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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"PEPTIDEO ANTI-P2X7".

Campo da invencao

[0001] A presente invencado refere-se a peptideos, epitopos e
producéo de anticorpos monoclonais a partir dos mesmos.

Antecedentes da Invencao

[0002] Referéncia a qualquer técnica anterior no relatério
descritivo ndo € e ndo devera ser tomada como uma aceitacdo ou
qualquer forma de sugestdo que essa técnica anterior forma parte do
conhecimento geral em comum na Australia ou qualquer outra
jurisdicdo e que poderia ser esperado, razoavelmente, que essa
técnica anterior seja atribuida, entendida e considerada como
relevante por aqueles versados na técnica.

[0003] Receptores purinérgicos (P2X) sdo canais cation-seletivos
ATP-ativados. Cada receptor € composto de trés subunidades de
proteina ou monémeros. Até 0 momento, sete genes distintos que
codificam mondémeros de P2X foram identificados: P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5, P2X6, P2X7.

[0004] Receptores P2X7 sao de interesse particular, uma vez que
a expressao desses receptores é entendida como estando limitada a
células tendo potencial de sofrer morte celular programada, tais como
timécitos, células dendriticas, linfécitos, macréfagos e mondcitos. H&
alguma expressao de receptores P2X7 em homeostase normal, tal
como sobre eritrocitos.

[0005] De modo interessante, um receptor P2X7 contendo um ou
mais mondmeros tendo uma isomerizacdo cis em Pro210 (de acordo
com SEQ ID No: 1 na figura 1) e o qual & desprovido de funcdo de
ligacdo a ATP foi encontrado sobre células que se considerava
incapazes de sofrer morte celular programada, tais como células pre-

neoplasicas e células neoplasicas. Essa isoforma do receptor foi
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referida como um receptor "néo funcional”.

[0006] Anticorpos gerados a partir de imunizacdo com um
peptideo incluindo Pro210 em cis se ligam a receptores P2X7 néo
funcionais. Contudo, eles ndo se ligam a receptores P2X7 capazes de
ligacdo a ATP. Consequentemente, esses anticorpos sdo Uteis para
deteccdo seletiva de muitas formas de carcinoma e canceres
hematopoiéticos e para o tratamento de algumas dessas condicdes.
[0007] Os documentos WO02/057306A1 e WOO03/020762A1
discutem uma sonda para distinguir entre receptores P2X7 funcionais
e receptores P2X7 né&o funcionais na forma de um anticorpo
monoclonal.

[0008] Antissoro monoclonal tem determinadas caracteristicas ndo
encontradas em polissoro as quais tornam o antissoro monoclonal um
reagente particularmente vantajoso para uso em pesquisa, diagnostico
e terapia. Chave dentre essas é que anticorpos monoclonais
geralmente tém uma afinidade por antigeno que é maior do que a
afinidade da maioria das especificidades encontradas em um
polissoro.

[0009] Até o momento, tem sido muito dificil obter um hibridoma
que gera quantidades Uteis de anticorpo monoclonal contra receptores
P2X7 nédo funcionais, conforme expresso em células vivas e, em
particular, anticorpos monoclonais que podem ser usados em uma
faixa de aplicacbes diagnosticas e terapéuticas. Além disso, 0s
inventores nao tém ciéncia de qualquer anticorpo monoclonal que
tenha sido gerado contra receptores P2X7 funcionais sobre células
vivas. Ha uma necessidade por tais reagentes, particularmente por
novos anticorpos capazes de discriminar entre receptores P2X7 de
ligacdo e nao ligacdo a ATP sobre células vivas.

[00010] Ainda, na medida em que os inventores tém conhecimento,

anticorpos anti-P2X7 em geral n&do discriminam entre monémeros de

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 8/74



3/61

P2X7 e o receptor P2X7 trimérico formado a partir desses mondmeros.
Anticorpos que se ligam ao receptor trimérico, mas ndo a mondémeros
de P2X7, seriam vantajosos para estagnar um cancer, dado que o
receptor trimérico € particularmente encontrado em tecido neoplasico
avancado.

Sumario da Invencéao

[00011] A invencdo refere-se a peptideos e epitopos para
estimulacdo de anticorpos que se ligam a receptores P2X7 nao
funcionais, mas néo a receptores P2X7 funcionais, sobre células vivas.
Os peptideos sdo também Uteis para estimulacéo de anticorpos que se
ligam a receptores P2X7 funcionais, mas n&o a receptores P2X7 néo
funcionais, sobre células vivas. A invencdo refere-se também a
anticorpos que se ligam a esses peptideos, a composi¢cdes contendo
esses peptideos, a métodos para uso dos peptideos para gerar
anticorpos e a métodos de diagndstico e tratamento de uma doenca
associada a expressao de receptor P2X7 nao funcional.

[00012] Em determinadas modalidades, €é proporcionado um
epitopo de um receptor P2X7, o epitopo sendo formado de uma
primeira regido na forma de uma regiao de um primeiro monémero de
um receptor P2X7; e uma segunda regidao na forma de um segundo
mondémero do receptor; em que as primeira e segunda regides sao
formadas no receptor por meio de cis isomerizacao de um residuo na
posicdo 210 de SEQ ID NO: 1 de um monémero do receptor; e em que
as primeira e segunda regides estao dispostas adjacentes uma a outra
no receptor, desse modo, permitindo ligacdo de um sitio de ligacdo a
antigeno de um anticorpo anti-P2X7 as primeira e segunda regides
que formam o epitopo.

[00013] Em outras modalidades, € proporcionado um receptor P2X7
tendo um epitopo conforme descrito acima. Tipicamente, um ou mais

dos mondmeros do receptor tém uma cis isomerizacdo de um residuo
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na posicao 210 de SEQ ID NO: 1 do mondémero.
[00014] Em outras modalidades, € proporcionado um anticorpo para
ligacdo a um epitopo de um receptor P2X7, o epitopo sendo formado
de uma primeira regido na forma de uma regido de um primeiro
mondmero de um receptor P2X7; e uma segunda regidao na forma de
uma regido de um segundo monbmero do receptor; em que as
primeira e segunda regifes sdao formadas no receptor por meio de cis
isomerizagdo de um residuo na posicdo 210 de SEQ ID NO: 1 de um
mondmero do receptor; e em que as primeira e segunda regides estéo
dispostas adjacentes uma a outra no receptor, desse modo, permitindo
ligacdo de um sitio de ligacdo a antigeno do anticorpo as primeira e
segunda regides que formam o epitopo.
[00015] Em uma modalidade, é proporcionado um complexo imune
na forma de um epitopo, conforme descrito acima, ligado a um
anticorpo.
[00016] Em outra modalidade, € proporcionado um peptideo
incluindo uma regido N terminal e uma regiao C terminal, as regides N
e C terminais sendo, cada uma, definidas por residuos N e C
terminais, em que:

- a regido N terminal inclui uma sequéncia de HNYTTRNIL
(SEQ ID NO: 2) ou fragmento da mesma de pelo menos 4 residuos;

- a regidao C terminal inclui um residuo C terminal que é
prolina, alanina ou glicina;

em que o residuo C terminal da regido N terminal é
covalentemente ligado a um residuo N terminal da regido C terminal,

em que o residuo C terminal da regido C terminal é
conectado a um outro peptideo através de um ligante tendo um
comprimento de cerca de 10 a 40 angstroms;

e em que o referido outro peptideo consiste em uma

sequéncia
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KTTNVSLYPGYNFRYAKYYKENNVEKRTLIKVFGIRFDILVFGTGGKF
D (SEQ ID NO: 6) ou fragmento da mesma de pelo menos 4 residuos.
[00017] Em ainda outra modalidade, é proporcionado um peptideo
definido pela férmula: (A)(Xn)(B), em que:

- (A) é uma sequéncia de aminoacidos de GHNYTTRNILP
(SEQ ID NO: 8) ou um fragmento da mesma de pelo menos 4
aminoacidos;

- (Xn) é um ligante de 10 a 40 angstroms de comprimento,
o referido ligante consistindo em um ou mais residuos de aminoacido;

- (B) é uma sequéncia de aminoacidos de AKYYKENNVEK
(SEQ ID NO: 9) ou um fragmento da mesma de pelo menos 4
aminoécidos.
[00018] Em outras modalidades, é proporcionado um peptideo
tendo a seguinte sequéncia: GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK
(SEQ ID NO: 10).
[00019] Em ainda outras modalidades, € proporcionado um
complexo imune na forma de um peptideo descrito acima ligado a um
anticorpo. Tipicamente, o anticorpo se liga a receptores P2X7 nao
funcionais, mas nao a receptores P2X7 funcionais.
[00020] Em ainda outras modalidades, € proporcionado um uso de
um peptideo descrito acima para producdo de um anticorpo para
ligacdo a receptores P2X7 nao funcionais.
[00021] Em ainda outras modalidades, é proporcionado um uso de
um anticorpo descrito acima para determinar se um individuo tem um
cancer.
[00022] Em ainda outras modalidades, um uso de um anticorpo
descrito acima para tratamento de um individuo tendo cancer.
[00023] Em ainda outras modalidades, € proporcionado um Kkit
incluindo um anticorpo conforme descrito acima e, opcionalmente:

- um peptideo conforme descrito acima,
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o kit incluindo instrugcdes por escrito para uso em
diagndstico ou tratamento de cancer.

Descricao Detalhada das Modalidades

[00024] Referéncia sera feita agora em detalhes a determinadas
modalidades da invencdo. Embora a invencdo seja descrita em
conjunto com as modalidades, sera entendido que a intencdo néo é
limitar a invencédo a essas modalidades. Pelo contrario, a invencao se
destina a abranger todas as alternativas, modificacbes e equivalentes
0S quais possam ser incluidos dentro do escopo da presente invencao,
conforme definido pelas reivindicagdes.

[00025] Aqueles versados na técnica reconhecerdo muitos métodos
e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos aqui, 0s quais
poderiam ser usados na pratica da presente invencdo. A presente
invencdo nédo esta, de forma alguma, limitada aos métodos e materiais
descritos.

[00026] Sera entendido que a invencdo descrita e definida no
presente relatério descritivo se estende a todas as combinagcbes
alternativas de duas ou mais das caracteristicas individuais
mencionadas ou evidentes a partir do texto ou desenhos. Todas essas
diferentes combinacdes constituem diversos aspectos alternativos da
invencao.

[00027] Conforme usado aqui, exceto onde o contexto requer de
outro modo, o termo "compreende" e variagbes do termo, tais como
"compreendendo”, "compreendem" e "compreendido(a)", n&o se
destinam a excluir outros aditivos, componentes, inteiros ou etapas.
[00028] Todas as patentes e publicacbes mencionadas aqui sao
incorporadas por referéncia em sua totalidade.

[00029] O antissoro anti-P2X7 contra receptores P2X7 né&o
funcionais expressos sobre células vivas disponiveis no momento da

invencao eram todos policlonais.
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[00030] Os inventores identificaram um epitopo que ¢é
exclusivamente expresso sobre receptores P2X7; de nédo ligacdo ao
ATP (de outro modo conhecidos como "receptores nao funcionais").
Descobriu-se que o epitopo e peptideos que o formam sé&o Uteis para
a geracao de anticorpos monoclonais que se ligam a receptores P2X7
nao funcionais expressos sobre células vivas.

[00031] A ligacdo a células vivas € importante porque acredita-se
gue a expressao do receptor P2X7 nao funcional em ou sobre células,
exemplos sendo células epiteliais, seja um biomarcador de muitos
canceres, tais como canceres epiteliais e outras condigdes.
Consequentemente, com anticorpos monoclonais que se ligam a
células vivas se torna possivel proporcionar produtos terapéuticos
sistémicos na forma do anticorpo em si ou um conjugado de anticorpo-
agente citotoxico para uma ampla faixa de doencas caracterizadas por
expressdo de receptores P2X7 nao funcionais. Também se torna
possivel proporcionar formacdo de imagem in vivo e diagndstico ou
monitoramento de doencas caracterizadas por expressdo de
receptores P2X7 néo funcionais.

[00032] Os inventores observaram, a partir de modelamento
molecular detalhado ainda descrito aqui, que o epitopo € encontrado
apenas sobre o receptor P2X7, isto é, o trimero formado a partir de
mondmeros de P2X7. Mais particularmente, o epitopo abrange
mondémeros de P2X7 adjacentes no receptor P2X7 trimérico.
Mondmeros de P2X7 individuais que ndo sao alinhados conforme em
um receptor trimérico ndo funcional, portanto, ndo contém o epitopo.
Isso permite, vantajosamente, que se estagna tumores. ISso € mais
dificil de fazer com anticorpos que se ligam ao receptor P2X7
monomeérico e trimérico.

[00033] Para fins de interpretacdo do presente relatorio descritivo,

as definicbes a seguir se aplicarao em geral e, sempre que apropriado,
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os termos usados no singular também incluem o plural e vice-versa.
No caso em que qualquer definicdo apresentar conflitos com qualquer
documento incorporado aqui por referéncia, a definicdo apresentada
abaixo prevalecera.

[00034] "Receptor purinérgico" refere-se, em geral, a um receptor
gue usa uma purina (tal como ATP) como um ligante.

[00035] “"Receptor P2X7" refere-se, em geral, a um receptor
purinérgico formado a partir de trés subunidades de proteina ou
mondémeros, com pelo menos um dos mondémeros tendo uma
sequéncia de aminoacido substancialmente conforme mostrado em
SEQ ID NO: 1. Até o ponto em que o receptor P2X7 € formado a partir
de trés monémeros, ele é um "trimero" ou "trimérico". "Receptor P2X7"
pode ser um receptor funcional ou nao funcional, conforme descrito
abaixo. "Receptor P2X7" abrange variantes que ocorrem naturalmente
de receptor P2X7, por exemplo, em que os monémeros de P2X7 séo
variantes com recombinacéao (“splicing”), variantes alélicas e isoformas
incluindo formas truncadas ou secretadas que ocorrem naturalmente
dos monémeros que formam o receptor P2X7 (por exemplo, uma
forma consistindo na sequéncia de dominio extracelular ou forma
truncada da mesma), formas variantes que ocorrem naturalmente (por
exemplo, formas com recombinacdo alternativa) e variantes alélicas
que ocorrem naturalmente. Em determinadas modalidades da
invencao, os polipeptideos monoméricos de P2X7 de sequéncia nativa
descritos aqui séo polipeptideos de sequéncia nativa madura ou de
comprimento total compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
comprimento total mostrada em SEQ ID NO: 1. Em determinadas
modalidades, o receptor P2X7 pode ter uma sequéncia de aminoéacido
gue € modificada, por exemplo, varios dos aminoacidos na sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 1 podem ser substituidos, deletados ou um

residuo pode ser inserido.

Peticao 870190140609, de 27/12/2019, pag. 14/74



9/61

[00036] "Receptor P2X7 funcional" refere-se, em geral, a uma forma
do receptor P2X7 tendo um sitio de ligagdo ou agrupamento para
ligacdo ao ATP. Quando ligado ao ATP, o receptor forma um poro -
estrutura semelhante que permite o ingresso de ions de calcio no
citosol, uma consequéncia do qual pode ser a morte celular
programada. Em homeostase normal, expressdo de receptores P2Xz
funcionais estd, em geral, limitada a células que sofrem morte celular
programada, tais como timdcitos, células dendriticas, linfécitos,
macrofagos e mondcitos. Pode também haver alguma expresséo de
receptores P2X7 funcionais sobre eritrocitos.

[00037] "Receptor P2X7 nao funcional" refere-se, em geral, a uma
forma de um receptor P2X7 na qual um ou mais dos mondmeros tem
uma cis isomerizacdo em Pro210 (de acordo com SEQ ID NO: 1). A
isomerizacdo pode surgir de qualquer evento molecular que leva a
duplicacéo erronea do mondmero incluindo, por exemplo, mutacao da
sequéncia monomérica primaria ou processamento pos-traducional
anormal. Uma consequéncia da isomerizacdo € que 0 receptor €
incapaz de ligacdo ao ATP. Nessas circunstancias, o receptor nao
pode formar um poro e isso limita a extenséo até a qual ions de célcio
podem entrar no citosol. Receptores P2X7 nao funcionais sao
expressos sobre uma ampla faixa de céanceres epiteliais e
hematopoiéticos.

[00038] "Anticorpos" ou "imunoglobulinas” ou "Igs" sdo proteinas
gama globulina que s&o encontradas no sangue ou outros fluidos
corporais de vertebrados que funcionam no sistema imune para se
ligar a antigeno, consequentemente, identificando e/ou neutralizando
objetos estranhos.

[00039] Anticorpos sdo, em  geral, uma  glicoproteina
heterotetramérica composta de duas cadeias leves (L) idénticas e

duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia L € ligada a uma
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cadeia H através de uma ligacdo de dissulfeto covalente. As duas
cadeias H sao ligadas uma a outra através de uma ou mais ligacdes
de dissulfeto, dependendo do isotipo da cadeia H. Cada cadeia H e L
também tem pontes de dissulfeto intracadeia regularmente espacadas.
[00040] Cadeias H e L definem dominios de Ig especificos. Mais
particularmente, cada cadeia H tem, no N terminal, um dominio
variavel (V1) seguido por trés dominios constantes (Cn) para cada uma
das cadeias a e y e quatro dominios Cy para os isotipos pu e . Cada
cadeia L tem, no N terminal, um dominio variavel (VL), seguido por um
dominio constante (CL) em sua outra extremidade. O VL é alinhado
com o VH e o CL é alinhado com o primeiro dominio constante da
cadeia pesada (CH1).

[00041] Anticorpos podem ser atribuidos a diferentes classes ou
isotipos. Existem cinco classes de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG
e IgM tendo cadeias pesadas designadas como o, 8, &€ € p,
respectivamente. As classes y e a sédo ainda divididas em subclasses
com base em diferencas relativamente minimas na sequéncia e funcao
do CH, por exemplo, seres humanos expressam as seguintes
subclasses: 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgAl e IgA2. A cadeia L de
qualquer espécie vertebrada pode ser atribuida a um de dois tipos
claramente distintos, denominados kappa e lambda, baseado nas
sequéncias de aminoacido de seus dominios constantes.

[00042] O dominio constante inclui a porcao Fc, a qual compreende
as porcoes carboxi terminais de ambas as cadeias H mantidas juntas
através de dissulfetos. As funcdes efetuadoras de anticorpos, tal como
ADCC, séo determinadas por sequéncias na regiao Fc, regido a qual €
também a parte reconhecida por receptores Fc (FCR) encontrados
sobre determinados tipos de células.

[00043] O emparelhamento de um V4 e Vi juntos forma uma "regiao

variavel" ou "dominio variavel" incluindo os dominios amino terminais

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 16/74



11/61

da cadeia pesada ou leve do anticorpo. O dominio variavel da cadeia
pesada pode ser referido como "VH". O dominio variavel da cadeia
leve pode ser referido como "VL". O dominio V contém um "sitio de
ligacdo a antigeno” o qual afeta a ligacdo a antigeno e define a
especificidade de um anticorpo particular por seu antigeno particular.
Regides V abrangem cerca de 110 residuos de aminoacido e
consistem em trechos relativamente invariaveis denominadas regides
de estrutura (“framework regions”) (FRs) (em geral cerca de 4) de 15-
30 aminoacidos separados por regides mais curtas de variabilidade
extrema denominadas "regifes hipervariaveis" (em geral cerca de 3)
que tém, cada uma, 9-12 aminoacidos de comprimento. As FRs
adotam grandemente uma configuracdo de [-folha e as regibes
hipervariaveis formam alcas que conectam e, em alguns casos,
formam parte da estrutura de p-folha.

[00044] "Regido hipervariavel" refere-se a regidées de um dominio
variavel de anticorpo as quais sdo hipervariaveis quando a sequéncia
e/ou formam alcas estruturalmente definidas. Em geral, anticorpos
compreendem seis regides hipervariaveis: trés no VH (H1, H2, H3) e
trés no VL (L1, L2, L3).

[00045] Residuos de estrutura ou "FR" sdo aqueles outros residuos
de dominio variavel que n&o os residuos de regido hipervariavel aqui
definidos.

[00046] Um anticorpo "intacto" ou "inteiro" € um o qual compreende
um sitio de ligagdo a antigeno, bem como um CL e pelo menos
dominios constantes de cadeia pesada, CH1l, CH2 e CH3. Os
dominios constantes podem ser dominios constantes de sequéncia
nativa (por exemplo, dominios constantes de sequéncia nativa
humana) ou uma variante de sequéncia de aminoacido da mesma.
[00047] “"Fragmentos de anticorpo inteiro incluindo um dominio

variavel" incluem fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 e Fv; diacorpos,
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anticorpos lineares, moléculas de anticorpo com uma Unica cadeia; e
anticorpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticorpo.

[00048] O “fragmento Fab" consiste em uma cadeia L inteira junto
com o dominio de regido variavel da cadeia H (VH) e o0 primeiro
dominio constante de uma cadeia pesada (Cnl). Cada fragmento Fab
€ monovalente com relacéo a ligacdo a antigeno, isto €, tem um Unico
sitio de ligacdo a antigeno.

[00049] Um "fragmento Fab™ difere de fragmentos Fab por ter
poucos residuos adicionais no carb6xi término do dominio CH1,
incluindo uma ou mais cisteinas da regido de dobradica do anticorpo.
Fab'-SH é a designacdo aqui para Fab' no qual o(s) residuo(s) de
cisteina dos dominios constantes traz(em) um grupo tiol livre.

[00050] Um "fragmento F(ab')2" corresponde, grosseiramente, a
dois fragmentos Fab dissulfeto-ligados tendo atividade de ligacéo a
antigeno divalente e ainda é capaz de ligacdo cruzada com o
antigeno.

[00051] Um "Fv" é o fragmento de anticorpo minimo o qual contém
um sitio de ligacdo e reconhecimento de antigeno completo. Esse
fragmento consiste em um dimero de um dominio de regido variavel
de cadeia pesada e um de leve em associacdo nao covalente
hermética.

[00052] Em espécies Fv com uma Unica cadeia (scFv), um dominio
variavel de cadeia pesada e um de cadeia leve podem ser
covalentemente ligados por um ligante peptidico flexivel, de modo que
as cadeias leve e pesada podem se associar em uma estrutura
"dimérica" analoga aquela em uma espécie Fv com duas cadeias. A
partir de duplicacdo desses dois dominios emanam seis alcas
hipervariaveis (3 alcas de cada uma das cadeias H e L) que

contribuem com residuos de aminoacido para ligacdo a antigeno e
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conferem especificidade de ligacdo a antigeno ao anticorpo.

[00053] "Fv de cadeia simples”, também abreviado como "sFv" ou
"scFv" sdo fragmentos de anticorpo que compreendem os dominios Vy
e VL de anticorpo conectados para formar uma cadeia polipeptidica
Unica. De preferéncia, o polipeptideo de scFv ainda compreende um
ligante polipeptidico entre os dominios VH e VL, o qual permite que o
scFv forme a estrutura desejada para ligacédo a antigeno.

[00054] Um "dominio varidvel uUnico" é metade de um Fv
(compreendendo apenas trés CDRs especificas para um antigeno)
gue tem a capacidade de reconhecer e se ligar a antigeno, embora em
uma afinidade menor do que o sitio de ligacéo todo.

[00055] "Diacorpos" refere-se a fragmentos de anticorpo com dois
sitios de ligacdo a antigeno, fragmentos os quais compreendem um
dominio variavel de cadeia pesada (VH) conectado a um dominio
varidvel de cadeia leve (VL) na mesma cadeia polipeptidica (VH-VL).
Os fragmentos de anticorpo sdo preparados construindo fragmentos
sFv (vide paragrafo precedente) com ligantes curtos (cerca de 5-10
residuos) entre os dominios VH e VL, de modo que emparelhamento
intercadeia, mas néo intracadeia, dos dominios V é obtido, resultando
em um fragmento bivalente, isto €, fragmento tendo dois sitios de
ligacdo a antigeno.

[00056] Diacorpos podem ser bivalentes ou biespecificos.
Diacorpos biespecificos sdo heterodimeros de dois fragmentos sFv
“cruzados” nos quais os dominios VH e VL dos dois anticorpos estao
presentes sobre diferentes cadeias polipeptidicas. Triacorpos e
tetracorpos também séo, em geral, conhecidos na técnica.

[00057] Um "anticorpo isolado” € um o qual foi identificado e
separado e/ou recuperado de um componente de seu ambiente pré-
existente. Componentes contaminantes sdo materiais que interferirdo

com usos terapéuticos para 0 anticorpo e podem incluir enzimas,
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hormdnios e outros solutos proteindceos ou nao proteinaceos.

[00058] Um "anticorpo humano" refere-se a um anticorpo o qual
possui uma sequéncia de aminoacido a qual corresponde aquela de
um anticorpo produzido por um ser humano. Anticorpos humanos
podem ser produzidos usando diversas técnicas conhecidas no
campo, incluindo bibliotecas de exposicdo em fagos. Anticorpos
humanos podem ser preparados mediante administracdo do antigeno
a um animal transgénico o qual tenha sido modificado para produzir
tais anticorpos em resposta a um estimulo antigenico, mas cujos loci
endégenos foram inativados.

[00059] Formas "humanizadas" de anticorpos nao humanos (por
exemplo, roedor) sédo anticorpos quiméricos que contém a sequéncia
minima derivada do anticorpo ndo humano. Em sua maioria,
anticorpos humanizados s&o imunoglobulinas humanas (anticorpo
recipiente) nas quais residuos de uma regido hipervariavel do
recipiente sdo substituidos por residuos de uma regido hipervariavel
de uma espécie ndo humana (anticorpo doador), tal como
camundongo, rato, coelho ou primata ndo humano, tendo a
especificidade, afinidade e capacidade de anticorpo desejadas. Em
alguns casos, residuos da regido de estrutura (FR) da imunoglobulina
humana séo substituidos por residuos ndo humanos correspondentes.
Além disso, anticorpos humanizados podem compreender residuos
gue ndo sao encontrados no anticorpo recipiente ou no anticorpo
doador. Essas modificacfes sao feitas para refinar adicionalmente o
desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado
compreendera substancialmente todos de pelo menos um e,
tipicamente dois, dominios variaveis, nos quais todos ou
substancialmente todas as alcas hipervariaveis correspondem aquelas
de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou substancialmente

todas as FRs sdo aquelas de uma sequéncia de imunoglobulina
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humana. O anticorpo humanizado também compreendera,
opcionalmente, pelo menos uma por¢cdo de uma regido constante de
imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imunoglobulina
humana.

[00060] "Anticorpo monoclonal" refere-se a um anticorpo obtido de
uma populacdo de anticorpos substancialmente homogénea, isto €, os
anticorpos individuais compreendendo a populacdo sao idénticos,
exceto quanto a possiveis mutagdes que ocorrem naturalmente que
possam estar presentes em quantidades minimas. Anticorpos
monoclonais sdo altamente especificos, sendo dirigidos contra um
anico sitio ou determinante antigénica sobre o antigeno. Além de sua
especificidade, os anticorpos monoclonais sao vantajosos pelo fato de
gue eles podem ser sintetizados ndo contaminados por outros
anticorpos. Anticorpos monoclonais podem ser preparados através da
metodologia de hibridoma. Os "anticorpos monoclonais" também
podem ser isolados de bibliotecas de visualizac&o de anticorpo usando
essas técnicas.

[00061] O termo "anticorpo receptor anti-P2X7" ou "um anticorpo
que se liga a um receptor P2X7" refere-se a um anticorpo que € capaz
de ligacdo ao receptor P2X7 com afinidade suficiente, de modo que o
anticorpo é util como um agente diagndéstico e/ou terapéutico quanto a
objetivacdo do receptor P2X7, tipicamente receptor P2X7 nao
funcional. De preferéncia, a extensdo de ligacdo de um anticorpo
receptor anti-P2X7 a uma proteina de receptor P2X7 néo relacionada
€ menos do que cerca de 10% da ligacdo do anticorpo ao receptor
P2X7 conforme medido, por exemplo, através de um radioimunoensaio
(RIA). Em determinadas modalidades, um anticorpo que se liga ao
receptor P2X7 tem uma constante de dissociacao (Kd) de < 1 uM, <
100 nM, < 10 nM, < 1 nM ou < 0,1 nM. Um anticorpo receptor anti-

P2X7 ndo funcional €, em geral, um tendo algumas ou todas essas
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caracteristicas sorologicas e que se liga a receptores P2X7 ndao
funcionais, mas nao a receptores P2X7 funcionais.

[00062] Um anticorpo "maturado por afinidade" € um com uma ou
mais alteracfes em uma ou mais regides hipervariaveis do mesmo, as
quais resultam em um aprimoramento na afinidade do anticorpo pelo
antigeno, comparado com um anticorpo parental o qual ndo possui
essa(s) alteracdo(des). Anticorpos maturados por afinidade preferidos
tém afinidades nanomolares ou mesmo picomolares pelo antigeno-
alvo. Anticorpos maturados por afinidade s&o produzidos por meio de
procedimentos conhecidos na técnica.

[00063] Um "anticorpo de blogueio” ou um anticorpo "antagonista” é
um o qual inibe ou reduz a atividade bioldgica do antigeno ao qual ele
se liga. Anticorpos de blogueio ou anticorpos antagonistas preferidos
inibem substancial ou completamente a atividade biologica do
antigeno.

[00064] Um "anticorpo agonista", conforme usado aqui, € um
anticorpo o qual imita pelo menos uma das atividades funcionais de
um polipeptideo de interesse.

[00065] "Afinidade de ligacao" refere-se, em geral, a resisténcia da
soma total de interacbes ndo covalentes entre um Unico sitio de
ligacdo de uma molécula (por exemplo, um anticorpo) e seu parceiro
de ligacdo (por exemplo, um antigeno). A menos que de outro modo
indicado, conforme usado aqui, "afinidade de ligacao" refere-se a
afinidade de ligacéo intrinseca a qual reflete uma interacéo a 1:1 entre
membros de um par de ligacbes (por exemplo, anticorpo e antigeno).
A afinidade de uma molécula X por seu parceiro Y pode, em geral, ser
representada pela constante de dissociacao (Kd). A afinidade pode ser
medida através de métodos comuns conhecidos na técnica, incluindo
agueles descritos aqui. Anticorpos com baixa afinidade, em geral, se

ligam ao antigeno lentamente e tendem a dissociar prontamente,
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enquanto que anticorpos de alta afinidade, em geral, se ligam ao
antigeno mais rapido e tendem a permanecer ligados mais tempo.
Uma variedade de métodos de medicdo da afinidade de ligacdo sao
conhecidos na técnica, qualquer um dos quais podendo ser usado
para fins da presente invencéao.

[00066] “Epitopo" refere-se, em geral, aquela parte de um antigeno
que é ligado através do sitio de ligacdo a antigeno de um anticorpo.
Um epitopo pode ser "linear" no sentido de que as alcas hipervariaveis
das CDRs do anticorpo que formam o sitio de ligacdo a antigeno se
ligam a uma sequéncia de aminoacidos conforme em uma estrutura de
proteina primaria. Em determinadas modalidades, o epitopo € um
"epitopo conformacional”, isto €, um no qual as alcas hipervariaveis
das CDRs se ligam a residuos conforme eles sdo apresentados na
estrutura de proteina terciaria ou quaternaria.

[00067] Em uma modalidade, é proporcionado um epitopo de um
receptor P2X7, o epitopo sendo formado de:

- uma primeira regido na forma de uma regido de um
primeiro mondmero de um receptor P2X7; e

- uma segunda regido na forma de uma regido de um
segundo mondmero do receptor;

em que as primeira e segunda regibes sao formadas no
receptor por meio de cis isomerizacdo de um residuo na posicdo 210
de SEQ ID NO: 1 de um monémero do receptor;

e em que as primeira e segunda regides sdo dispostas
adjacentes uma a outra no receptor, desse modo, permitindo ligagéo
de um sitio de ligacdo a antigeno de um anticorpo anti-P2X; as
primeira e segunda regides que formam o epitopo.

[00068] Tipicamente, o epitopo € um epitopo conformacional.
Nessas modalidades, as primeira e segunda regides definem, cada

uma, um espaco molecular que inclui, cada uma, um ou mais residuos
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de SEQ ID NO: 1. Tipicamente, a primeira regido é uma que define um
espaco molecular incluindo um ou mais dos residuos de SEQ ID NO: 1
que estdo expostos para ligacdo a um sitio de ligacdo a antigeno de
um anticorpo como uma consequéncia de cis isomerizacdo de Pro210
de um mondmero tendo uma sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 1.
Esses residuos incluem Gly 200, His 201, Asn 202, Tyr 203, Thr 204,
Thr 205, Arg 206, Asn 207, lle 208, Leu 209 e Pro210. Em uma
modalidade, a primeira regido inclui pelo menos um desses residuos.
Tipicamente, a primeira regido inclui pelo menos 4 desses residuos,
embora possa ter menos, por exemplo, 2 ou 3, dependendo de
guantos residuos sdo apresentados na segunda regido. Em uma
modalidade, a primeira regido inclui pelo menos 1 par de residuos
mostrado na Tabela 1 abaixo:

Tabela 1

His 201 |Asn 202| Tyr 203 | Thr 204 | Thr 205 | Arg 206 |Asn 207 lle 208 |Leu 209
Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200 | Gly 200
Asn 202| Tyr 203 | Thr 204 | Thr 205 | Arg 206 |Asn 207 lle 208 |Leu 209
His 201 | His 201 | His 201 | His 201 | His 201 | His 201 | His 201 | His 201
Tyr 203 | Thr 204 | Thr 205 | Arg 206 |Asn 207/ lle 208 |Leu 209
Asn 202|Asn 202 |Asn 202 |Asn 202|Asn 202 |Asn 202 |Asn 202
Thr 204 | Thr 205 | Arg 206 |Asn 207| lle 208 |Leu 209
Tyr 203 | Tyr 203 | Tyr 203 | Tyr 203 | Tyr 203 | Tyr 203
Thr 205 | Arg 206 |Asn 207| lle 208 |Leu 209
Thr 204 | Thr 204 | Thr 204 | Thr 204 | Thr 204
Arg 206 [Asn 207 lle 208 |Leu 209
Thr 205 | Thr 205 | Thr 205 | Thr 205
Asn 207| lle 208 |Leu 209
Arg 206 | Arg 206 | Arg 206
lle 208 [Leu 209
Asn 207 |Asn 207

Leu 209
lle 208

[00069] Em determinadas modalidades, a primeira regiao inclui 2 ou
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mais pares de residuos mostrados na Tabela 2.

[00070] A primeira regido pode, adicionalmente, conter um ou mais
residuos periféricos que estdo intimamente envolvidos na formacéo do
sitio de ligacdo a ATP sobre a maioria das duas dobras de dominio
extracelular. Esses sao Lys 193, Phe 275 e Arg 294. Arg 125 esta
localizado na menor das duas dobras de dominio extracelular. Assim,
em determinadas modalidades, a primeira regido ainda inclui um ou
mais dos seguintes residuos de SEQ ID NO: 1: Arg 125, Lys 193, Phe
275 e Arg 294. Sera entendido que a primeira regido nao consiste
nesses residuos apenas. Isto é, a primeira regido, conforme discutido
acima, define um espaco molecular incluindo um ou mais dos residuos
de SEQ ID NO: 1 que estdo expostos para ligacdo a um sitio de
ligacdo a antigeno de um anticorpo como uma consequéncia de cis
isomerizacdo de Pro210 de um monémero tendo uma sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 1. Nesse contexto, Arg 125, Lys 193, Phe
275 e Arg 294 sao fornecidos apenas adicionalmente, mas n&ao
alternativamente, por exemplo, a um ou mais dos residuos Gly 200,
His 201, Asn 202, Tyr 203, Thr 204, Thr 205, Arg 206, Asn 207, lle
208, Leu 209.

[00071] Tipicamente, a segunda regido é uma que define um
espaco molecular incluindo um ou mais dos residuos de SEQ ID NO: 1
que estdo expostos para ligacdo a um sitio de ligacdo a antigeno de
um anticorpo como uma consequentemente de cis isomerizacao de
Pro210 de um monémero tendo uma sequéncia mostrada em SEQ ID
NO: 1. Esses residuos incluem Lys 297, Tyr 298, Tyr 299, Lys 300, Glu
301, Asn 302, Asn 303, Val 304, Glu 305 e Lys 306. Em uma
modalidade, a segunda regido inclui pelo menos um desses residuos.
Tipicamente, a segunda regido inclui pelo menos 4 desses residuos,
embora possa ter menos, por exemplo, 2 ou 3, dependendo de

guantos residuos sdo apresentados na primeira regido. Em uma
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modalidade, a segunda regido inclui pelo menos 1 par de residuos
mostrado na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2

Tyr 298 | Tyr 299 | Lys 300 | Glu 301 |Asn 302|Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297 | Lys 297
Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298 | Tyr 298
Tyr 299 | Lys 300 | Glu 301 [Asn 302|Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Tyr 299 | Tyr 299 | Tyr 299 | Tyr 299 | Tyr 299 | Tyr 299 | Tyr 299
Glu 301 | Glu 301 [Asn 302|Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Lys 300 | Lys 300 | Lys 300 | Lys 300 | Lys 300 | Lys 300
Glu 301 |Asn 302|Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Glu 301 |Glu 301 | Glu 301 | Glu 301 | Glu 301
Asn 302 |Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Asn 302|Asn 302|Asn 302|Asn 302
Asn 303| Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Asn 303 |Asn 303 |Asn 303
Val 304 | Glu 305 | Lys 306
Val 304 | Val 304
Glu 305 | Lys 306
Glu 305
Lys 306

[00072] Em determinadas modalidades, a segunda regiao inclui 2
ou mais pares de residuos mostrados na Tabela 2.

[00073] A segunda regiao pode, adicionalmente, conter um ou mais
residuos periféricos que estdo intimamente envolvidos em formacao
do sitio de ligacdo a ATP. Esses sdo Arg 307 e Lys 311. Assim, em
determinadas modalidades, a segunda regido ainda inclui Arg 307 e/ou
Lys 311. Sera entendido que a segunda regido nao consiste nesses
residuos apenas. Isto €, a segunda regido, conforme discutido acima,
define um espago molecular incluindo um ou mais dos residuos de
SEQ ID NO: 1 que estdo expostos para ligacdo a um sitio de ligacéo a
antigeno de um anticorpo como uma consequéncia de cis

isomerizacdo de Pro210 de um mondmero tendo uma sequéncia
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mostrada em SEQ ID NO: 1. Nesse contexto, Arg 307 e Lys 311 séo
fornecidos apenas adicionalmente, mas nao alternativamente, por
exemplo, a um ou mais dos residuos Lys 297, Tyr 298, Tyr 299, Lys
300, Glu 301, Asn 302, Asn 303, Val 304, Glu 305 e Lys 306.

[00074] Em determinadas modalidades, o epitopo € ou inclui um
epitopo linear. Exemplos incluem onde a primeira regido inclui uma
das seguintes sequéncias de SEQ ID NO: 1 na Tabela 3:

Tabela 3

Gly 200 a Tyr 203
His 201 a Thr 204
Asn 202 a Thr 205
Tyr 203 a Arg 206
Thr 204 a Asn 207
Thr 205 a lle 208
Arg 206 a Leu 209

[00075] Nessas modalidades, a segunda regido do epitopo pode
incluir uma das seguintes sequéncias de SEQ ID NO: 1 na Tabela 4:
Tabela 4

Lys 297 a Lys 300
Tyr 298 a Glu 301
Tyr 299 a Asn 301
Lys 300 a Asn 303
Glu 301 a Val 304
Asn 301 a Glu 305
Asn 303 a Lys 306

[00076] Em determinadas modalidades, a primeira regido contém
mais residuos do que a segunda regido. Em outras modalidades, a
segunda regido contém mais residuos do que a primeira regiao.

[00077] A primeira regido e a segunda regido podem, cada um,

conter de cerca de 4 a cerca de 10 residuos, por exemplo, 5, 6, 7, 8 ou
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9 residuos. Onde existem mais residuos na segunda regido, pode
haver menos residuos na primeira regido, isto €, menos de 4, por
exemplo, 2 ou 3. O mesmo se aplica vice-versa.

[00078] Conforme descrito aqui, as primeira e segunda regides
estdo dispostas adjacentes uma a outra no receptor, desse modo,
permitindo ligacdo de um sitio de ligacdo a antigeno de um anticorpo
anti-P2X7 as primeira e segunda regides que formam o epitopo. Em
maiores detalhes, os inventores descobriram que, embora localizadas
em mondmeros distintos, as primeira e segunda regides em
combinacdo formam um epitopo que pode ser ligado por um Unico sitio
de ligacdo a antigeno de um anticorpo. Em geral, as primeira e
segunda regifes do epitopo sdo espacadas em ndo mais do que 4
Angstroms. Se a distancia é maior do que isso, a afinidade de ligacéo
do anticorpo tende a diminuir, uma vez que é requerido que o sitio de
ligacdo a antigeno atravesse uma maior distancia através dos
mondémeros dentro do receptor, caso no qual menos residuos sao
ligados. Em geral, as primeira e segunda regifes sdo espacadas cerca
de 10 Angstroms, embora distancias maiores de menos de 40
Angstroms sejam possiveis, tais como 15, 20, 25, 30 ou 35 Angstroms.
[00079] O epitopo descrito aqui pode ser proporcionado em uma
forma substancialmente purificada ou isolada, por exemplo, como um
fragmento de um receptor P2X7 que ocorre naturalmente ou como um
receptor P2X7 sintético.

[00080] Em outras modalidades, € proporcionado um receptor P2X7
incluindo um epitopo conforme descrito acima. Tipicamente, pelo
menos um dos mondmeros do receptor tem uma sequéncia de
aminoacido substancialmente conforme mostrado em SEQ ID NO: 1.
O receptor pode ser uma variante que ocorre naturalmente de receptor
P2X7, por exemplo, em que os mondmeros de P2X7 sdo variantes com

recombinacdo, variantes alélicas e isoformas incluindo formas
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truncadas ou secretadas que ocorrem naturalmente dos mondmeros
que formam o receptor P2X7 (por exemplo, uma forma consistindo na
sequéncia de dominio extracelular ou forma truncada da mesma),
formas variantes que ocorrem naturalmente (por exemplo, formas com
recombinacdo alternativa) e variantes alélicas que ocorrem
naturalmente. Em determinadas modalidades da invencdo, o0s
polipeptideos monoméricos de P2X; de sequéncia nativa séo
polipeptideos de sequéncia nativa maduros ou de comprimento total
compreendendo a sequéncia de aminoacidos de comprimento total
mostrada em SEQ ID NO: 1. Em determinadas modalidades, o
receptor P2X7 pode ter uma sequéncia de aminoacido que ¢é
modificada, por exemplo, varios dos aminoacidos na sequéncia
mostrada em SEQ ID NO: 1 podem ser substituidos, deletados ou um
residuo pode ser inserido.

[00081] Tipicamente, o receptor € um receptor P2X7 né&o funcional
incluindo um epitopo conforme descrito acima. A cis isomerizacao
pode surgir a partir de qualquer evento molecular que leva a
duplicacéo errbnea do mondmero incluindo, por exemplo, mutacdo da
sequéncia monomérica primaria ou processamento pdés-traducional
anormal. Em determinadas modalidades, nem todos os mondémeros do
receptor tém uma cis isomerizacdo de um residuo na posicao 210 de
um mondmero, por exemplo, 1 ou 2 dos mondmeros do receptor
podem ter uma cis isomerizacdo de um residuo na posi¢do 210 de
SEQ ID NO: 1.

[00082] O receptor pode ser proporcionado em uma forma
substancialmente purificada ou isolada, isto €, ele pode estar na forma
de uma amostra homogénea de receptor, quer proporcionado como
uma fase sélida ou de outro modo.

[00083] Conforme descrito em detalhes abaixo, 0s inventores

geraram anticorpos tendo um sitio de ligacéo a antigeno para ligagcéo a

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 29/74



24/61

um epitopo descrito acima. Assim, em determinadas modalidades, é
proporcionado um anticorpo para ligacdo a um epitopo conforme
descrito acima.

[00084] Tipicamente, pelo menos uma regido de determinacédo de
complementaridade (CDR) (ou regido hipervariavel) de um sitio de
ligacdo a antigeno (ou dominio variavel) se liga a uma primeira regiao
do epitopo e pelo menos uma outra CDR desse sitio de ligacdo a
antigeno se liga a segunda regido do epitopo. Em algumas
modalidades, 2 das CDRs se ligam a primeira regido e a outra CDR se
liga & segunda regido. Em outras modalidades, 2 das CDRs se ligam a
segunda regido e a outra CDR se liga a primeira regido. Em algumas
modalidades, uma CDR se liga a primeira regido, outra CDR se liga a
segunda regido e a CDR restante esta ndo ligada a primeira ou
segunda regides do epitopo.

[00085] Em determinadas modalidades, €é proporcionado um
anticorpo receptor anti-P2X7 ndo funcional, em que o sitio de ligacédo a
antigeno do anticorpo se liga a pelo menos um par de residuos da
Tabela 1 acima e a pelo menos um par de residuos da Tabela 2
acima.

[00086] Em outras modalidades, é proporcionado um anticorpo
receptor anti-P2X7 néo funcional, em que o sitio de ligacdo a antigeno
do anticorpo se liga a pelo menos uma sequéncia da Tabela 3 acima e
a pelo menos uma sequéncia da Tabela 4 acima.

[00087] Em outras modalidades, é proporcionado um complexo
imune na forma de um epitopo descrito acima ligado a um anticorpo.
Tipicamente, o epitopo é proporcionado sobre um receptor P2X7.
Todos os epitopos do receptor podem ser ligados pelo anticorpo ou
apenas alguns, por exemplo, menos do que trés epitopos do receptor,
sao ligados pelo anticorpo. O complexo pode conter menos ou mais

moléculas de anticorpo do que receptores.

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 30/74



25/61

[00088] Conforme descrito aqui, usando um modelo tridimensional
de um receptor P2X7, os inventores determinaram uma faixa de
peptideos que podem ser usados para produzir um anticorpo para
ligacdo ao epitopo da invencdo. Assim, em uma determinada
modalidade, é proporcionado um peptideo incluindo uma regido N-
terminal e uma regido C-terminal, as regides N- e C-terminais sendo,
cada uma, definidas por residuos N- e C-terminais, em que:

- a regido N-terminal inclui uma sequéncia de uma das
seguintes:

e HNYTTRNIL (SEQ ID NO: 2):

e GHNYTTRNIL (SEQ ID NO: 3);

¢ DFPGHNYTTRNIL (SEQ ID NO: 4);

e um fragmento de SEQ ID NO: 2 a 4 de pelo menos 4
residuos;

e a sequéncia de qualquer uma de SEQ ID NOs: 2-4 em
que residuos D podem ser conservativamente substituidos por
residuos E, N ou Q; residuos F podem ser conservativamente
substituidos por residuos A, V, L ou I, residuos H podem ser
conservativamente substituidos por um residuo K ou R; residuos N
podem ser conservativamente substituidos por um residuo D, E ou Q;
residuos Y podem ser conservativamente substituidos por um residuo
F ou W; residuos T podem ser conservativamente substituidos por um
residuo C, S ou M; residuos R podem ser conservativamente
substituidos por um residuo H ou K; residuos | podem ser
conservativamente substituidos por um residuo G, A, V ou L; e
residuos L podem ser conservativamente substituidos por um residuo
G, A, Voul;

s MPACCSCSDVFQYETNKVTRIQSMNYGTIKWFFHVIIFSY
VCFALVSDKLYQRKEPVISSVHTKVKGIAEVKEEIVENGVKKLVHSVF
DTADYTFPLQGNSFFVMTNFLKTEGQEQRLCPEYPTRRTLCSSDRG
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CKKGWMDPQSKGIQTGRCWHEGNQKTCEVSAWCPIEAVEEAPRPA
LLNSAENFTVLIKNNIDFPG HNYTTRNIL (SEQ ID NO: 5); ou

e uma sequéncia dentro da sequéncia de SEQ ID NO: 5
incluindo HNYTTRNIL no C-término,

- a regido C-terminal inclui um residuo C-terminal que é
prolina, alanina ou glicina

em que o residuo C-terminal da regido N-terminal é
covalentemente ligado a um residuo N-terminal da regido C-terminal.
[00089] A regido C-terminal pode consistir de um unico residuo de
aminoacido na forma de prolina em cis conformacao. Alternativamente,
ela pode incluir outros residuos localizados N-terminalmente a prolina.
[00090] Tipicamente, o residuo C-terminal da regido C-terminal é
conectado a um outro peptideo através de um ligante tendo um
comprimento de cerca de 10 a 40 Angstroms. Em uma modalidade, o
outro peptideo consiste em uma sequéncia de SEQ ID NO: 6 ou um
fragmento da mesma de 4 residuos ou mais. Em uma modalidade, a
regido C-terminal inclui um residuo C-terminal que é prolina na
conformacéao cis.
[00091] Em uma modalidade, o outro peptideo é derivado da
sequéncia do receptor P2X7 e tem ndo mais do que 594 residuos de
um receptor P2X7 de SEQ ID NO: 1. Em particular, o outro peptideo
pode consistir na sequéncia de SEQ ID NO: 6 ou uma sequéncia
dentro da sequéncia de SEQ ID NO: 6. Exemplos desses peptideos
dentro de SEQ ID NO: 6 incluem aqueles tendo uma sequéncia

descrita na Tabela 5 (numeracao de acordo com a figura 1):

Tabela 5
K281 a K297 Y298 a G314
T282 a Y298 Y299 a 1315
T283 a Y299 K300 a R316
N284 a K300 E301 a F317
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V285 a E301 N302 a D318
S286 a N302 N303 a 1319
L287 a N303 V304 a L320
Y288 a V304 E305 a V321
P289 a E305 K306 a F322
G290 a K306 R307 a G323
Y291 a R307 T308 a T324
N292 a T308 L309 a G325
F293 a L309 310 a G326
R294 a 1310 K311 a K327
Y295 a K311 V312 a F328
A296 toV312 F313 a D329
K297 a F313

[00092] O peptideo mostrado na Tabela 5 pode ter um comprimento
de 6 a 17 residuos. Em uma modalidade, o fragmento peptidico é
K297 a F313 consistindo na sequéncia de KYYKENNVEKRTLIKVF
(SEQ ID NO: 7).

[00093] A regiao C-terminal pode ser ligada ou conectada ao outro
peptideo através de qualquer reacdo de conjugacdo adequada que
pode ser usada com qualquer ligante peptidico. O ligante pode ser de
um comprimento particular para auxiliar na imunogenicidade e
minimizar interferéncia espacial. Por exemplo, o ligante pode ter um
comprimento de entre 10 A e 40 A. De preferéncia, o ligante tem um
comprimento de 10 ou 20 A.

[00094] O ligante pode ser um ligante de aminoacido de um ou mais
residuos de aminoacido. O termo "ligante de aminoéacido”, contudo,
nao se destina a implicar que tal ligante consiste exclusivamente em
residuos de aminoacido. O ligante de aminoacido pode ser qualquer
sequéncia de aminoacido que néo interfere substancialmente com o

peptideo da invencao.
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[00095] Os residuos de aminoéacido do ligante de aminoéacido séo,
de preferéncia, aminoacidos que ocorrem naturalmente ou
aminoacidos ndo naturais e misturas all-D ou all-L dos mesmos. Por
exemplo, os aminoacidos podem ser selecionados de glicina, alanina,
leucina, serina, valina e treonina. De preferéncia, o ligante consiste em
um ou mais aminoacidos selecionados de glicina e alanina.
[00096] Em determinadas modalidades, € proporcionado um
peptideo definido pela férmula: (A)(Xn)(B), em que:

- (A) é uma sequéncia de aminoacidos de GHNYTTRNILP
(SEQ ID NO: 8) ou um fragmento da mesma de pelo menos 4
aminoacidos;

- (Xn) é um ligante de 10 a 40 angstroms de comprimento,
o referido ligante consistindo em um ou mais residuos de aminoacido;

- (B) é uma sequéncia de aminoacidos de AKYYKENNVEK
(SEQ ID NO: 9) ou um fragmento da mesma de pelo menos 4
aminoacidos.
[00097] Em outras modalidades, é proporcionado um peptideo
tendo a seguinte sequéncia: GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK
(SEQ ID NO: 10).
[00098] Os peptideos da invencdo podem ser feitos através de
qualquer namero de técnicas conhecidas na técnica, incluindo sintese
em fase soélida e a tecnologia de DNA recombinante.
[00099] Como é conhecido na técnica, um veiculo € uma substancia
gue é conjugada a um peptideo que forma um epitopo para intensificar
a imunogenicidade. Alguns veiculos fazem isso através de ligacdo a
multiplos veiculos, de modo a proporcionar um antigeno de peso
molecular aumentado ao hospedeiro no qual a resposta imune tem de
ser desenvolvida.
[000100] Veiculos preferidos incluem toxinas bacterianas ou

toxoides. Outros veiculos adequados incluem a proteina da membrana
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externa de N. meningitides, albumina, tal como albumina de soro
bovino, peptideos sintéticos, proteinas de choque térmico, proteinas
de Pertussis, proteina D de H. influenza e toxina A, B ou C de C.
difficile.

[000101] Quando o veiculo é uma toxina bacteriana ou toxoide,
toxoides de difteria ou tétano séo preferidos.

[000102] De preferéncia, o veiculo contém grupos funcionais que
podem reagir com o peptideo da invencdo ou podem ser modificados
para serem capazes de reacdo com o peptideo.

[000103] Conforme mencionado acima, os peptideos da invencao
Sao Uteis para a geracdo de anticorpos monoclonais que se ligam a
receptores P2X7 nao funcionais sobre células vivas, mas nao sobre
receptores P2X7 funcionais sobre células vivas. Uma outra vantagem
€ que esses peptideos também podem ser usados para gerar
anticorpos monoclonais que se ligam a receptores P2X7 funcionais
sobre células vivas, mas néo a receptores P2X7 ndo funcionais sobre
células vivas.

[000104] Os ultimos anticorpos sao particularmente importantes
porque eles podem ser usados para selecionar individuos para os
quais terapia com anticorpo pode ser aplicada sistemicamente. Em
maiores detalhes, a maioria da populacdo contém alelos que
controlam a expresséo de receptores P2X7 funcionais sobre tecidos,
tais como tecidos linfoides. Expressdo de receptor nesses
compartimentos teciduais & entendida como sendo uma fisiologia
totalmente normal. Em contraste, uma minoria da populacdo tem um
ou mais alelos que controlam a expressao de receptores P2X7 nao
funcionais nesses compartimentos teciduais. Se essa ultima populacéo
tem de ser proporcionada com anticorpo que se liga a receptores nao
funcionais expressos sobre células vivas para o tratamento de cancer,

ha um risco de que essa terapia possa afetar o sistema imune porque
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se eliminaria as células linfoides que expressam receptores nao
funcionais.

[000105] Consequentemente, os anticorpos da invencdo descritos
aqui que se ligam a receptores funcionais, mas ndo a receptores nao
funcionais sobre células vivas sdo particularmente Uteis para ajudar
individuos selecionados para 0s quais terapia com anticorpo ndo seria
fornecida ou mesmo seria fornecida em uma forma apropriadamente
modificada. Tal ensaio poderia ser usado em conjunto com uma
triagem idéntica usando o anticorpo a receptores ndo funcionais.
Dessa forma, pacientes com receptores funcionais sobre tecido
linfoide e pacientes com receptores n&o funcionais sobre tecido
linfoide poderiam ser separados de pacientes com baixos niveis de
expressao de receptor, quer funcional ou nao funcional. Uso de cada
anticorpo em conjunto permite discriminar pacientes que requererao
pelo menos monitoramento mais proximo como um resultado da
deplecdo em suas células imunes que acompanham o tratamento de
sua condicdo com o anticorpo terapéutico ao receptor ndo funcional.
[000106] Em determinadas modalidades, ¢é proporcionado um
anticorpo para ligacdo a um receptor P2X7 funcional, mas ndo um
receptor P2X; nao funcional, expresso sobre uma célula viva. Em
outras modalidades, € proporcionado um anticorpo para ligacdo a um
receptor P2X7 nao funcional, mas ndao um receptor P2X7 funcional
expresso sobre uma célula viva. Tipicamente, esses anticorpos sao
agueles estimulados contra um peptideo da invencéo.

[000107] Em determinadas modalidades, os anticorpos da invencéao
podem ter afinidades oscilando de 10-7 M a 10-13 M como moléculas
de anticorpo inteiras, mas com uma tendéncia a requerer 10-7 M se
usando a via de hibridoma, de preferéncia como uma IgM, de forma a
evitar inibicdo de crescimento de hibridoma pelos anticorpos que estao

sendo produzidos. Essas afinidades podem ser aumentadas ou
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diminuidas usando técnicas padrdes conhecidas por aqueles versados
na técnica, incluindo maturacéo de anticorpo por afinidade.

[000108] O anticorpo pode ser um obtido a partir de antissoro
monoclonal ou policlonal. O anticorpo pode ser produzido por
bibliotecas de exposi¢cdo em fagos ou hibridoma. Antissoro monoclonal
e policlonal podem ser obtidos por meio de imunizacdo de um
hospedeiro com um peptideo da invencéo junto com um adjuvante de
acordo com técnicas padrdes. O soro resultante pode sofrer triagem
usando qualquer uma de uma série de técnicas soroldégicas nas quais
0 Soro é exposto a expressao de receptor sobre células vivas.

[000109] Usando a invencdo, se torna possivel proporcionar
anticorpos usando expressdo recombinante. Por exemplo, as CDRs
dos anticorpos gerados através de imunizacdo com o peptideo da
invencdo sao sequenciadas, sequéncias de nucleotideo de codificacéo
sao determinadas e, entdo, subclonadas em vetores de expressao
para sintese recombinante de anticorpos. Isso, entdo, proporciona
oportunidades para desenvolver anticorpos quiméricos, isto é, aqueles
contendo dominios humanos variaveis e dominios constantes nao
humanos, anticorpos humanizados, isto €, aqueles formados por meio
de enxertagem de CDRs ndo humanas sobre uma estrutura de
anticorpo humano e anticorpos totalmente humanos.

[000110] Os anticorpos da invencdo podem ser modificados com
relacdo a funcéo efetuadora, de modo a intensificar, por exemplo, a
eficacia do anticorpo no tratamento de cancer. Por exemplo, as
regibes constantes da cadeia pesada de anticorpo podem ser
alteradas para os isotipos IgG2a de camundongo, IgG2b de
camundongo ou IgG1l humano. O anticorpo assim gerado pode ter
citotoxicidade celular (ADCC) ou citotoxicidade complemento-mediada
(CMC) aprimorada. Em outra modificagcdo, fucose pode ser deletada

da regido Fc ou residuos de acido sialico podem ser introduzidos na
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regido Fc. O anticorpo assim gerado pode também ter atividade de
ADCC intensificada ou CMC intensificada. Em ainda outra
modificacdo, residuo(s) de cisteina pode(m) ser introduzido(s) na
regido Fc, desse modo, permitindo formacéo de ligacdo de dissulfeto
intercadeia nessa regido. O anticorpo homodimérico assim gerado
pode ter capacidade de internalizagdo aprimorada e/ou morte celular
complemento-mediada e ADCC aumentadas. Anticorpos
homodiméricos com atividade antitumor intensificada também podem
ser preparados usando agentes de ligacao cruzada heterobifuncionais.
Alternativamente, um anticorpo pode ser manipulado, o qual tem
regibes Fc modificadas ou mistas e pode, dessa forma, ter
capacidades de lise de complemento e ADCC intensificadas.

[000111] O anticorpo pode ser um anticorpo inteiro de qualquer
isotipo. Onde o anticorpo é um fragmento de anticorpo, o fragmento de
anticorpo é selecionado do grupo consistindo em um dAb, Fab, Fd, Fv,
F(ab')2, scFv e CDR.

[000112] O anticorpo ou fragmento pode ser proporcionado sobre
uma fase solida, tal como um glébulo, superficie ou vaso de cultura
tecidual.

[000113] O anticorpo ou fragmento do mesmo pode ser
proporcionado com um rotulo para deteccdo de ligacdo do anticorpo
ou fragmento do mesmo a um receptor expresso sobre uma célula
viva.

[000114] O anticorpo ou fragmento do mesmo pode ser
proporcionado com um roétulo para deteccdo de ligacdo do anticorpo
ou fragmento do mesmo ao receptor expresso sobre uma célula viva.
[000115] Os anticorpos e fragmentos podem ser rotulados para uso
em formacdo de imagem médica. Tais métodos envolvem a fixagéo
quimica de um agente de rotulacdo ou formacéo de imagem, tal como
um radiois6topo, o qual inclui 67 Cu, 90 Y, 125 I, 131 I, 186 Re,
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188Re, 211 At, 212 Bi, administragcdo do anticorpo ou fragmento
rotulado a um individuo em um veiculo aceitavel e formacédo de
imagem do anticorpo ou fragmento rotulado in vivo no sitio alvo.
Anticorpos ou fragmentos radiorrotulados dos mesmos podem ser
particularmente Uteis em formacdo de imagem in vivo de cénceres
descritos aqui.

[000116] Os anticorpos podem ser purificados através de métodos
conhecidos por aqueles versados na técnica. Métodos de purificacédo
incluem, dentre outros, precipitacdo seletiva, cromatografia de liquido,
HPLC, eletroforese, cromatofocalizacdo e diversas técnicas de
afinidade.

[000117] Em algumas modalidades, os anticorpos descritos aqui
podem também incluir formar multiméricas de anticorpos. Por
exemplo, anticorpos da invencdo podem tomar a forma de dimeros,
trimeros de anticorpo ou multimeros de ordem superior de moléculas
de imunoglobulina monomeéricas.

[000118] Ligacdo cruzada de anticorpos pode ser feita através de
diversos métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, a ligacao
cruzada de anticorpos pode ser realizada através de agregacao
natural de anticorpos, através de técnicas de ligacdo quimica ou
recombinante ou outros métodos conhecidos na técnica. Por exemplo,
preparados de anticorpo purificados podem formar espontaneamente
agregados de proteina contendo homodimeros de anticorpo e outros
multimeros de anticorpo de ordem superior. Em uma modalidade
especifica, ligacdo cruzada de anticorpos usando um anticorpo
secundario para ligacdo aos anticorpos de interesse pode ser usada
para formar um homodimero. O anticorpo com agente de ligacéo
cruzada pode ser derivado de um animal diferente comparado com o
anticorpo de interesse. Por exemplo, um anticorpo de cabra

anticamundongo (Fab especifico) pode ser adicionado a um anticorpo
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monoclonal de camundongo para formar um homodimero. Esse
anticorpo com agente de ligacdo cruzada bivalente reconhece a regiao
Fab ou Fc dos dois anticorpos de interesse, formando um
homodimero.

[000119] Alternativamente, homodimeros de anticorpo podem ser
formados através de técnicas de ligagdo quimica conhecidas na
técnica. Agentes de ligacdo cruzada quimicos podem ser homo ou
heterobifuncionais e se ligardo covalentemente a dois anticorpos,
formando um homodimero. Em algumas modalidades, é desejavel que
0 agente de ligacdo cruzada quimico ndo interaja com a regido de
ligacdo a antigeno do anticorpo, uma vez que isso pode afetar a
func@o do anticorpo. Conforme sera apreciado por aqueles versados
na técnica, anticorpos podem sofrer ligacdo cruzada na regido Fab.
[000120] Em ainda outro aspecto da invencéo, € proporcionado um
complexo imune formado a partir da ligagdo de um anticorpo ou
fragmento do mesmo, conforme descrito acima, a um receptor P2X7
expresso sobre uma célula viva. O receptor pode ser funcional ou nao
funcional.

[000121] Em outra modalidade, é proporcionado um complexo imune
formado a partir da ligacdo de um anticorpo ou fragmento do mesmo a
um peptideo descrito acima.

[000122] Os complexos imunes da invencao, incluindo aqueles
incluindo um epitopo ou peptideo da invengdo, sdo particularmente
importantes, uma vez que deteccdo in vitro ou in vivo é indicativa da
presenca de ou predisposicdo a uma doenca ou condicéo, incluindo
pré-neoplasia e neoplasia.

[000123] Ainda, conforme descrito acima, deteccdo de um complexo
imune formado a partir de ligagdo de um anticorpo ou fragmento do
mesmo, conforme descrito acima, a um receptor P2X7 funcional sobre

células vivas é um indicador importante da adequabilidade de um
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individuo para tratamento de uma doenca ou condicdo caracterizada
por expressdao de receptor P2X7 nao funcional. Um pequeno
percentual da populagdo normalmente expressa receptores P2X7 no
estado nado funcional sobre suas células hematopoiéticas, tais como
timécitos, células dendriticas, linfocitos, macrofagos e mondcitos.
Portanto, é importante ser capaz de identificar seu fendtipo
homozigotico para receptores ndo funcionais em individuos que foram
identificados como estando em risco de ou tendo cancer, por exemplo,
em virtude da presenca de P2X7 nao funcional sobre outras células
nao hematopoiéticas.

[000124] Também, acredita-se que individuos tendo um fendtipo de
receptor P2X7 nao funcionais heterozigéticos se beneficiardo de
identificagcdo dos complexos imunes da invencgédo. Tratamentos que
objetivam receptores P2X7 ndo funcionais podem ser configurados e
titulados para levar seu fenétipo em consideracéo.

[000125] Esses métodos de deteccdo sdo descritos em maiores
detalhes abaixo.

[000126] O anticorpo ou fragmento de anticorpo incluido no
complexo imune pode ser preso a uma fase sélida, tal como um
glébulo ou uma lamina, de modo que o complexo imune é preso a uma
fase sélida quando formado. Alternativamente, o receptor P2X7,
mondmero ou fragmento do mesmo incluido no complexo imune pode
ser preso a uma fase soélida.

[000127] O anticorpo pode ser rotulado para deteccdo de formagao
do complexo imune.

[000128] O complexo imune pode ainda incluir um anticorpo ou
fragmento do mesmo, tal como um anticorpo de captura do complexo
imune. O outro anticorpo ou fragmento do mesmo pode se ligar ao
anticorpo receptor anti-P2X7. Também, o outro anticorpo ou fragmento

do mesmo pode se ligar ao receptor ou fragmento do mesmo.
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[000129] O outro anticorpo ou fragmento do mesmo pode se ligar a
uma fase sélida, tal como uma fase descrita acima.

[000130] O outro anticorpo pode ser rotulado para deteccdo de
formacdo do complexo imune. Exemplos de rotulos incluem
fluoréforos, corantes, isotopos, etc.

[000131] Em outras modalidades, é proporcionada uma composi¢ao
incluindo um peptideo ou epitopo da invencéo junto com um adjuvante
ou outra molécula para potencializacdo de uma resposta imune ao
peptideo. O adjuvante pode ser seletivo para potencializacdo de uma
resposta humoral ou celular ou ambos. Em determinadas
modalidades, essas composi¢cdes sao Uteis para vacinacao contra
doenca relacionada ao receptor P2X7 nao funcional.

[000132] Em outras modalidades, é proporcionada uma composicao
incluindo um anticorpo da invencéo junto com um veiculo, excipiente
ou diluente farmacéutico. Essas composi¢cdes sao Uteis para
administracdo sistémica de anticorpos para o tratamento de cancer ou
outra doenca relacionada ao receptor P2X7 nao funcional. Em
modalidades preferidas, o anticorpo € um anticorpo com um Unico
dominio.

[000133] Em outras modalidades, é proporcionado um método de
terapia, diagnéstico ou monitoramento de uma doenca ou condicdo
caracterizada por expressao de receptores P2X7 n&o funcionais sobre
células epiteliais, mesenquimais, germinais, neurais, pleurais ou
sanguineas, o método compreendendo administragdo de um anticorpo
a um individuo requerendo a referida terapia, diagnéstico ou
monitoramento, o referido anticorpo sendo um que se liga a receptores
P2X7 n&o funcionais sobre células vivas, mas nao a receptores P2X7
funcionais sobre células vivas. Em uma modalidade, o método inclui
uma primeira etapa de uso de um anticorpo que se liga a receptores

P2X7 funcionais sobre células vivas, mas ndo a receptores P2X7 néo
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funcionais.

[000134] Em determinadas modalidades, é proporcionado um uso de
um anticorpo conforme descrito aqui para tratamento de um individuo
tendo um cancer. Em outras modalidades, € proporcionado um uso de
um anticorpo conforme descrito aqui na fabricacdo de um
medicamento para tratamento de um individuo tendo um céncer. Em
outras modalidades, € proporcionado um método para tratamento de
um individuo tendo um cancer incluindo a etapa de contato de um
tecido de um individuo, incluindo céancer, com um anticorpo para
ligacdo a um epitopo ou peptideo da invencdo. O método pode ser
operado in vitro ou in vivo.

[000135] Tipicamente, o cancer é de origem epitelial (mama,
prostata, intestino, pulmao, pele, cérvix, uterino, vaginal),
mesenquimal, germinal, neural, pleural ou sanguineo.

[000136] O anticorpo pode ser um sitio de ligagdo a antigeno,
dominio variavel de imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv,
diacorpo, triacorpo, proteina de fusdo, conjugado ou composicao
farmacéutica, conforme descrito acima.

[000137] A quantidade de dosagem, frequéncia de dosagem, vias de
administracéo, etc. sdo descritas em detalhes abaixo.

[000138] Em outra modalidade, é proporcionada uma composi¢ao
farmacéutica incluindo um sitio de ligacédo a antigeno para ligacédo de
um epitopo ou peptideo da invencdo ou dominio variavel de
imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv, diacorpo, triacorpo,
proteina de fusdo ou conjugado incluindo o sitio de ligacdo a antigeno
e um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
[000139] Metodos de preparo e administracdo de anticorpos a um
individuo que precisa dos mesmos sdo bem-conhecidos ou sao
prontamente determinados por aqueles versados na técnica. A via de

administracdo pode ser, por exemplo, oral, parenteral (por exemplo,
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intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea,
retal ou vaginal), através de inalagdo ou topica. Uma forma de
administracdo seria uma solugdo para injecdo, em particular para
injecdo ou infusdo intravenosa ou intra-arterial, compreendendo um
tampéo (por exemplo, tampao de acetato, fosfato ou citrato), um
tensoativo (por exemplo, polissorbato), opcionalmente um agente
estabilizante (por exemplo, alboumina humana). Em outros métodos, os
anticorpos podem ser distribuidos diretamente ao local da doenca,
desse modo, aumentando a exposicdo da célula ou tecido doente ao
anticorpo.

[000140] Preparados para administracdo parenteral incluem
solucdes, suspensdes e emulsdes aquosas (veiculos aquosos incluem
agua, solucdes, emulsdes ou suspensfes alcodlicas/aquosas,
incluindo solucéo salina e meios tamponados) ou nao aquosas
(solventes ndo aquosos sao propileno glicol, polietileno glicol, éleos
vegetais, tal como 6leo de oliva e ésteres organicos injetaveis, tal
como oleato de etila) estéreis. Veiculos farmaceuticamente aceitaveis
incluem tampéo de fosfato a 0,01-0,1 M e, de preferéncia, 0,05M ou
solucdo salina a 0,8%. Outros veiculos parenterais comuns incluem
solucdes de fosfato de sodio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de
sédio, Ringer lactada ou 6leos fixos. Veiculos intravenosos incluem
repositores de fluido e nutriente, repositores de eletrdlito, tais como
aqueles baseados em dextrose de Ringer e semelhantes.
Conservantes e outros aditivos podem também estar presentes tais
como, por exemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes de
guelacéo e gases inertes e similares.

[000141] Mais  particularmente, composicbes  farmacéuticas
adequadas para uso injetavel incluem solu¢cbes aquosas (onde
soliveis em agua) ou dispersbes e poOs estéreis para 0 preparo

extemporaneo de solucfes ou dispersdes injetaveis estéreis; em tais
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casos, a composicado deve ser esteéril e devera ser fluida até o ponto
em que haja facilidade de fluxo em uma seringa. Ela devera ser
estavel sob as condicbes de fabricacdo e armazenamento e, de
preferéncia, ser conservada contra a acdo contaminante de micro-
organismos, tais como bactérias e fungos. O veiculo pode ser um
solvente ou meio de dispersdo contendo, por exemplo, agua, etano,
poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol e polietileno glicol liquido
e similares) e misturas adequadas dos mesmos. A fluidez apropriada
pode ser mantida, por exemplo, mediante o uso de um revestimento,
tal como lecitina, mantendo o tamanho de particula requerido no caso
de dispersdes e através do uso de tensoativos. Formulacoes
adequadas para uso nos métodos terapéuticos divulgados aqui sao
descritas em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Co., 162 ed. (1980).

[000142] Prevencdo da acdo de micro-organismos pode ser obtida
através de diversos agentes antibacterianos e antifingicos, por
exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, &cido ascorbico, timerosal e
similares. Em muitos casos, sera preferivel incluir agentes isotbnicos,
por exemplo, acucares, polialcodis, tais como manitol, sorbitol ou
cloreto de so6dio, na composicdo. Absorcdo prolongada das
composicdes injetaveis pode ser mantida incluindo, na composicao,
um agente o qual retarda a absorcéo, por exemplo, monoestearato de
aluminio e gelatina.

[000143] Em qualquer caso, solucdes injetaveis estéreis podem ser
preparadas através de incorporacdo de um composto ativo (por
exemplo, sitio de ligacdo a antigeno) na quantidade requerida em um
solvente apropriado com um ou uma combinagdo de ingredientes
enumerados aqui, conforme requerido, seguido por esterilizacéo
filtrada. Em geral, dispersdes sdo preparadas mediante incorporacao

do composto ativo em um veiculo estéril, o qual contém um meio de
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dispersdo basico e o0s outros ingredientes requeridos daqueles
enumerados acima. No caso de poés estéreis para o preparo de
solucbes injetaveis estéreis, os metodos de preparo preferidos séo
secagem a vacuo e liofilizacdo, os quais proporcionam um po de um
ingrediente ativo mais qualquer ingrediente desejado adicional a partir
de uma solucédo previamente filtrada estéril do mesmo. Os preparados
para injecdes sdo processados, enchidos em recipientes tais como
ampolas, sacos, garrafas, seringas ou frascos e vedados sob
condicBes assépticas de acordo com métodos conhecidos na técnica.
Ainda, os preparados podem ser embalados e vendidos na forma de
um Kkit. Tais artigos de fabricacdo terdo, de preferéncia, rétulos ou
bulas indicando que as composi¢cdes associadas sdo Uteis para
tratamento de um individuo sofrendo de ou predisposto a disturbios.
[000144] Doses eficazes das composicoes da presente invencao
para o tratamento de disturbios conforme descrito aqui podem variar,
dependendo de muitos fatores diferentes, incluindo meios de
administracao, local alvo, estado fisioldgico do paciente, se 0 paciente
€ um ser humano ou animal, outras medicac6es administradas e se 0
tratamento é profilatico ou terapéutico. Usualmente, o paciente € um
ser humano, mas mamiferos ndo humanos, incluindo mamiferos
transgénicos, também podem ser tratados. Dosagens de tratamento
podem ser tituladas usando métodos de rotina conhecidos por aqueles
versados na técnica para otimizar a seguranca e eficacia.

[000145] Para o tratamento de determinados distarbios com um
anticorpo, a dosagem pode oscilar, por exemplo, de cerca de 0,0001 a
100 mg/kg e, mais preferivelmente, 0,01 a 5 mg/kg (por exemplo, 0,02
mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2 mg/kg, etc.) do
peso do hospedeiro. Por exemplo, as dosagens podem ser de 1 mg/kg
de peso corporal ou 10 mg/kg de peso corporal ou dentro da faixa de

1-10 mg/kg, de preferéncia pelo menos 1 mg/kg. Doses intermediarias
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nas faixas acima também se destinam a estar dentro do escopo da
invencdo. Tais doses podem ser administradas aos individuos
diariamente, em dias alternados, semanalmente ou de acordo com
qualquer outro esquema determinado por meio de analise empirica.
Um tratamento exemplificativo requer administracdo em multiplas
dosagens durante um periodo prolongado, por exemplo, de pelo
menos seis meses. Regimes de tratamento exemplificativos adicionais
requerem a administracdo uma vez a cada duas semanas ou uma vez
por més ou uma vez a cada 3 a 6 meses. Esquemas de dosagem
exemplificativos incluem 1-10 mg/kg ou 15 mg/kg em dias
consecutivos, 30 mg/kg em dias alternados ou 60 mg/kg
semanalmente. Em alguns métodos, dois ou mais sitios de ligacdo a
antigeno com diferentes especificidades de ligacdo sdo administrados
simultaneamente, caso no qual a dosagem de cada um dos sitios de
ligacdo a antigeno administrados cai dentro das faixas indicadas.

[000146] O anticorpo para ligacdo ao epitopo ou peptideo da
invencdo pode ser administrado em mudltiplas ocasifes. Intervalos
entre dosagens uUnicas podem ser semanalmente, mensalmente ou
anualmente. Os intervalos também podem ser irregulares, conforme
indicado por meio de medicao dos niveis sanguineos de polipeptideo-
alvo ou molécula-alvo no paciente. Em alguns métodos, a dosagem é
ajustada para obter uma concentracdo plasmética de polipeptideo de
1-1000 ug/ml e, em alguns métodos, 25-300 pg/ml. Alternativamente, o
anticorpo pode ser administrado como uma formulacdo com liberacéo
sustentada, caso no qual administracdo menos frequente é requerida.
A dosagem e frequéncia variam, dependendo da meia-vida do
anticorpo no paciente. A meia-vida de um anticorpo também pode ser
prolongada via fusdo a um polipeptideo ou porcdo estavel, por
exemplo, albumina ou PEG. Em geral, anticorpos humanizados

mostram a meia-vida mais longa, seguido por anticorpos quiméricos e

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 47/74



42/61

anticorpos ndo humanos. Em uma modalidade, o anticorpo pode ser
administrado na forma ndo conjugada. Em outra modalidade, o
anticorpo pode ser administrado multiplas vezes na forma conjugada.
[000147] A dosagem e frequéncia de administracdo podem variar
dependendo se o tratamento € profildtico ou terapéutico. Em
aplicacbes profilaticas, composi¢cdes compreendendo anticorpos ou
um coquetel dos mesmos sdo administradas a um paciente que néo
sofre do estado doentio ou em um estado pré-doenca para intensificar
a resisténcia do paciente. Tal quantidade € definida como sendo uma
"dose profilaticamente eficaz". Nesse uso, as quantidades precisas
novamente dependem do estado de saude e imunidade geral do
paciente, mas em geral, oscilam de 0,1 a 25 mg por dose,
especialmente 0,5 a 2,5 mg por dose. Uma dosagem relativamente
baixa é administrada em intervalos relativamente ndo frequentes
durante um longo periodo de tempo. Alguns pacientes continuam a
receber tratamento durante o resto de suas vidas.

[000148] Em aplicacbes terapéuticas, uma dosagem relativamente
alta (por exemplo, de cerca de 1 a 400 mg/kg de molécula de ligacao,
por exemplo, anticorpo por dose, com dosagens de 5 a 25 mg sendo
mais comumente usadas para radioimunoconjugados e doses maiores
para moléculas conjugadas de citotoxina-farmaco) em intervalos
relativamente curtos sendo, algumas vezes, requeridas até que
progressdo da doenca seja reduzida ou terminada e, de preferéncia,
até que o paciente mostre alivio parcial ou completo de sintomas da
doenca.

[000149] Agentes terapéuticos podem ser administrados através de
meios parenterais, topicos, intravenosos, orais, subcuténeos, intra-
arteriais, intracranianos, intraperitoneais, intranasais ou
intramusculares para tratamento profilatico e/ou terapéutico. Em

alguns métodos, os agentes sao injetados diretamente em um tecido
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particular onde células de receptor P2X7 nado funcional se
acumularam, por exemplo, injecdo intracraniana. Injecéo intramuscular
ou infus&o intravenosa séo preferidas para administracdo de anticorpo.
[000150] Um anticorpo pode, opcionalmente, ser administrado em
combinacdo com outros agentes que séo eficazes no tratamento do
distarbio ou condi¢cdo que requer tratamento (por exemplo, profilatico
ou terapéutico).

[000151] Em outra modalidade, é proporcionado um kit ou artigo de
fabricacdo incluindo um sitio de ligacdo a antigeno, dominio variavel
de imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv, diacorpo, triacorpo,
proteina de fusdo, conjugado ou composicao farmacéutica, conforme
descrito acima.

[000152] Em outras modalidades, € proporcionado um kit para uso
em uma aplicacdo terapéutica mencionada acima, o kit incluindo:

- um recipiente contendo uma composicao terapéutica na
forma de um ou mais sitios de ligacdo a antigeno, dominio variavel de
imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv, diacorpo, triacorpo,
proteina de fusdo, conjugado ou composicdo farmacéutica;

- um rétulo ou bula com instrugdes para uso.

[000153] Em determinadas modalidades, o kit pode conter um ou
mais de outros principios ou ingredientes ativos para tratamento de um
cancer ou para prevencao de uma complicacao relacionada ao cancer
descrita acima.

[000154] O kit ou "artigo de fabricagcdo"” pode compreender um
recipiente e um rétulo ou bula sobre ou associada ao recipiente.
Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos,
seringas, embalagem blister, etc. Os recipientes podem ser formados
de uma variedade de materiais, tais como vidro ou plastico. O
recipiente contém uma composicao terapéutica a qual é eficaz para o

tratamento da condicdo e pode ter um orificio de acesso estéril (por
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exemplo, o recipiente pode ser um saco de solugéo intravenosa ou um
frasco tendo uma rolha perfuravel por uma agulha de injecéo
hipodérmica). O rotulo ou bula indica que a composigdo terapéutica €
usada para o tratamento da condicdo de escolha. Em uma
modalidade, o rotulo ou bula inclui instru¢des para uso e indica que a
composicao terapéutica pode ser usada para tratar um céancer ou
prevenir uma complicacdo proveniente de cancer.

[000155] O kit pode compreender (a) uma composi¢ao terapéutica; e
(b) um segundo recipiente com um segundo principio ou ingrediente
ativo contido no mesmo. O kit, nessa modalidade da invencao, pode
ainda compreender uma bula indicando que o outro principio ativo
pode ser usado para tratar um distlrbio ou prevenir uma complicacao
proveniente de cancer. Alternativa ou adicionalmente, o kit pode ainda
compreende um segundo (ou terceiro) recipiente compreendendo um
tampédo farmaceuticamente aceitavel, tal como agua bacteriostética
para injecao (BWFI), solucao salina tamponada, solucdo de Ringer e
solucdo de dextrose. Ele pode ainda incluir outros materiais desejaveis
de um ponto de vista comercial e do usuario, incluindo outros tampdes,
diluentes, filtros, agulhas e seringas.

[000156] Em determinadas modalidades, € proporcionado um uso de
um anticorpo conforme descrito aqui para determinar se um individuo
tem um céancer. Em outras modalidades, é proporcionado um uso de
um anticorpo conforme descrito aqui na fabricacdo de meios para
determinar se um individuo tem um cancer. Em outras modalidades, é
proporcionado um método para determinar se um individuo tem
cancer, incluindo a etapa de contato de um tecido do individuo para o
qual o cancer tem de ser determinado com um anticorpo de acordo
com a invencao em condi¢cdes para formacao de um complexo imune
de acordo com a invencédo e determinar se o complexo imune foi

formado, pelo que a formac&o de um complexo imune determina se o
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individuo tem um céancer. O método pode ser operado in vitro ou in
vivo.

[000157] Em uma modalidade, o anticorpo esta na forma de um sitio
de ligacdo a antigeno, dominio variavel de imunoglobulina, Fab, dab,
scFv, diacorpo, triacorpo, proteina de fusdo, conjugado ou composicao
diagnostica conforme descrito acima e detecta a ligacdo do reagente
com os tecidos ou células.

[000158] Para diagnéstico in situ, o sitio de ligacdo a antigeno ou
gualquer parte ativa e funcional do mesmo pode ser administrada ao
organismo a ser diagnosticado através de métodos conhecidos na
técnica tais como, por exemplo, injecdo intravenosa, intranasal,
intraperitoneal, intracerebral, intra-arterial, de modo que uma ligagéo
especifica entre um sitio de ligacdo a antigeno de acordo com a
invencdo com uma regido epitdpica sobre o receptor P2X7; néo
funcional possa ocorrer. O complexo de anticorpo/antigeno pode,
convenientemente, ser detectado através de um rétulo preso ao sitio
de ligacdo a antigeno ou um fragmento funcional do mesmo ou
qualquer outro método de deteccéo conhecido na técnica.

[000159] Os imunoensaios usados em aplicacGes diagnosticas de
acordo com a invencao e conforme descrito aqui contam, tipicamente,
com antigenos rotulados, anticorpos ou reagentes secundarios para
deteccdo. Essas proteinas ou reagentes podem ser rotulados com
compostos geralmente conhecidos por aqueles versados na técnica,
incluindo enzimas, radiois6topos e substancias fluorescentes,
luminescentes e cromogénicas incluindo, mas néao limitado a,
particulas coloridas, tais como globulos de ouro coloidal e latex.
Desses, rotulacéo radioativa pode ser usada para quase todos os tipos
de ensaios e com a maioria das variacdes. Rotulos enzima-conjugados
sao particularmente Uteis quando a radioatividade deve ser evitada ou

qguando resultados rapidos sdo necessarios. Fluorocromas, embora
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requerendo equipamento oneroso para Seu uso, proporcionam um
método de deteccdo muito sensivel. Anticorpos Uteis nesses ensaios
incluem anticorpos monoclonais, anticorpos policlonai e anticorpos
policlonais purificados por afinidade.

[000160] Alternativamente, 0o anticorpo pode ser rotulado
indiretamente através de reacdo com substancias rotuladas que tém
uma afinidade por imunoglobulina, tais como proteina A ou G ou
anticorpos secundarios. O anticorpo pode ser conjugado com uma
segunda substancia e detectado com uma terceira substancia tendo
uma afinidade pela segunda substancia conjugada ao sitio de ligacédo
a antigeno. Por exemplo, o anticorpo pode ser conjugado a biotina e o
conjugado de sitio de ligacdo a antigeno-biotina detectado usando
avidina ou estreptavidina rotulada. Similarmente, o anticorpo pode ser
conjugado a um hapteno e o conjugado de anticorpo-hapteno
detectado usando anticorpo anti-hapteno rotulado.

[000161] Imunoensaios atuais utilizam um método com anticorpo
duplo para deteccdo da presenca de um analito, em que 0 anticorpo é
rotulado indiretamente através de reatividade com um segundo
anticorpo que tenha sido rotulado com um roétulo detectavel. O
segundo anticorpo €, de preferéncia, um que se liga a anticorpos do
animal do qual o anticorpo é derivado. Em outras palavras, se o
anticorpo € um anticorpo de camundongo, entdo, o segundo anticorpo
rotulado € um anticorpo anticamundongo. Para que o0 anticorpo seja
usado no ensaio descrito aqui, o rotulo é, de preferéncia, um globulo
revestido de anticorpo, particularmente um glébulo magnético. Para
que o sitio de ligacdo a antigeno seja empregado no imunoensaio
descrito aqui, o rétulo é, de preferéncia, uma molécula detectavel, tal
como uma substancia radioativa, fluorescente ou
eletroquimioluminescente.

[000162] Um sistema de anticorpo duplo alternativo, frequentemente
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referido como sistemas de formato rapido porque eles sdo adaptados
para determinacdes rapidas da presenca de um analito, também pode
ser empregado dentro do escopo da presente invencdo. O sistema
requer alta afinidade entre o sitio de ligacéo a antigeno e o analito. De
acordo com uma modalidade da presente invencéo, a presenca do
receptor P2X7 néo funcional € determinada usando um par de sitios
de ligacdo a antigeno, cada um especifico para a proteina do receptor
P2X7 . Um dos referidos pares de sitios de ligagdo a antigeno é
referido agqui como um "sitio de ligacdo a antigeno detector" e o outro
do referido par de sitios de ligacdo a antigeno é referido aqui como um
"sitio de ligacdo a antigeno de captura”. O sitio de ligacdo a antigeno
da presente invencdo pode ser usado como um sitio de ligacdo a
antigeno de captura ou como um sitio de ligacdo a antigeno detector.
O sitio de ligagcédo a antigeno da presente invencdo pode também ser
usado como sitio de ligacdo a antigeno de captura e detector, juntos
em um unico ensaio. Uma modalidade da presente invencédo, assim,
usa o0 método de sanduiche de sitio de ligagdo a antigeno duplo para
deteccdo de receptor P2X7 ndo funcional em uma amostra de fluido
bioldégico. Nesse método, o analito (proteina de receptor P2X7; nao
funcional) esta em sanduiche entre o sitio de ligacdo a antigeno
detector e o sitio de ligacdo a antigeno de captura, o sitio de ligacéo a
antigeno de captura sendo irreversivelmente imobilizado sobre um
suporte sélido. O sitio de ligacdo a antigeno detector contera um rétulo
detectavel, de forma a identificar a presenca do sanduiche de sitio de
ligacdo a antigeno-analito e, assim, a presenca do analito.

[000163] Substancias de fase solida exemplificativas incluem, mas
nao estdo limitadas a, laminas de microtitulacédo, tubos de ensaio de
poliestireno, glébulos magnéticos, plasticos ou de vidro e laminas as
quais sado bem-conhecidos na técnica de radioimunoensaio e

imunoensaio enzimatico. Métodos para acoplamento de sitios de
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ligacdo a antigeno a fases solidas sdo também bem-conhecidos por
agueles versados na técnica. Mais recentemente, uma série de
materiais porosos, tais como nailon, nitrocelulose, acetato de celulose,
fibras de vidro e outros polimeros porosos tém sido empregados como
suportes solidos.

[000164] Em outra modalidade, é proporcionada uma composicao
diagndstica incluindo um sitio de ligacdo a antigeno, dominio variavel
de imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv, diacorpo, triacorpo,
proteina de fusdo ou conjugado conforme descrito acima, um diluente
e opcionalmente um roétulo.

[000165] E preferido que o anticorpo a ser empregado em uma
composicdo diagnéstica seja detectavelmente rotulado. Esta
disponivel uma variedade de técnicas para rotulacdo de biomoléculas,
as quais sdo bem-conhecidas por aqueles versados na técnica e sao
consideradas como estando dentro do escopo da presente invencgao.
Existem muitos rotulos diferentes e métodos de rotulacdo conhecidos
por aqueles versados na técnica. Exemplos dos tipos de rétulos os
guais podem ser usados na presente invencao incluem enzimas,
radioisétopos, metais coloidais, compostos fluorescentes, compostos
quimioluminescentes e compostos bioluminescentes.

[000166] Rotulos comumente usados compreende, inter alia,
fluorocromos (tais como fluoresceina, rodamina, Texas Red, etc.),
enzimas (tais como peroxidase de rabano, p-galactosidase, fosfatase
alcalina), isotopos radioativos (tais como 32P ou 125l), biotina,
digoxigenina, metais coloidais, compostos guimio- ou
bioluminescentes (tais como dioxetanos, luminol ou acridinios).
Procedimentos de rotulagao, tais como acoplamento de enzimas ou
grupos biotinila, iodinacdes, fosforilactes, biotinilacdes, etc. sdo bem-
conhecidos na técnica.

[000167] Métodos de deteccdo compreendem, mas nao estdo
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limitados a, autorradiografia, microscopia por fluorescéncia, reacoes
enzimaticas diretas e indiretas, etc. Ensaios de deteccdo comumente
usados compreendem métodos radioisotépicos ou nao radioisotopicos.
Esses compreendem, inter alia, Western blotting, ensaios de
sobreposicéo, RIA (Radio Immuno Assay - Radioimunoensaio) e IRMA
(Immune Radioimmunometric Assay - Ensaio Radioimunométrico
Imune), EIA (Enzyme Immuno Assay - Imuno Ensaio Enzimatico),
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - Ensaio de
Imunoabsorcdo Enzimatica), FIA (Fluorescent Immuno Assay - Ensaio
Imuno Fluorescente) e CLIA (Chemioluminescent Immune Assay -
Ensaio Imune Quimioluminescente).
[000168] Em outra modalidade, é proporcionado um kit ou artigo de
fabricacdo incluindo um sitio de ligacdo a antigeno, dominio variavel
de imunoglobulina, anticorpo, Fab, dab, scFv, diacorpo, triacorpo,
proteina de fusdo, conjugado ou uma composicdo diagndstica,
conforme descrito acima.
[000169] Em outras modalidades, € proporcionado um kit para uso
em uma aplicacdo diagnoéstica mencionada acima, o kit incluindo:

- um anticorpo de acordo com a invengéo e opcionalmente:

- um peptideo de acordo com a invencao;

- um rétulo ou bula com instrucdes para uso.
[000170] O kit ou "artigo de fabricagcdo"” pode compreender um
recipiente e um roétulo ou bula sobre ou associada ao recipiente.
Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos,
seringas, embalagem blister, etc. Os recipientes podem ser formados
de uma variedade de materiais, tais como vidro ou plastico. O
recipiente contém uma composicdo diagnoéstica a qual € eficaz para
deteccdo de cancer e pode ter um orificio de acesso estéril (por
exemplo, o recipiente pode estar em um saco de solug&o intravenosa

ou um frasco tendo uma rolha perfuravel por uma agulha de injecéo
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hipodérmica). O rotulo ou bula indica que a composi¢cdo diagnostica é
usada para a deteccao da condicdo de escolha. Em uma modalidade,
o rétulo ou bula inclui instru¢des para uso e indica que a composi¢cao
diagndstica pode ser usada para detectar um cancer.

[000171] O kit pode compreender (a) uma composicao diagndstica; e
(b) um segundo recipiente com um segundo agente diagndstico ou um
segundo rotulo contido no mesmo. Ele pode ainda incluir outros
materiais desejaveis de um ponto de vista comercial ou do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, etc.

Exemplo 1. Determinacdo de um modelo tridimensional de receptor

P2X7 nao funcional para identificar epitopos putativos para ligacdo de

anticorpo
[000172] A estrutura monomérica do P2X; foi baseada no

modelamento realizado por Hansen et al. 1998 (Hansen, M.A., Barden,
J.A., Balcar, V.J., Keay, K.A., Bennett, M.R. (1997) Biochem. Biophys.
Res. Commun. 236, 670-675 - Structural Motif and Characteristics of
The Extracellular Domain of P2X Receptors), no qual a homologia
estrutural foi determinada entre subtipos de P2X. Homologia estrutural
adicional foi obtida com a estrutura de transferase de Ser no banco de
dados PDB, conforme aplicado ao maior dos dois dominios
extracelulares identificados em Hansen supra.

[000173] Esse modelo se tornou a base para a identificacdo de
residuos cruciais para ligacdo de ATP. Esses residuos identificados
foram alterados para Ala usando mutagénese de sitio dirigida e os
receptores com mutacao foram expressos em células HEK para fins de
medicao da func&o do canal/poro P2X7.

[000174] Os residuos criticos que se descobriu serem
individualmente responsaveis pela perda de funcdo em virtude da
incapacidade de ligacdo de ATP ao receptor expressao foram, entao,

mapeados em diferentes lados do modelo do grande dominio
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extracelular. Como um exemplo, Arg 307 e Lys 311 (de SEQ ID No: 1)
estavam sobre um lado do ECD, enquanto que Lys193, Arg 294, His
201 e Phe 275 (de SEQ ID No: 1) estavam sobre o outro lado do ECD
em uma distancia de aproximadamente 30 Angstroms.

[000175] Essa descoberta sugeriu que a montagem de mondmeros
requeria associagdo intima em trés dimensfes entre os diferentes
agrupamentos de aminoacidos essenciais. Modelamento de um
trimero no qual os residuos estavam préximos no espaco
conformacional resultou em um modelo no qual os alvos epitdpicos
sobre mondémeros adjacentes foram sugeridos.

[000176] Observou-se que a regiao de 200 a 216 de SEQ ID No: 1
(aqui E200) esta exposta no P2X7 nao funcional, uma vez que apenas
aqueles receptores nao funcionais podiam se ligar a um anticorpo
estimulado contra E200. Observou-se também que a regido de 297 a
313 de SEQ ID No: 1 (aqui E300) esta exposta em P2X7 ndo funcional,
uma vez que apenas aqueles receptores nao funcionais podiam se
ligar a um anticorpo estimulado contra E300. De acordo com nossa
modelagem, esses epitopos sdo adjacentes no espaco conformacional
no modelo trimérico montado.

[000177] Para testar a precisdo do modelo do receptor montado,
embora desconhecido através de difracdo por raios X por meio de
andlise de RMN, um modelo da interface consistindo em residuos
expostos capazes de se ligar a um anticorpo especifico para a forma
nao funcional do receptor foi projetado. Elementos das regibes E200 e
E300 presentes sobre faces monoméricas adjacentes foram
selecionados e espacados de acordo com o modelo, esse
espacamento sendo, idealmente, de 10 Angstroms. A orientacdo e
espacamento da interface proposta acessivel em receptores nao
funcionais foi a base para a construcdo do alvo peptidico composto

descrito abaixo.
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[000178] A apresentacao da regiao E200 ocorre apenas quando o
residuo Pro210 (de SEQ ID No: 1) esta em cis. Bloqueio desse residuo
em trans resulta em anticorpos incapazes de ligacdo ao receptor, uma
vez que a regido E200 ndo é exposta. Bloqueio de Pro 210 em trans é
consistente com a estrutura pertencente a receptores funcionais.
Receptores funcionais tém uma conformacao Unica (exclusiva). Todos
os residuos expostos sobre a superficie de residuos funcionais séo
capazes de contribuir com epitopos que sao idealmente evitados se
anticorpos especificos tém de ser estimulados para se ligar a
receptores nao funcionais para aplicacées que incluem objetivacao
terapéutica de receptores nado funcionais que ndo reagem
cruzadamente com receptores funcionais. Quando Pro 210 estd em
trans, entdo, os residuos na regido E200 estdo ocultos para ligacdo de
anticorpo pela formacéo correta do sitio de ligacdo a ATP formado
pelo engolfamento correto dos monémeros de P2X;. Apenas em cCis
esses residuos estdo expostos aos anticorpos seletivos capazes de
diferenciar entre trimeros funcionais e ndo funcionais. Os anticorpos
desenvolvidos contra os trimeros nado funcionais que objetivam a
interface monomérica e se ligam a residuos sobre ambas as faces
opostas podem ser descritos como ligantes trimero-especificos, uma
vez gque ligacdo aos monbmeros é reduzida aproximadamente 50
vezes.

Exemplo 2. Design de Peptideo

[000179] Selecéo especifica do peptideo composto que forma uma
interface acessivel entre mondémeros nos receptores P2X; néo
funcionais envolvia reducdo dos comprimentos de cada uma das
regides E200 e E300 de forma a selecionar anticorpos capazes de
ligacdo em ponte entre monémeros com relacdo aqueles selecionados
para ligacdo a uma ou outra face monomérica, isto €, E200 ou E300.

Por essa razéo, a regido E200 foi reduzida, quanto ao comprimento,

Peticéo 870190140609, de 27/12/2019, pag. 58/74



53/61

de 200-216 para 200-211 (de SEQ ID No: 1), uma regido ainda capaz
de ligacdo simultdanea de dois anticorpos e a regido E300 foi ainda
reduzida de 297-313 para 296-306 (de SEQ ID No: 1) para favorecer
ligacdo em ponte de anticorpos E200 e E300 ao invés de ligacao
unicamente a E200 ou E300. A presenca dos residuos 211 e 296 (de
SEQ ID NO: 1) foi projetada para complementar os residuos AG
também adicionados para espacamento requerido para separar
apropriadamente as regioes no espaco conformacional. A redugc&o nos
comprimentos individuais das regides E200 e E300, combinado com o
espacamento apropriado, conforme deduzido a partir do modelo-guia,
o resultado de 10 anos de trabalho, excluia a formacgao de anticorpos
gue provavelmente abrangiam residuos muito grandemente separados
sobre o receptor, levando a distorcdo e perda comensuravel de
afinidade.

[000180] Um peptideo compésito na forma de uma sequéncia de
GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK foi preparado através de sintese
em fase sdlida de acordo com técnicas padrées e conjugado usando
um ligante de Maleimidocaproil-N-Hidroxi-succinimida (MCS).

Exemplo 3. Geracdo de anticorpos monoclonais

3.1 Metodologia

[000181] Camundongos foram inoculados com varios peptideos
compostos, conforme descrito acima, na forma de 200/300-peptideo
conjugado a toxoide de difteria. Um peptideo tinha a sequéncia:
GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK. Antes do reforco final, os
animais sofreram triagem com relacdo a atividade e os melhores
animais receberam um reforgo, entdo, foram sacrificados e o baco
removido. Células de baco foram isoladas e fundidas a linhagem de
célula parceira de fusdo Sp2/0 em uma propor¢cdo de ndo menos do
que 1:2 e ndo mais do que 1:5, dependendo do formato usado. Células

de baco restantes foram cultivadas em meio durante 3 dias e o
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sobrenadante mantido para uso como um controle positivo no sistema
de ensaio.

[000182] Fusdo 1 - Compdésito E200/E300, usando laminas com 96
pocos, 1 lamina com camadas alimentadoras de macrofago, outras 4
com meio condicionado apenas.

[000183] As laminas com macrofago foram numeradas 5 e 10.
Procedimentos de Hibridizac&o

[000184] 1. Fazer um tubo de fusdo 1 até 50 ml com EBSS,
centrifugar a 600 rpm durante 8 min.

[000185] 2. Remover o sobrenadante do tubo 1, + 10 ml de EBSS,
misturar, + 15 ml de EVSS.

[000186] Tubo de fuséo 2, etapa 1.

[000187] Centrifugar os tubos 2 & 3 a 600 rpm durante 8 min.

[000188] 3. Tubo de fusao 2 conforme para a etapa 2, tubo de fuséo
3 conforme para a etapa 1.

[000189] Centrifugar os tubos 2 & 3 a 600 rpm durante 8 min.
[000190] 4. Tubo de fusdo 1, remover o sobrenadante e sacudir 0
tubo para soltar o pélete.

[000191] Configurar o timer para 8 min.

[000192] Adicionar 0,8 ml de mistura de PEG em uma pipeta de 1 ml,
gota a gota durante 1 min, misturando suavemente.

[000193] Transferir o tubo para um banho de agua durante 1 min.
[000194] Adicionar 1 ml de tampao de hepes, em uma pipeta de 1
ml, gota a gota durante 1 min, misturando suavemente.

[000195] Adicionar 20 ml de tampao de hepes, gota a gota a partir de
uma pipeta de 10 ml, durante 5 min, misturando suavemente.

[000196] 5. Tubo 3 conforme para a etapa 2, entdo, centrifugar os
tubos 1 & 3 juntos.

[000197] 6. Tubo 2 conforme a etapa 4.

[000198] 7. Tubo 1, remover o sobrenadante, adicionar 10 ml de Isc
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(+ FBSI a 20%) +/- HAT. Ressuspender, adicionar mais 30 ml.
[000199] 8. Centrifugar os tubos 1 & 2 juntos.

[000200] 9. Tubo 3 conforme para a etapa 4.

[000201] 10. Tubo 1; remover sobrenadante, ressuspender em 10 ml
de Isc (+ FBSI a 20%) + HAT e carregar 0,05 ml por poco para o
formato de 24 pocos ou ressuspender em 40 ml e carregar 0,1 por
poco para o formato de 96 pocos. Carregar 0,05 ml por poco das oito
primeiras bandejas - 24 pocos, 0,1 ml por poco para as primeiras 4
bandejas - 96 pocos.

[000202] 11. Tubo 2 conforme para a etapa 7, tubo 3 conforme para
a etapa 4, continuar o processo até que todos os tubos estejam
carregados nas bandejas.

ELISAS

[000203] Epitopos foram revestidos a uma lamina de PVC (cloreto de
polivinila) e usados para capturar anticorpos dos sobrenadantes de
célula. Desconhecidos foram comparados com um controle positivo e
negativo.

[000204] EP200/300 com proteina veiculo BSA presa foi usado para
revestir laminas ELISA para testagem.

Testagem de Sobrenadante

[000205] Conforme os pocos se tornam confluentes, remover tudo,
exceto 0,05 ml de meio para um tubo de amostra ou lamina.

e Testar com relacdo a producdo de anticorpo, positivos
expandidos, descartar os negativos.

e Expandir em frascos de 25 cm contendo 2 ml de meio e
deixar de pé.

e Expandir para 4 ml, 2 x 4 ml, 2 x frascos de 75 cm (12 ml).
Expandir o volume para 30 ml/frasco. Estoques foram congelados
guando confluentes.

¢ Retestar os sobrenadantes quando de congelamento.
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Protocolo padrdo usado para todos os ensaios ELISA

e Epitopos revestidos em uma concentracdo de 1 ug/ml,
diluido em PBS, 50 ul/poco - agitador em TA durante a noite.

e Pocos enxaguados com PBS (sem Ca/Mg).

e Pocos bloqueados 1 hora com ovalbumina a 0,1% em
PBS, 200 pl/poco.

e Enxaguar em PBS.

e Sobrenadantes a sofrer triagem (em duplicatas), 50
ul/poco - agitador durante 2 horas em TA.

e Enxaguar 3x em PBS.

e Anticorpo de coelho anti-HRP de camundongo, 1/1000 em
bloco, 50 ul/poco - agitador durante 1,5 hora em TA.

e Enxaguar 4 x em PBS.

e Substrato Sigma ABTS (sal de diaménio de acido 2,2' -
Azino - bis (3 - Etilbenztiazolina - 6 -) a 1,1 mg/ml em Citrato a 0,05 M
+ 2 ul de Perdxido de hidrogénio/10 ml para ativar - fazer fresco.

e Adicionar ABTS as pocos durante 20 min, 100 pl/poco,
cessar com 25 pul/poco de &cido oxalico a 5%.

e Ler em um comprimento de onda de teste de

405/referéncia de 490 nm.

3.2 Resultados

[000206] O rendimento foi muito baixo em todas as laminas, exceto
aguelas contendo macrofagos. Trés ciclos de triagem por ELISA
identificaram 37 clones que secretam uma especificidade contra o
peptideo composto. Muitos desses clones morreram ou pararam de
secretar. Aqueles que sobreviveram foram expandidos e congelados
em ampolas. Sorologia, incluindo reatividade cruzada com E200 e
E300, foi determinada no Exemplo a seguir.

Exemplo 4. Caracterizacao soroldgica de anticorpos
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[000207] Anticorpos estimulados contra o peptideo composto
sofreram triagem contra peptideos tendo a sequéncia das regides
E200 ou E300. Embora capazes de se ligar a esses alvos, 0s
anticorpos foram identificados como tendo ligacdo preferida pelo
peptideo composto.

4.1 Testagem de Reatividade Cruzada

[000208] Os anticorpos gerados a partir do Exemplo 3 sofreram
triagem usando ELISA, conforme descrito acima, contra o peptideo
composto (COMP), U140 (um peptideo tendo uma sequéncia de um
epitopo que é encontrado sobre receptores funcionais e nao
funcionais), 200 (um peptideo tendo a sequéncia da regido E200), 300
(um peptideo tendo a sequéncia da regido E300) e U80 (um peptideo
tendo uma sequéncia de um epitopo que é encontrado sobre
receptores funcionais e nao funcionais). Os resultados sdo mostrados
na tabela a seguir e na figura 9.

[000209] A reatividade cruzada do U80 é provavelmente em virtude
da tag DT, uma vez que os animais foram imunizados com DT e U80
usado no ELISA tinha a tag DT.
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20 min  T/C supn BSA COMP U140 200 300 u80
2A11 0,125 0,137 3,625 3,602 0,17 0,508 0,138 0,194 0,144 0,186 0,181 0,154
2F6 0,236 0,26 1,332 1,323 1,615 1,612 1,371 1,402 1,405 1,411 1,133 0,922
3D6 0,326 0,335 1,293 1,219 1,563 1,427 1,014 1,037 1,123 1,109 0,99 1,079
4F5 0,122 0,121 3,265 3,503 0,141 0,139 0,127 0,124 0,155 0,139 0,132 0,143
Comp 5C5 0,12 0,122 0,163 0,166 0,155 0,162 0,14 0,145 0,143 0,146 0,158 0,182
5C8 0,155 0,157 0,256 0,27 0,315 0,304 0,234 0,214 0,241 0,244 0,378 0,404
5D5 0,122 0,121 0,814 0,801 0,136 0,132 0,133 0,137 0,132 0,126 0,133 0,137
5F3 0,125 0,123 3,531 3,57 0,165 0,157 0,139 0,175 0,149 0,146 0,152 0,223
S5F5 0,292 0,283 1,013 1,04 1,155 1,215 093 0,832 0,9/8 0,903 1,034 1,049
Isc 0,126 0,122 0,144 0,114 0,142 0,164 0,129 0,128 0,128 0,179 0,15 0,49
Comp +ve 0,163 0,165 3,607/ 3,613 3,62 3,59 2,6/8 2501 2,707 2916 3,597 3,565
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MEIOS

Comp

2A11
2F6
3D6
4F5

5C5
5C8
5D5
S5F3
S5F5

Isc
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Comp +ve

BSA
0,131
0,248
0,331
0,122
0,000

0,121
0,156
0,122
0,124
0,288
0,124

0,164

Comp
1,881
0,796
0,814
1,693
0,000

0,143
0,207
0,458
1,827
0,648
0,133

1,886

U140
3,614
1,328
1,256
3,384
0,000

0,165
0,263
0,808
3,551
1,027
0,129

3,610

200
1,886
1,469
1,391
1,822
0,000

0,161
0,293
0,469
1,868
1,098
0,128

3,617

300
0,339
1,614
1,495
0,140
0,000

0,159
0,310
0,134
0,161
1,185
0,153

3,605

u8o0
0,323
1,492
1,221
0,133
0,000

0,151
0,269
0,133
0,148
1,073
0,147

3,134
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Exemplo 5. Ligacdo de anticorpo monoclonal 2F6 ao P2X; nao

funcional sobre células tumorais vivas

[000210] Os anticorpos da invencéo foram analisados com relacéo a
ligacdo a linhagens de células tumorais humanas expressando o
receptor P2X; ndo funcional e células hematopoiéticas humanas
expressando o receptor P2X; funcional através de analise por
(Fluorescence Activated Cell Sorter - FACS). A Tabela 6 resume a
ligacdo de um anticorpo monoclonal (MAb), 2F6, a essas células.
Andlise por FACS demonstrou a ligacdo do MAb 2F6 a linhagem de
célula de tumor de prostata PC3, com uma intensidade média de
fluorescéncia (MFI) de 334,62 comparado com uma MFI de 27,87 para
0 anticorpo de controle negativo. Ligacdo do MAb 2F6 a linhagem de
célula de tumor de mama MCF-7 também foi observada, embora mais
fraca (MFIs de 160,3 e 50,4 para 2F6 e controle 3D6,
respectivamente). Contudo, virtualmente nenhuma ligacdo foi
detectada aos linfécitos humanos testados (Tabela 6). A figura 8 ilustra
os resultados de subsequentes experimentos de andlise FACS e
demonstra, similarmente, a ligacdo de MAb 2F6 a linhagem de célula
de tumor de préstata PC3 e a linhagem de célula de tumor de mama

MCF-7, mas ndo a amostra de linfécito humano.
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Tabela 6. Analise por FACS de ligacao de MAb 2F6 a linhagens de

célula de tumor e linfécitos humanos

Linhagem de célula

de tumor de préstata

Linhagem de célula

de tumor de mama

Linfécitos humanos

PC3 MCF-7
MAb Intensidade | Percentu | Intensidade | Percentu | Intensidade | Percentu
Média de al de Média de al de Média de al de
Fluorescén | células | Fluorescén | células | Fluorescén | células
cia (MFI) |positivas| cia (MFI) |positivas| cia (MFI) |positivas
IgM 27,87 1 50,40 0 17,68 0
Controle
Negativo
(3D6)
HLA (W6/32) NT* NT 1667,92 87 3897,33 100
Controle
Positivo
2F6 334,62 47 160,30 5 22,34 1

* Nao testado

[000211]

Ser4 entendido que a invencdo descrita e definida no

presente relatorio descritivo se estende a todas as combinacdes de

duas ou mais caracteristicas individuais mencionadas ou evidentes a

partir do texto ou desenhos. Todas essas diferentes combinacdes

constituem varios aspectos alternativos da invencao.
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REIVINDICACOES
1. Peptideo, caracterizado pelo fato de que possui a
férmula (A)(Xn)(B), em que o peptideo possui a seguinte sequéncia:
GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK (SEQ ID NO: 10).
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FIG. 1

61

121

181

241

MPACCSCSDV FQYETNKVTR IQSMNYGTIK WFFHVIIFSY VCFALVSDKL YQRKEPVISS -

VHTKVKGIAE VKEEIVENGV KKLVHSVFDT ADYTFPLQGN SFFVMTNFLK TEGQEQRLCP

EYPTRRTLCS SDRGCKKGWM DPQSKGIQTG RCVVHEGNQK TCEVSAWCPI EAVEEAPRPA

LLNSAENFTV LIKNNIDFPG HNYTTRNILP GLNITCTFHK TQNPQCPIFR LGDIFRETGD

NFSDVAIQGG IMGIEIYWDC NLDRWFHHCR PKYSFRRLDD KTTNVSLYPG YNFRYAKYYK

301 ENNVEKRTLI KVFGIRFDIL VFGTGGKFDI IQLVVYIGST LSYFGLAAVF IDFLIDTYSS

361 NCCRSHIYPW CKCCQPCVVYN EYYYRKKCES IVEPKPTLKY VSFVDESHIR MVNQQLLGRS

421 LQDVKGQEVP RPAMDFTDLS RLPLALHDTP PIPGQPEE!Q LLRKEATPRS RDSPVWCQCG

481 SCLPSC.!LF"ES HRCLEELCCR KKPGACITTS ELFRKLVLSR HVLQFLLL»Y Q EPLLALDVDS
541 TNSRLRHCAY RCYATWRFGS QDMADFAILP SCCRWRIRKE FPKSEGQYSG FKSPY
(SEQ ID NO: 1)

FIG. 2

HNYTTRNIL (SEQ 1D NO: 2)

FIG. 3

GHNYTTRNIL (SEQ ID NO: 3)
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FIG. 4

DFPGHNYTTRNIL (SEQ ID NO:4)

FIG. 5

1 MPACCSCSDV FQYETNKVTR IQSMNYGTIK WFFHVIIFSY VCFALVSDKL YQRKEPVISS
61 VHTKVKGIAE VKEEIVENGV KKLVHSVFDT ADYTFPLQGN SFFVMTNFLK TEGQEQRLCP
121 EYPTRRTLCS SDRGCKKGWM DPQSKGIQTG RCVVHEGNQK TCEVSAWCP| EAVEEAPRPA

181  LLNSAENFTV LIKNNIDFPG HNYTTRNIL

(SEQ ID NO:5)

FIG. 6
KTTNVSLYPGYNFRYAKYYKENNVEKRTLIKVFGIRFDILVFGTGGKFD
(SEQ ID NO: 6)

FIG. 7
KYYKENNVEKRTLIKVF
(SEQ ID NO: 7)

FIG. 7a
GHNYTTRNILP

(SEQ ID NO: 8)



FIG. 7b

AKYYKENNVEK

(SEQ ID NO: 9)

FIG. 7c
GHNYTTRNILPGAGAKYYKENNVEK

(SEQ ID NO: 10).
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