDTA 0,05%,
lavadas duas vezes CONM meio X-Vivo 15 (Lonza, BE04-418Q) e
suspensas a uma concentracdo de 1 X 107 células/ml em meio
¥-vVivo 15. 250 pl da suspensao celular foram transferidos
para uma cubeta de eletroporagao de 0,4 cm e misturados com
7 pg de RNA transcrito in vitro codificando a luciferase
(RNA IVT de luciferase). Bs células foram eletroporadas a
200 V e 300 pF utilizando Gene pulser Xcell (Bio Rad). ApOs
a eletroporagao, as células foram suspensas €m 2,4 ml de D-
MEM/F12 pré-aquecido (1:1) com meio Glutamax-I (Invitrogen,
31331-093) contendo I'cs a 10% (v/v),
penicilina/estreptomicina 1% (v/v) e G418 1,5 mg/ml. 50 pl
da suspensao celular por poco foram semeados em uma placa
PP de 96 pogos brancos € incubada a 37°C e CO» a 7,5%. 24 h

apos a elctroporacao, 50 pl de anticorpos monoclonais anti-
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CLDN6 de murino em RPMI a 60% (contendo HEPES 20 mM) e sSoro
humano a 40% (pool de soro obtido a partir de seils doadores
saudaveis) foram adicionados as células nas concentragdes
indicadas. 10 pl de Triton %¥-100 8% (v/v) em PBS por pogo
foram adicionados aos controles de lise total, enguanto que
10 pnl de PBS por pogo foram adicionados aos controles com
maximo de células viaveis e 3s amostras efetivas. Apds uma
incubacdo de 80 min a 37°C e CO, 7,5%, 50 pl de mistura de
luciferina (3,84 mg/ml de D-luciferina, 0,64 U/ml de ATPase
e HEPES 160 mM em ddHz0) foram adicionados por pogo. A
placa foi incubada no escuro durante 45 min em temperatura
ampiente. A luminescéncia foi medida utilizando um
luminémetro (Infinite M200, TECAN). Os resultados sao
apresentados  Ccomo unidades relativas de luz digital
integrada (RLU) .

As células NEC8 foranm eletroporadas em 200 V e 400 pF
e cultivadas em RPMI 1640 com meio Glutamax-I (Invitrogen,
61870) contendo FCS a 10% (v/v) .

A lise especifica é& calculada como:

stra - lise total
liseespcciﬁca[%]:l()o-\: (amostra - lisc total) xlOO]

(células vidveis max - lise total)
células viaveis méx: PBS 10 plL, senm anticorpo

Lise total: 10 pl de Triton ¥-100 8% (v/v) em PBS,
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sem anticorpo
Tratamento Inicial
para os tratamentos de anticorpos iniciais, 2 X 107

células NECB em 200 pl de PBS foram inoculadas por via

nu gt imicos.

subcutanea no flanco de camundongos Nude-Foxnl
Cada grupo experimental consistiu de dez canundongos fémeas

de 6 a 8 semanas de idade. Trés dias apds a inoculacdo, 200
ng de anticorpos monoclonais de murino purificados muMAB
59A, 60A, 61D, 64A, 65A, 66B e 67A foram aplicados durante
46 dias por alternacdo de injegdes intravenosas e
intraperitoneais duas  vezes por semana. Os grupos
experimentals tratados com PBS serviram COmMO controles
negativos. 0 volume tumoral (V. = (comprimento x
larguraz)/Z) foi monitorado bissemanalmente. TV é expresso
em mm’, permitindo a construcdo de curvas de crescimento
tumorais ao 1longo do tempo. Quando © tumor atingiu um
volume maior do que 1500 mm’, oS camundongos foram mortos.

d. Resultados.

Anticorpos monoclonais de murinos muMAB 59a, 60A, ©1D,
6410, 6DOA, 66B e 67A mostraram forte ligacdo a CLDN6 humana
e a variante 1143V SNP (polimorfismo de nucleotideo anico)
de CLDN6, enquanto nenhuma ligagao 5 CLDN3, 4 e 9 foi

observada (Figura 6) .
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MuMAB 59A, 60A, 61D, 64A, 650, 66B e ©O7A exibiram
valores de EC50 muito paixos (200 a 500 ng/ml de EC50) e a
saturacgdo de ligacdo fol alcancada em baixas concentracdes
(Figura 7).

MuMAB 59A, ©60A, 61D, 64A, G65A, 66B e 67A exibiram
atividade CDC dependente da dose e induziram CDC em baixas
concentracdes (Figura 8). Os anticorpos anti-CLDN6 muMAB
65A e 66B induziram CDC em células NEC8 de uma forma dose-
dependente (Figura 9). A especificidade alvo dos muMAB 65A
e 66B foi provada usando células NECS LVTS2 54 (diminuigao
de CLDNOG) .

nlém disso, muMAB 59n, 60A, 61D, 64D, 65A, 66B e 67A
apresentaram inibicdo do crescimento tumoral em camundongos
enxertados com células NEC8 (Figura 10).

Exemplo 7: Geracdo e teste de anticorpos monoclonais
quiméricos contra CLDN6.

a. Geragdo de anticorpos monoclonais quiméricos de
camundongo/humano.

Para a quimerizacéo, a regiado variavel de cadeia leve
e cadeia pecsada de nmurino, incluindo as sequéncias lider,
foram amplificadas por pCR utilizando iniciadores listados
na tabela abaixo. AS cadeias pesadas de murino foram
fundidas ao sitio de restricdo Apal (57 -GGGCCC-3") pela

parte N-terminal da cadeia Fecgammal —humana,  que foi
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codificada pelo vetor de expressdo. Os dominios variaveis
da cadeia capa de murino, incluindo sequéncias lider, foram
clonados em frente da regiao constante usando um sitio de
restricdo BsiWL. A orientacgdo correta da regido constante
no vetor, isto &, adequada para o promotor precedente do
vetor, fol verificada por sequenciamento. Devido a posigao
do sitio de restricdo Apal, qualquer amplificacgao de uma
regldo variavel incluindo sequéncia 1ider ©para esta
finalidade tem de inclulr oS primeiros 11 nucleotideos da
sequéncia da regiao constante gama-1 humana, além da
sequéncia do sitio Apal. A sequéncia de nucleotideos da
regiao constante da cadeia pesada gama-1 humana esta
listada como a SEOQ 1D NO: 24, a sequéncia de aminoacidos
da, assim expressa, regiao constante gama-1 humana esta
1istada como SEQ 1D NO: 25. A sequéncia de nucleotideos que
codifica a parte constante da cadeia capa leve esta listada
como a SKEQ ID NO: 26, a respectiva sequéncia de aminoécidos
esta listada como & SEQ ID NO: 27.

Tabela 1: I,inhagens celulares de Thibridoma de

camundongo utilizadas para clonagem de anticorpo

SEQ ID de

Isotipo
iniciador NOs:
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Correspondendo 3s suas contrapartes murinas, os

Cadeia leve

anticorpos monoclonais guiméricos foram nomeados
adicionando © prefixo wehim”, por exemplo, chimAB 64A.

A amplificacgao das regides variaveis de murino de
cadeias leves ¢€ pesadas, incluindo sequéncias lider, foi
realizada de acordo com O nétodo de VPCR acelerada”
descrito em Matz e col. (Nucleic Acids Research, 1999, vol.
27, No. 6). Para isso, o RNA total foi preparado a partir
de linhagens de célula de hibridoma monoclonais (ver Tabela
1) por métodos padréo conhecidos pelas pessoas versadas na
récnica, pPor exemplo, com O uso do Mini Kit RNeasy
(Diagen) . ¢DNA de fita unica foil preparado de acordo com ©
nétodo de “mudanca de molde”, também descrito em Matz e
col. (Nucleic Acids Research, 1999, vol. 27, No. 6, 1558).
Além dc um oligdbmero (d1)30 (SEQ Ip NO: 28), ele incluiu um
oligdmero hibrido de DNA/RNA (SEQ ID NO: 29) servindo como

14

am  adaplador 5 para a mudanca de molde durante a
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polimerizagéo da fita de cDNA. Neste oligbmero adaptador,
os ultimos trés nucleotideos foram ribo- ao 1invés de
desoxirribonucleotideos. A subsequente “PCR acelerada” usou
um oligdmero antisense voltado para 4 regido constante da
cadeia capa de camundongo ou para 4a regldo constante da
subclasse 2a da cadeila gama (S8Q ID NO: 30 e 31,
respectivamente). A subclasse IgG do anticorpo monoclonal
de murino produzida pelas linhagens celulares de hibridoma
foi imunologicamente analisada antes com IsoStrip (Roche),
e o) oligbmero antisense apropriado foi escolhido
adequadamente (ver Tabela 1). Uma mistura de iniciador
serviu  Ccomo o 0ligdmero sense ha wpCcR acelerada”,
compreendendo OS dois oligdmeros 1istados nas SEQ ID NO: 32
e 33.

As regides variaveis de murino identificadas,
incluindo sequéncias 1ider, foram entao amplificadas por
PCR omitindo a regiao constante de camundongo 3’ € 5" UTR,
adicionando sitios de restricdo as extremidades que
permiliram a subclonagem nos vetores de expressao
preparados, carregando as regides constantes humanas. Além
disso, os o0ligbémeros sense forneceram uma sequéncia Kozak
de consenso (5’—GCCGCCACC—3’) e os oligdmeros antisense
para as regides variaveis da cadela pesada incluiram OS

primeiros 11 nucleotideos da regiao constante gama-1l
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humana, além do sitio de restricdo Apal (ver Tabela 1, SEQ
ID NOs: 17 a 23). As regiodes variaveis da cadeia leve capa,
incluindo as sequéncias lider, foram clonadas utilizando as
enzimas de restrigao HindIII e BsiWI, regides variaveils da
cadeia pesada gama demandaram enzimas de restricdo HindIIT
e Apal.

Além disso, as regides variaveis de murinos das
cadeias leve e pesada, incluindo as sequéncias lider, foram
amplificadas e novos anticorpos monoclonails quiméricos
contra CLDN6 foram gerados de acordo com o protocolo

descrito acima.

b. Producdo de anticorpos monoclonais anti-CLDN6
quiméricos.
Anticorpos monoclonais quiméricos foram

transitoriamente expressos e células HEK293T (ATCC CRL-
11268) transfectadas com DNA de plasmideo que codifica as
cadeias leve e pesada do anticorpo correspondente. 24 h
antes da transfecgédo, g x 107 células foram semeadas em
placas de cultura de 145 mm e cultivadas em 25 ml de meio
HEK293T (DMEM/F12 + GlutaMAX-1I, FCS 10%,
peniciLina/estreptomicina 1%). 20 ng de DNA de plasmideo
foram dissolvidos em 5 mbL de meio HEK293T sem suplementos

por placa dc cultura de células. Apés a adigdo de 75 pl de
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polietilenimina linear (PEI) (1 mg/ml) (Ppolyscience,
23966), a mistura (DNA: PEI) foi incubada 15 min em
temperatura ambiente. Depois disso, a mistura de
transfeccdo foi adicionada gota a gota as células. 24 h
apds a transfeccao, O meio-HEK293T foil substituido com meio
Pro293a (Lonza, BE12-7640Q) contendo 1% de
penicilina/estreptomicina. para a expressdo Otima, as
células transfectadas foram cultivadas a 37°C e CO, 7,5%
por mais 96 a 120 h adicionais. O sobrenadante foi coletado
e o anticorpo quimeérico foi purificado por FPLC usando
colunas de proteina A. A concentracdo do anticorpo foi
determinada e a qualidade foi testada por SDS—-PAGE.

c. Teste de anticorpos monoclonais quiméricos contra
CLDNG6 .

Citometria de fluxo

Para testar as especificidades € afinidades de
anticorpos monoclonais quiméricos especificos para CLDN6
que se ligam as células HEK293 estavelmente transfectadas
com CLDN3, 4, 6 ou 9, respectivamente, € as linhagens de
células tumorals que expressam CLDN6 endogenamente foram
feitas anallses por citometria de fluxo. Portanto, as
células foram coletadas con tripsina/EDTA 0,05%, lavadas
com Lampao FACS (PBS contendo FCS 2% e azida de sédio 0,1%)

e ressuspensas e tampao FACS a uma concentracdo de 2 X 10°
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células/ml. 100 ul da suspensao celular foram incubados com
o anticorpo apropriado nas concentragdes indicadas durante
60 min a 4°C. Um anticorpo quimérico de reatividade cruzada
(chimAB 5F2D2) foi utilizado para detectar a expressdo de
CLDN6 e CLDN9. Os anticorpos anti-claudina de camundongo
disponiveis comercialmente anti-CLDN3 (R&D, MAR4620) e
anti-CLDN4 (R&D, MAB4219) serviram como controles
positivos, enquanto IgGl-capa humana (Sigma, 15154) serviu
como controle negativo. As células foram lavadas trés vezes
com tampao FACS € incubadas durante 30 min a 4°C com Fc—
gama de IgG de capra anti-humano conjugada com APC
(Dianova, 109-136-170) ou um anticorpo secundario
especifico 1gG 1+2a+2b+3 anti-camundongo conjugado com APC
(Dianova, 115-135-164), respectivamente. As células foram
1avadas duas vezes € ressuspensas €m tampdo FACS. A ligacéo
foi analisada PpOT citometria de fluxo utilizando BD
FACSArray -

cbC

A citotoxicidade dependente do complemento (cpcy foi
determinada por nedicdo do teor de ATP intracelular em
células nao 1isadas apds & adicao de complemento humano as
células alvo incubadas com anticorpos anti-CLDN6. Como um
método anallitico muito sensivel, a rea¢ao de

bioluminescéncia da luciferase ¢é usada para medir ATP.
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Neste ensaio, as células tipo selvagem NEC8 (positivas
para CLDN6) e células NEC8 com CLDN6 reduzida (negativas
para CLDN6) foram utilizadas, onde ambas foram estavelmente
transduzidas com o constructo de expressdo da luciferase.
As células foram coletadas com 0,05% de tripsina/EDTA e
ajustadas até uma concentracdo de 2 X 10° células/ml em
RPMI com meio GlutaMax-I (Invitrogen, 61870-010) contendo
FCS a 10% (v/v). 1 x 104 células foram semeadas em uma
placa PP de 96 pogos brancos e incubadas durante 24 h a
37°C e CO, a 5%. Apds a incubagao, 50 pl de anticorpos
monoclonais anti-CLDN6 guiméricos em 60% de RPMI (contendo
HEPES 20 mM) e 40% de soro humano (pool de soro obtido a
partir de seils doadores saudaveis) foram adicionados as
células nas concentracgdes indicadas. 10 pul de Triton X-100
8% (v/v) em PBS pox pogo foram adicionados aos controles de
lise total, enquanto que 10 pl de PBS por pogo foram
adicionados aos controles de células viaveis maximas e as
amostras efetivas. Apdés uma incubacdo adicional de 80 min a
37°C e CO, a 5%, 50 ul de mistura de luciferina (3,84 mg/ml
de D-luciferina, 0,64 U/ml de ATPase e 160 mM de HIPES em
ddH,0) foram adicionados por pogoO. A placa foi incubada no
escuro en temperatura ambiente durante 45 min. A

bioluminescéncia foi medida utilizando um Juminémetro
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(Infinite M200, TECAN). Os resultados foram apresentados
como unidades relativas de luz digital integrada (RLU).
A lise especifica é calculada como:

(amostra — lise total)

lise especifica [%] = 100 - - - - -
(células viaveis max - lise total)

X 100}

células viaveis max: PBS 10 ul, sem anticorpo
Lise total: 10 pl de Triton X-100 8% (v/v) em PBS, sem

anticorpo

ADCC

A  citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) foi determinada por medicdo do teor de ATP
intracelular em células ndo lisadas apds a adigdo de PBMC
humano as células alvo incubadas com anticorpos anti-CLDNG6.
Como um método analitico muito sensivel, a reagdo
bioluminescente da luciferase é usada para medir ATP.

Neste ensaio, células tipo selvagem NEC-8 (positivas
para CLDN6) e células NEC-8 com diminuicdo de expressdao de
CLDN6 (negativas para CLDN6) foram utilizadas, em que ambas
foram estavelmente transduzidas com O constructo de
expressido da luciferase. AS células foram coletadas com
0,05% de tripsina/EDTM e ajustadas até uma concentracgdo de
9 % 10° células/ml em RPMI com mcio GlutaMax-1 (Invitrogen,

61870-010) contendo FC5 a 10% (v/v) e Hepes 20 mM. 1 x 10°
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células foram semeadas em umna placa PP de 96 pogos brancos
e incubadas durante 4 h a 37°C e COz a 5%.

PRMC foram isoladas de amostras de sangue de doadores
humanos por centrifugagao emn gradiente de densidade usando
Ficoll Hypague (GE Healthcare, 17144003) . As PMBC contendo
a interfase foram isoladas e as células foram lavadas duas
vezes com PBS/EDTA (2 mM). 1 X 10% PRMC foram semeadas em
50 ml de melo x-vivo 15 (Lonza, BE04-418Q) contendo 5% de
soro humano inativado pelo calor (Lonza, Us14-402E) e
incubadas durante 5> horas a 37°C e CO2 a 5%.

4 h apds a semeadura das células alvo (NEC-8) 25 pl de
anticorpos monoclonais anti-CLDN6 quiméricos em pBS foram
adicionados as células nas concentracdes indicadas. As PBMC
ndo aderentes, dJue S€ separaram emn 2h de incubacgao dos

mondcitos aderentes, foram coletadas € ajustadas a 8 x 10°
células/ml de meio X-vivo 15. 25 unl desta suspenséo de
células foram adicionados as células alvo e aos anticorpos
monoclonais anti-CLDN6 quiméricos. As placas foram
incubadas durante 24 horas a 37°C e CO, a 5%.

Apds 24 h de incubacgdo, 10 ul de Triton X-100 8% (v/v)
cm PBS por pOEGO foram adicionados aos controles de lise
Lotal, cnguanto que 10 pl de PBS por pogo foram adicionados

aos controles de células viadvelis maximas € as amostras
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efetivas. 50 ul de mistura de luciferina (3,84 mg/ml de D-
luciferina, 0,64 U/ml de ATPase e HEPES 160 mM em ddH0)
foram adicionados por pogo. A placa foi incubada no escuro
em temperatura ambiente durante 30 min. A bioluminescéncia
foi medida utilizando um lumindmetro (Infinite M200,
TECAN) . Os resultados sdo apresentados como unidades
relativas de luz digital integrada (RLU).

A lise especifica é calculada como:

tra - lise total
lise especifica [%] = 100 - [ (amostra - lise total) % 100}

(células viaveis max - lise total)

Ccélulas viaveis max: PBS 10 ul, sem anticorpo

Lise total: 10 pl de Triton X-100 8% (v/v) em PBS, sem
anticorpo.

d. Resultados.

Anticorpos monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB
61D, 64A, 67A e 89A mostraram forte ligacdo a CLDN6 humana,
enquanto nenhuma ligacdo a CLDN3, 4 e 9 foi observada
(Figura 11).

No que diz respeito a ligagao a CLDN6 humana
eslavelmente expressa na superficie de ceélulas HEK293, os
anlicorpos monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB 64A e
8OA apresentam valores de FC50 muito baixos (450 a 600

ng/ml de 1C50) c a saturacdo da ligagao foi alcancada em
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paixas concentracoes. ChimAB 67A e 61D apresentaram valores
de EC50 baixo (EC50 de 1000 ng/ml) e médio (EC50 de 2300
ng/ml), respectivamente (figura 12).

No que diz respeito a ligagdo de CLDN6 endogenamente
expressa em células NEC8, anticorpos monoclonais quiméricos
anti-CLDN6 chimAB 64N e B89A exibiram valores de EC50 muito
paixos (EC50 de 600 a 650 ng/ml) e a saturacao de ligacao
foi alcangada em concentracdes baixas, enquanto que chimAB
61D e 67A apresentaram valores de EC50 médio (EC50 de 1700
ng/ml) e clevado (EC50 de 6100 ng/ml), respectivamente
(Figura 13).

No que diz respeito a ligagédo de CLDN6 endogenamente
expressa em células 0OV90, anticorpos monoclonais gquiméricos
anti-CLDN6 chimAB 64D e B89A exibiram valores de EC50 multo
paixos (ECS50 de 550 a 600 ng/ml) e a saturacdo da ligagao
foi alcangada em paixas concentracoes. ChimAB 61D e ©67A
apresentaramn valores de EC50 médios (EC50 de 1500 ng/ml e
EC50 de 2300 ng/ml, respectivamente) (Figura 14).

Anticorpos monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB
61D, 647, 67A € 89A apresentaram atividade CDC de maneira
dose dependente €m células NEC-8 (Figura 15) .

Anticorpos monoclonais quiméricos anti-CLDN6 chimAB
61D, 64A, ©/A e 89A exibiram atividade ADCC dose dependente

em células NEC-8 e induziram ADCC mesmo em baixas
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concentracdes de anticorpo (Figura 16).
Estes resultados mostram claramente a especificidade
destes anticorpos monoclonais quiméricos para CLDNG6.
Exemplo 8: Tratamento usando anticorpos monoclonais
contra CLDN6.

Tratamento Inicial

Para os tratamentos iniciais com anticorpos, 2 x 10’
células NEC8 em 200 unl de meio RPMI (Gibco) foram
inoculadas subcutaneamente no flanco de camundongos Nude-
Foxnl"™ atimicos. Cada grupo experimental consistiu de dez
camundongos fémeas de 6 a 8 semanas de idade. Trés dias
apés a inoculacdo de células tumorais, 200 ng de anticorpo
monoclonal de murino purificado muMAB 89A foi aplicado
durante sete semanas por alternacéo de injegdes
intravenosas e intraperitoneais duas vezes por semana. O
grupo experimental tratado com PBS serviu como controle
negativo. O volume tumoral (TV = (comprimento X
larguraz)/2) fol monitorado bissemanalmente. TV é expresso
em mm’, permitindo a construcdo de curvas de crescimento
tumoral ao longo do tempo. Quando os tumores atingiram um
volume maior do que 1500 mm’, os camundongos foram
sacrificados.

Traltamentos avancados
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Para 0s tratamentos com anticorpos de tumores
xenoenxertados avancados, 2 x 10’ células NEC8 em 200 nl de
meio RPMI  (Gibco) foram inoculadas subcutaneamente no
flanco de camundongos Nude-Foxnl"™ atimicos fémeas com 6 a
8 semanas de idade. O volume tumoral (TV = (comprimento x
larguraz)/2) foi monitorado bissemanalmente. TV & expresso
em mm®, permitindo a construcdo de curvas de crescimento
tumoral ao 1longo do tempo. De 15 a 17 dias apds a
inoculacédo de células tumorais, os camundongos foram
divididos em grupos de tratamento de oito animais por grupo
com tamanhos de tumor homogéneos acima de 80 mm®. 200 pg de
anticorpos monoclonais de murino purificados muMAB 61D,
04A, 67A e 89A foram aplicados durante cinco semanas por
alternancia de injegdes intravenosa e intraperitoneal duas
vezes por semana. 0s grupos experimentais tratados com PBS
e um anticorpo inespecifico serviram como controles
negativos. Quando os tumores atingiram um volume maior do
que 1500 mm®, os camundongos foram sacrificados.

Em um modelo de =xenoenxerto de tratamento inicial
usando camundongos enxertados com a linhagem de célula
tumoral NECS, 0s camundongos tratados com anticorpos
monoclonais murinos muMAB 61D, 64A e 67A n3do mostraram

qualquer crescimento tumoral mesmo apds a interrupcdo da



10

15

20

222

imunoterapia (Figura 17).

Em um modelo de xenoenxerto de tratamento inicial
usando camundongos enxertados com a linhagem de célula
tumoral NEC8, muMAB 89A apresentou inibicdo do crescimento
tumoral e nenhum tumor fol detectdvel nos camundongos
tratados com muMAB89A no final do estudo (Figura 18).

Em um modelo de =xenoenxerto de tratamento avangado
usando camundongos enxertados com a linhagem de célula
tumoral NECS, muMAB 64A apresentou uma inibig¢do do
crescimento tumoral (Figura 19).

Fm um modelo de =xenoenxerto de tratamento avancado
usando camundongos enxertados com a linhagem de célula
tumoral NECS, os camundongos tratados com muMAB 64A
apresentaram sobrevida prolongada (Figura 20).

Em um modelo de xenoenxerto de tratamento avancgado
usando camundongos enxertados com a linhagem de célula
tumoral NEC8, a inibicdo do crescimento tumoral foi
alcancada com os anticorpos monoclonais murinos anti-CLDN6
muMAB 61D, 67A e 89A (Figura 21).

Fm um modelo de xenocenxerto de tratamento avangado
usando camundongos enxertados com a linhagem de células
tumorais NEC8, os camundongos tratados com o anticorpo
CILDN6 cspecifico muMAB 61D ou 67A mostraram sobrevida

prolongada (figura 22).
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Em um modelo de =xenoenxerto de tratamento avancado
utilizando camundongos enxertados com células NECS tipo
selvagem e celulas NEC8 com reducdo de expressdo estavel de
CLDN6, muMAB 64A e 89A apenas mostraram um efeito
terapéutico em camundongos enxertados com NECS8 tipo
selvagem, mas n&o em camundongos enxertados com células
NEC8 com redugdo de expressdo de CLDN6, demonstrando
especificidade a CLDN6 do anticorpo in vivo (Figura 23).

Exemplo 9: Mapeamento de epitopo de alta resolugédo dos
anticorpos monoclonais contra CLDN6.

Os anticorpos monoclonais especificos para CLDN6
apresentam apenas liga¢do muito fraca (se houver) aos
peptideos lineares em estudos de mapeamento de epitopo por
ELISA, o que implica que os seus epitopos sao
conformacionais. Para analisar a interacdoc entre os
anticorpos aqui descritos e CLDN6 na sua conformacdo
nativa, mutagénese sitio direcionada em cultura de células
de mamiferos foi usada como uma técnica de mapeamento de
epitopo. A mutagénese de varredura de alanina dos
aminoacidos 27 a 81 e 137 a 161 dentro do primeiro e
segundo dominio extracelular, respectivamente, foi
realizada. ApOs a expressdo transitdéria em células HEK293T,
mutantes de CLDN6 foram avaliados pelas suas capacidades de

estarem ligados por anticorpos monoclonais especificos. A
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um mutante de CLDN6 Sugere que o aminodcido modificado é un
importante residuo de contato e/ou conformacional. a

ligagdo foi analisada por Citometria de fluxo. Ppara

transfectadas, as células foram Cotransfectadas com um
marcador de fluorescéncia.

Os residuos de aminoacidos de  CLDN6 que sdo
importantes para a interacdo conm anticorpos quiméricos
especificos para CLDNG foram sistematicamente identificados
pPor varredura de alanina. Mutagdes de alanina e glicina
foram geradas por mutagénese sitio direcionada (GENEART AG,

Alemanha). Para testar a ligacdo de anticorpos monoclonais

HEK293T foram transitoriamente transfectadas com o)
Correspondente plasmideo codificador de claudina e 3
€xpressdo foi analisada por citometria de fluxo. A fim ge

diferenciar entre células transfectadas e nao

Q.

transfeccso, as células foram coletadas com 0,05% de
tripsina/EDTA, lavadas com tampdo FACS (PBS contendo FCS a
2% e avida de soédio a 0,1%) e r'essuspensas em tampdo FACS a

uma concenlracdo de 2 x 10° células/ml. 100 Kl da suspensao
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celular foram incubados com 10 ung/ml de anticorpo durante
45 min a 4°C. O camundongo comercialmente disponivel anti-
CLDN6 (R&D, MAB3656) foi utilizado como um controle para
detectar a expressdo de superficie celular de mutantes
CLDN6. As células foram lavadas trés vezes com tampdo FACS
e incubadas com Fc-gama de IgG de cabra anti-humana
conjugada com APC (Dianova, 109-136-170) ou um anticorpo
secundario especifico IgG 1+2a+2b+3a anti-camundongo
conjugado com APC (Dianova, 115-135-164) durante 30 min a
4°C. As células foram lavadas duas vezes e ressuspensas em
tampdo FACS. A ligacao na populacgao de células
transfectadas fol analisada por <citometria de fluxo
utilizando wum BD FACSArray. Portanto, a expressdo do
marcador de fluorescéncia fol representada graficamente no
eixo horizontal contra a ligacdo do anticorpo no eixo
vertical. A intensidade de sinal média de um anticorpo
monoclonal quimérico especifico para CLDN6 ligado a CLDN6
mutante fol expressa como a porcentagem de ligac¢do tipo
selvagem. Os aminoacidos que sdo essenciais para a ligacédo
ndo apresentaram ligagédo depols de serem modificados,
enquanto que os amninoacidos que suportam a ligagdo apenas
apresentaram ligag¢do reduzida em comparagdao com o tipo
selvagemn.

Mapeamento de epitopos de alta resolucdo demonstrou
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que 0OSs amino 4cidos F35, G37, S39 e, possivelmente, T33 do
primeiro dominio extracelular de CLDN6 sido importantes para
a interacgdo com OS anticorpos guiméricos especificos para
CLDN6 chimAB 61D, 064A, 670 e 89A. O residuo I40 & essencial
para a ligacao de chimAB 89A e contribui para a ligacgao de
chimAB 61D e 67A. Além disso, L151 do segundo dominio
extracelular de CLDNG6 é importante para a interacdo com

chimAB 67A (Figura 24).
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo que ¢é capaz de se ligar a CLDN6
caracterizado pelo fato de ser selecionado do grupo
consistindo de (i) um anticorpo produzido por ou obtenivel
a partir de um clone depositado sob o numero de acesso DSM
ACC3067 (GT512muMAB 59A), DSM ACC3068 (GT512muMABR 60A), DSM
ACC3069 (GT512muMAB 61D), DSM ACC3070 (GT512muMABR 64A), DSM
ACC3071 (GT512muMAB 65A), DSM ACC3072 (GT512muMABR 66B), DSM
ACC3073 (GT512muMAB 67A), DSM ACC3089 (GT512muMAB 55A) ou
DSM ACC3090 (GT512muMAB 89A), (ii) um anticorpo gque é uma
forma quimerizada ou humanizada do anticorpo em (i), (iii)
um anticorpo gque compreende a porcdo de ligacdo ao antigeno
ou sitio de ligacdo a antigeno do anticorpo em (i) due
compreende um conjunto de HCDRs e LCDRs selecionado do
grupo dque consiste em:

(a) um HCDR1 de sequéncia de aminodcido GYSFTGYT
identificado dentro da SEQ ID NO: 34,

um HCDR2 de sequéncia de aminodcido INPYNGGT
identificado dentro da SEQ ID NO: 34,

um HCDR3 de sequéncia de aminoadcido ARDYGYVLDY
identificado dentro da SEQ ID NO: 34,

um LCDR1 de sequéncia de aminoacido SSVSY identificado
dentro da SEQ ID NO: 35,

um LCDR2 de sequéncia de aminoacido STS identificado
dentro da SEQ ID NO: 35, e

um LCDR3 de sequéncia de aminocdcido QQRSIYPPWT
identificado dentro da SEQ ID NO: 35;

(b) um HCDR1 de sequéncia de aminodcido GYSFTGYT

identificado dentro da SEQ ID NO: 36,
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um HCDR2 de sequéncia de aminodcido INPYNGGT
identificado dentro da SEQ ID NO: 36,

um HCDR3 de sequéncia de aminodcido ARDYGFVLDY
identificado dentro da SEQ ID NO: 36,

um LCDR1 de sequéncia de aminoacido SSVSY identificado
dentro da SEQ ID NO: 37,

um LCDR2 de sequéncia de aminoacido STS identificado
dentro da SEQ ID NO: 37, e

um LCDR3 de sequéncia de aminocdcido QQRSNYPPWT
identificado dentro da SEQ ID NO: 37;

(¢) um HCDR1 de sequéncia de aminodcido GYSFTGYT
identificado dentro da SEQ ID NO: 38,

um HCDR2 de sequéncia de aminodcido INPYNGGI
identificado dentro da SEQ ID NO: 38,

um HCDR3 de sequéncia de aminodcido ARDFGYVLDY
identificado dentro da SEQ ID NO: 38,

um LCDR1 de sequéncia de aminoacido SSVSY identificado
dentro da SEQ ID NO: 39,

um LCDR2 de sequéncia de aminoacido STS identificado
dentro da SEQ ID NO: 39, e

um LCDR3 de sequéncia de aminocdcido QQRSTYPPWT
identificado dentro da SEQ ID NO: 39; e

(d) um HCDR1 de sequéncia de aminodcido GYSFTGYT
identificado dentro da SEQ ID NO: 40,

um  HCDR2 de sequéncia de aminoacido INPYNGGS
identificado dentro da SEQ ID NO: 40,

um HCDR3 de sequéncia de aminodcido ARDYGYVFEDY

identificado dentro da SEQ ID NO: 40,
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um LCDR1 de sequéncia de aminoacido SSVNY identificado
dentro da SEQ ID NO: 41,

um LCDR2 de sequéncia de aminoacido STS identificado
dentro da SEQ ID NO: 41, e

um LCDR3 de sequéncia de aminocdcido  QQRNNYPPWT
identificado dentro da SEQ ID NO: 41.

2. Anticorpo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de ndo ser substancialmente capaz
de se ligar a CLDN9 associada com a superficie de uma
célula que expressa CLDN9.

3. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 2, caracterizado pelo fato de ndo ser
substancialmente capaz de se ligar a CLDN4 associada com a
superficie de uma célula que expressa CLDN4 e/ou gue ndo é
substancialmente capaz de se ligar a CLDN3 associada com a
superficie de uma célula gue expressa CLDN3.

4. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de ser
especifico para CLDNG6.

5. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de ser capaz
de se ligar a um epitopo localizado dentro de uma porcédo
extracelular de CLDN6, em gque a dita porcido extracelular de
CLDN®6 compreende, preferencialmente, a sequéncia de
aminocacidos de SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 7.

6. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que CLDNG6
tem a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 2 ou a

sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 8.
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7. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de ter uma ou
mais das seguintes atividades:

(i) morte de uma célula expressando CLDNG,

(ii) inibicdo da proliferacdo de uma célula dgue
expressa CLDN6,

(1ii) 41inibicdo da formacdo de coldnias de uma
célula que expressa CLDNG,

(iwv) mediacédo da remisséo de tumores
estabelecidos,

(v) prevencao da formacdo ou reformacdo de
tumores, e

(vi) inibicdo da metédstase de uma célula due
expressa CLDN6, e/ou que de exibe uma ou mais funcdes
efetoras imunes contra uma célula gque carrega CLDN6 na sua
conformacdo natural, em gque a uma ou mais funcdes efetoras
imunes sao, preferencialmente, selecionadas do grupo
consistindo de citotoxicidade dependente do complemento
(CDC), citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo (ADCC), inducdo de apoptose e 1inibicdo da
proliferacédo, de preferéncia as funcdes efetoras sdo ADCC
e/ou CDC.

8. Anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de ser um
anticorpo monoclonal, guimérico, humano ou humanizado, ou
um fragmento de um anticorpo.

9. Hibridoma, caracterizado pelo fato de ser
depositado sob o N° de acesso DSM ACC3067 (GT512muMAB 59A),

(GT512muMAB 59A), DSM ACC3068 (GT51Z2muMAB 60A), DSM ACC3069
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(GT512muMAB 61D), DSM ACC3070 (GT512muMAB 64A), DSM ACC3071
(GT512muMAB 65A), DSM ACC3072 (GT512muMAB 66B), DSM ACC3073
(GT512muMAB 67A), DSM ACC3089 (GT512muMAB 55A) ou DSM
ACC3090 (GT512muMAB 89A).

10. Conjugado, caracterizado pelo fato de compreender
um anticorpo conforme definido em qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 8 acoplado a um agente terapéutico, em
que o agente terapéutico &, preferencialmente, uma toxina,
um radioisdétopo, um farmaco ou um agente citotdxico.

11. Composicédo farmacéutica, caracterizada pelo fato
de compreender o anticorpo, conforme definido em qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 8 e/ou o conjugado conforme
definido na reivindicacéo 10, e um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.
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