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ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-RhD, METODO PARA PRODUCAO DE UM
ANTICORPO, COMPOSIGAO FARMACEUTICA

[001] A invencdo se refere a um anticorpo direcionado

contra o antigeno Rhesus D (anticorpo anti-RhD).
Fundamentos da invencao

[002] “Rhesus positivo” ou “Rh-positivo” & o termo
comumente dado a individuos cujas células sanguineas de série
vermelha sdo aglutinadas por aloanticorpos direcionados contra
o antigeno D (um dos antigenos do sistema RH), enguanto
“Rhesus negativo” ou “Rh-negativo” se refere a individuos
cujas células sanguineas de série vermelha ndo sdo aglutinadas

por ditos aloanticorpos.

[003] Doenca hemolitica do recém-nascido ¢ devido, na
maioria dos casos, a presenca de aloanticorpos anti-RhD em uma
mde Rh-negativa (aloimunizacdo contra outros antigenos do
sistema Rh é muito mais raro) gque, em um feto Rh-positivo,
causa anemia hemolitica requerendo ou transfusdes sanguineas
intrauterinas ou transfusdo de troca no nascimento em casos

Severos.

[004] Aloimunizacdo da mde geralmente ocorre durante um
nascimento anterior quando células sanguineas de série
vermelha do feto entram na circulacdo materna, induzindo

imunizacdo se o feto é Rh-positivo.

[005] Prevencdo de doenca hemolitica do recém-nascido
consiste na administracdo em uma mie Rh-negativa de uma
injecdo de anticorpos anti-RhD imediatamente apds o parto ou

aborto espontaneo ou provocado.

[006] Os anticorpos anti-Rhesus geralmente utilizados para
esse propdsito sdo imunoglobulinas policlonais derivadas de
doadores voluntadrios Rhesus-negativo imunizados varias vezes

contra células sanguineas de série vermelha Rh-positivas.
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[007] Isso se apresenta como problema, primeiro em relacdo
a necessidade de um numero suficiente de doadores para suprir
a demanda, e segundo devido aos riscos de contaminacdo por
virus e outros patdgenos que podem estar presentes nas
preparacdes de imunoglobulina obtidas a partir do sangue de

doadores wvoluntérios.

[008] Enquanto varios anticorpos anti-RhD monoclonais foram
produzidos para substituir os anticorpos policlonais, nenhum
Jj& estd disponivel para uso clinico (Sibéril et al., Clinical
Immunology, 2006, 118:170-179).

[009] O clone T125 produzido por células de mieloma de rato
YB2/0 (conhecido como o <clone T125 YB2/0), descrito por
Sibéril et al., supra (e pedido de patente W02001/77181) foi
um candidato promissor, porém pode ser relativamente instéavel

devido a rearranjos intramoleculares.

Sumario da invenciao

[0010] Os inventores desenvolveram agora um anticorpo
monoclonal anti-RhD inédito que apresenta estabilidade

melhorada.

[0011] Dito anticorpo, que é uma imunoglobulina IgGl, contém
uma cadeia pesada codificada pela sequéncia nucleotidica SEQ
ID No. 1. Mais particularmente, o} anticorpo é uma
imunoglobulina IgGl tetramérica composta por duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves, a cadeia pesada comprendendo a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 2, e a cadeia leve

compreendendo a sequéncia de aminocédcidos SEQ ID No. 4.

[0012] Nessa descricdo dito anticorpo pode ser designado

como anticorpo R593.
[0013] O anticorpo R593 foi obtido através de mutacdo do

anticorpo R297, derivado do clone T125 A2 clone produzido por

linfécitos B transformados por EBV. Como o anticorpo R297, o
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anticorpo R593 é um IgGl tetramérico composto de duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves dque contém 32 residuos de
cisteina formando 16 pontes dissulfidicas, dentro da cadeia
pesada (4 por cadeia), dentro da cadeia leve (2 por cadeia) e
entre as cadeias (4 por cadeia). O anticorpo R593 da invencéo
difere do anticorpo R297 por um residuo de fenilalanina no
lugar de um residuo de cisteina na posicdo 68 da cadeia

pesada.

[0014] A especificidade de antigeno deste é t&o boa quanto,
e a estabilidade ¢é melhorada, devido ao fato de rearranjos

intramoleculares indesejados nédo serem mals possiveis.

[0015] Outro objeto da invencéao é uma composicao
farmacéutica compreendendo dito anticorpo, em combinacdo com

excipientes farmaceuticamente aceitéveis.

[0016] Preferencialmente, a composicdo compreende um tampéo
citrato.
[0017] Vantajosamente, ela pode compreender um poliol como

um excipiente, ex. manitol.

[0018] Mais preferencialmente, ela compreende um surfactante

nédo idénico.

[0019] Uma composicao particularmente preferencial
compreende o anticorpo associado com um tampdo citrato 30 mM,
pH 6,5, polisorbato 80, manitol, e ©NaCl. Por exemplo, a
composicdo compreende um tampdo citrato 30 mM, pH 6,5, 400 ppm
de polisorbato 80, 17g/L de manitol, e 3,25 g/L de NaCl. Outra
composicdo compreende um tampdo citrato 30 mM, pH 6,5, 301 ppm
de poloxdmero 188, 17 g/L de manitol e 3,25 g/L de NaCl.

Descrigao detalhada da invencgao

[0020] Produg¢do de anticorpo
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[0021] O anticorpo monoclonal da invencdo pode ser produzido
através de qualgquer método conhecido por alguém versado na
arte, por exemplo, através de recombinacdo em uma célula
hospedeira, transformada com um ou mais vetores permitindo a
expressdo e/ou secrecdo de sequéncia nucleotidicas codificando
a cadeia pesada ou a cadeia leve do anticorpo. O vetor
geralmente contém um promotor, sinais inicio e término de
traducdo, e regides regulatdrias transcricionais apropriadas.
Ele ¢é estavelmente mantido na célula hospedeira e pode
opcionalmente possuir sinais especificos para secrecdo da
proteina traduzida. Esses diferentes componentes sao
selecionados e otimizados por alguém versado na arte de acordo

com a célula hospedeira utilizada.

[0022] Um objeto particular da invencdo é, portanto, um
dcido nucléico codificando a cadeia pesada de um anticorpo,
dita cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoadcidos
SEQ ID No. 2.

[0023] Outro objeto da invencdo é um vetor de expressido, por
exemplo, um vetor viral ou plasmidial, compreedendo um &cido
nucléico tal como definido aqui. O vetor pode replicar de
maneira autdnoma na célula hospedeira escolhida, ou ele pode
ser um vetor integrativo para a célula hospedeira em questédo.
Também Util é um vetor de expressdo compreendendo um &acido
nucléico codificando a cadeia leve do anticorpo. Qutro objeto
da invencdo é um vetor de expressdo compreendendo um &cido
nucléico codificando a cadeia pesada e a cadeia leve do

anticorpo, tal como definido aqui.

[0024] Tais vetores sdo preparados através de métodos
familiares a alguém versado na arte, e os clones resultantes
podem ser introduzidos em uma célula hospedeira apropriada
através de métodos padréo, tais Como lipofeccéo,
eletroporacdo, uso de agentes policatidnicos, chogque térmico,

ou métodos guimicos.
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[0025] Outro objeto da invencdo ¢é uma c¢élula hospedeira
transfectada com dito vetor ou vetores. A célula hospedeira
pode ser selecionada dentre sistemas procaridticos ou
eucaridticos, por exemplo, células bacterianas, porém também,
células de levedura ou células animais, em particular células
de mamifero. Células de 1inseto ou células de plantas podem

também ser utilizadas.

[0026] Em outro aspecto, a invencdo apresenta como objeto um
método para producdo de um anticorpo da invencdo, dito método
contendo as seguintes etapas: a) cultivar em meio de cultura e
condicdes apropriados uma célula hospedeira expressando uma
cadeia pesada e uma cadeia leve tal como definido aqui; e b)
recuperar os ditos anticorpos entdo produzidos a partir de

meio de cultura ou a partir de ditas células cultivadas.

[0027] Um exemplo particular de um método de producdo é
produzir em uma célula de inseto, como descrito, por exemplo,
no pedido de patente internacional WO 96/07740. Para esse fim,
um cassete de expressido é utilizado comprendendo uma sequéncia
codificando a regido vwvariavel da cadeia leve do anticorpo
monoclonal, ou uma sequéncia codificando a regido varidvel da
cadeia ©pesada do anticorpo monoclonal, dita sequéncia é
colocada sob o controle transcricional de um promotor

apropriado, por exemplo, um promotor de baculovirus.

[0028] Exemplos de promotores de baculovirus incluem os
promotores de polihedrina e P10 dos baculovirus AcMNPV ou
SIMNPV, ou derivativos de promotores de baculovirus, compostos
de promotores sintéticos ou recombinantes, obtidos a partir de

um promotor de baculovirus, e funcionais em células de inseto.

[0029] A presente invencéao também prové vetores
recombinantes, compreendendo pelo menos um cassete de
expressdo tal como definido aqui acima; nesse contexto, a
presente invencéao engloba em particular baculovirus

recombinantes permitindo a expressdo do anticorpo R593, assim
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como plasmideos de transferéncia permitindo a construgdo dos

ditos baculovirus recombinantes.

[0030] Para permitir a expressido simultinea da cadeia pesada
(cadeia H) e da cadeia leve (cadeia L) e sua reassociacdo para
formar a molécula de anticorpo recombinante, alguém pode
utilizar dois cassetes em um mesmo vetor de expressdo. Desse
modo, por exemplo, um baculovirus duplamente recombinante pode
ser preparado no dqual a sequéncia codificando cada uma das
cadeias H e L estd sob o controle de um promotor forte. Para

esse fim, alguém pode seguir as etapas abaixo:

[0031] Dois ©plasmideos de transferéncia sdo preparados

separadamente, um para a cadeia H, e um para a cadeia L;

[0032] Células de inseto sdo entdo co-transfectadas com o
DNA dos vetores de transferéncia entdo construidos e o DNA de
um baculovirus. Essa co-transfeccdo acontece em duas etapas: o
plasmideo de transferéncia contendo o cassete de expressio
para o gene de cadeia leve flanqueado pelas regides ao redor
do gene da polihedrina de baculovirus selvagem ¢é utilizado,
com o DNA de baculovirus AcMNPV selvagem, para co-transfectar
as células de 1inseto em cultura. Através de recombinacdo
homéloga entre o DNA viral e plasmidial, as sequéncias
codificando a cadeia leve da imunoglobina recombinante séo

transferidas para o genoma viral.

[0033] Apds replicacéo do DNA viral nas células
transfectadas, alguém depoils conduz selecdo dos Dbaculovirus
recombinantes gque integraram a sequéncia da cadeia 1leve da

imunoglobulina recombinante.

[0034] Em uma etapa subsequente, as células sdo co-
transfectadas com o DNA do Dbaculovirus recombinante obtido
acima, e com aquele do plasmideo de transferéncia contendo o
cassete de expressdo carregando o gene codificando a cadeia
pesada do anticorpo recombinante flanqueado pelas regides em

torno do gene P10 de Dbaculovirus. Através de recombinacédo
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homéloga, como antes, o gJgene da cadeia pesada é transferido

para o DNA viral.

[0035] Virus duplamente recombinantes capazes de produzir
simultaneamente uma cadeia leve e cadeia pesada de

imunoglobulina sdo entdo selecionados.

[0036] Outro exemplo de um método de producdo é a utilizacéo
de um vetor de expressdo viral ou plasmidial para expressar ©

anticorpo monoclonal em uma célula de mamifero.

[0037] Células de mamiferos preferenciais para expressédo de
anticorpo monoclonal sdo a linhagem YB2/0 de rato, a linhagem
CHO de hamster, em particular as linhagens CHO dhfr- e CHO
Lecl3, PER.C6TM (Crucell), 293, K562, NSO, sSp2/0, BHK ou COS.

[0038] Um método de producdo adicional é a expressdo do
anticorpo recombinante em organismos transgénicos, por
exemplo, em plantas (Ayala M, Gavilondo J, Rodriguez M,
Fuentes A, Enriquez G, Pérez L, Cremata J, Pujol M. Production
of plantibodies in Nicotiana plants. Methods Mol. Biol. 2009;
483:103-34) ou entdo no leite de animais transgénicos tais
como coelho, cabra ou porco (Pollock, D.P., J.P. Kutzko, E.
Birck-Wilson, J.L. Williams, Y. Echelard e H.M. Meade. (1999)
Transgenic milk as a method for the production of recombinant
antibodies. Journal of Immunological Methods. 231:147-157).

[0039] Aplicacdes terapéuticas
[0040] O anticorpo anti-RhD da invencdo pode ser utilizado
como medicamento, em particular para a prevencao de

aloimunizacdo Rhesus de individuos Rh-negativos. O modo de
acdo das imunoglobinas anti-D in vivo é& ligacdo especifica dos
anticorpos ao antigeno D das células sanguineas de série
vermelha Rh (D) -positivas, seguido por eliminacéo dessas
células sanguineas de série vermelha da circulacgéo

essencialmente no baco. Essa remocdo ¢é associada com um
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mecanismo dindmico de supressdo da resposta imune primaria no

individuo, e portanto previne a imunizacéo.

[0041] Logo, o anticorpo da invencdo é particularmente util
na prevencdo de doenca hemolitica do recém-nascido, através de

administracdo em uma mulher Rh-D negativa.

[0042] De fato, um anticorpo da invencdo pode ser utilizado
de maneira profildtica na prevencdo de aloimunizacdo de mulher
Rhesus-negativa imediatamente apds o nascimento de uma crianca
Rhesus-positiva, e na prevencdo, no momento de gravidezes
subsequentes, de doenca hemolitica do recém-nascido (HDN); no
momento de abortos ou gravidezes extrauterinas em uma situacéo
de incompatibilidade de Rhesus D, ou ainda no momento de
hemorragias transplacentarias resultantes de amniocenteses, de
bidépsias coridnicas ou de manipulacdes obstétricas traumaticas

em uma situacdo de incompatibilidade de Rhesus D.

[0043] Em adicéo, um anticorpo da invencdo pode ser
utilizado no caso de transfusdes com sangue ou derivativos de

sangue léabeis.

[0044] Um anticorpo da invencdo é também util na prevencéao

ou tratamento de purpura trombocitopénica idiopatica (ITP).

[0045] Formulacdes

[0046] Outro objeto da invencdo, portanto, se refere a uma
composicdo farmacéutica compreendendo dito anticorpo como um
ingrediente ativo, em combinacdo com um ou mais excipientes

farmaceuticamante aceitéveis.

[0047] Na presente descricdo, excipiente farmaceuticamente
aceitédvel deve ser entendido como significando um composto ou
uma combinacdo de compostos em uma composicdo farmacéutica gque
ndo causa efeitos colaterais e dque, por exemplo, facilita a
administracdo do(s) ingrediente (s) ativo(s), aumentando a

meia-vida e/ou eficédcia deste(s) no corpo, aumentando a
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solubilidade deste(s) na solucdo ou ainda aumentando o tempo

de estocagem deste(s).

[0048] Esses excipientes farmaceuticamente aceitédveis séo
bem conhecidos e irdo ser adaptados por alguém com habilidade
na arte de acordo com a natureza e método de administracéo

do(s) composto(s) ativo(s) escolhido(s).

[0049] Preferencialmente, a formulacdo é armazenada em forma

liguida, ou em forma liofilizada.

[0050] Compostos de tamponamento podem ser utilizados, por

exemplo, na forma de carbonato, fosfato, citrato, acetato,

borato, trimetamina [ (2-amino-2-hidroximetil-1, -3-
propanediol), TRIS], glicina e lisina (PDA Journal of
Pharmaceutical Science and Technology, Vol. 51(4), 1997:

Excipients and their use in injectable products (SANDEEP NEMA,
R.J. WASHKUHN, R.J. BRENDEL, ppl66-171).

[0051] Composicdes de anticorpo em tampdo citrato (por
exemplo, em aproximadamente 30 mM) foram mostradas a serem
particularmente estédveis. Formulacdes apresentando um pH de
aproximadamente 5,5 a menor que 7, preferencialmente de

aproximadamente 6 a aproximadamente 6,5 sdo preferenciais.

[0052] Os 1inventores mostraram gque a adicdo de manitol e
NaCl aumenta a solubilidade do anticorpo. A quantidade de
manitol e NaCl é geralmente escolhida de modo a obter uma

osmolaridade de aproximadamente 300 mOsm/kg.

[0053] A adicdo de um surfactante do tipo polimero néo
idénico, tal como polisorbato 80 (Tween® 80) ou um poloxamero
do tipo poloxédmero 188 (Pluronic F68® ou Lutrol F638®) é também
vantajoso, por exemplo, em uma gquantidade de aproximadamente
200 a aproximadamente 600 prm, preferencialmente de
aproximadamente 300 a aproximadamente 500 ppm,

preferencialmente de 300 a aproximadamente 400 ppm.
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[0054] Mais particularmente, a invencdo prové uma composicéo
farmacéutica comprendendo o anticorpo da invencdo, na presenca
de tampdo citrato 30 mM, pH 6,5, manitol, NaCl, e polisorbato

80 ou um poloxadmero, tal como poloxdmero 188.

[0055] Uma composicdo farmacéutica preferencial compreende o
anticorpo da invencédo, na presenca de tampdo citrato 30 mM, pH
6,5, 400 ppm de polisorbato 80 ou 30lppm de poloxadmero 188,
apresentando uma concentracdo de manitol e NaCl suficiente

para alcancar uma osmolaridade de 300mOsm/kg.

[0056] Em uma maneira preferencial, a composicao
farmacéutica compreende aproximadamente de 0,2 a
aproximadamente 5 g/L de anticorpo, preferencialmente

aproximadamente 0,3 g/L de anticorpo.

[0057] Preferencialmente, o anticorpo é administrado através
da rota sistémica, em particular através da rota intravenosa,
rota intramuscular, rota intradermal, intraperitoneal ou
subcuténea, ou através da rota oral. Mais preferencialmente, a
composicdo contendo os anticorpos da invencdo é dada em varias

administracdes, espacadas ao longo do tempo.

[0058] Os métodos de administracéo, dosagens e formas
farmacéuticas ideais destas podem ser determinados com base no
critério geralmente levado em consideracdo no momento do
estabelecimento de um tratamento prescrito a um paciente, tal
como a idade ou peso corporal do paciente, a severidade do seu
estado geral, a tolerédncia do tratamento e o0s efeitos

colaterais observados.

[0059] Os seguintes exemplos e desenhos sdo dados para

propdsito de ilustracdo e ndo como meio de limitacéao.

Legendas das figuras

[0060] Figura 1: Mapa de restricido do vetor T125-H26.
[0061] Figura 2: Mapa de restricido do vetor T125-DHFR.
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[0062] Figura 3: Mapa de restricido do vetor H416-24.

[0063] Figura 4: Mapa de restricido do vetor T125-Phe68.
[0064] Figura 5: Mapa de restricido do vetor H416-30.

[0065] Figura 6: Mapa de restricido do vetor K416-23.

[0066] Figura 7: Mapa de restricido do vetor HK463-18.

[0067] Figura 8: Desenho esquematico de construcdo de vetor
T125-Phe68.

Exemplos

Exemplo 1: Identificacdao de instabilidade de anticorpo R297

[0068] Anticorpo R297 é um tetramero IgGl composto de duas
cadeias pesadas e duas cadeias leves gque contém 32 residuos de
cisteina formando 16 fontes dissulfidicas, dentro da cadeia
pesada (4 por cadeia), dentro da cadeia leve (2 por cadeia) e
entre cadeias (4 por cadeia). O N-terminal da cadeia pesada do
anticorpo R297 também carrega uma cisteina ndo pareada na
posicdo Cys68. A presenca desse grupamento SH livre altamente
reativo em proximidade com a ponte dissulfidica intra-cadeia
Cys22-Cys96 pode causar competicdo e rearranjos moleculares

levando a formacdo de novas pontes dissulfidicas.

[0069] Os inventores identificaram agora as pontes

dissulfidicas de R297 e o0s possiveis rearranjos moleculares.

[0070] Esse estudo foil conduzido através de mapeamento de
peptideo em condicdes ndo redundantes, de modo a preservar a
integridade deste, e identificacdo dos peptideos resultantes
através de espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted

Laser Desorption / Ionization Time of Flight).

[0071] Os resultados levaram a identificacdo das seguintes
pontes dissulfidicas: Cys23-Cys88, Cysl34-Cysl94 para a cadeia
leve; Cys22-Cys96, Cyslb3-Cys209 Cys270-Cys330 e Cys376-Cysd34

para a cadeia pesada.
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[0072] O espectro de massa MALDI revelou um peptideo de
massa de 1771,79 Da correspondendo ao dipeptideo
[20LSCTASGFTFK30]-[68CTFSR72] (SEQ ID No. 5) contendo a ponte
dissulfidica Cys22-Cys68 (massa tedbrica 1771,81 Da). Analise
MS-MS do ion molecular em 1771,797 Da confirmou as sequéncias
LSCTASGFTFK (SEQ ID No. 6) e CTFSR (SEQ ID No. 7) desse
dipeptideo. Por fim, apds reducdo in situ, esse pico diminuiu
a favor de dois ions em 613.28 e 1161.56 Da correspondendo as
massas tedbricas de peptideos [68CTFSR72] (SEQ ID No. 7) e
[20LSCTASGEFTFK30] (SEQ ID No. o), respectivamente (massas
tebricas: 613,28 e 1161,57 Da). O peptideo contendo a Cys96
ndo pareada foi também identificado. Em conjunto, esses
resultados demonstram a presenca de uma ponte dissulfidica
Cys22-Cys68.

[0073] De mesmo modo, o espectro MALDI revelou a presenca de
um peptideo de massa 3658,54 Da correspondendo ao dipeptideo
[73DNSQODTLYLOQLNSLRPEDTAVYYCAR99]-[68CTFSR72] (SEQ ID No. 8)
contendo a ponte dissulfidica Cys22-Cys96 (massa tedrica:
3658,58 Da). Analise MS-MS do ion molecular confirmou a
sequéncia do dipeptideo. Esse pico diminuiu apds a reducdo do
alvo a favor de dois ions de massa correspondendo aos
peptideos [68CTFSR72] (SEQ ID No. 7) e
[73DNSQODTLYLQLNSLRPEDTAVYYCAR99] (SEQ ID No. 9). 0O peptideo
contendo a Cys22 livre foi tTambém identificado. Em conjunto,
esses resultados demonstram a presenca de uma ponte
dissulfidica Cys68-Cys96.

[0074] Anédlise estrutural MALDI-MS identificou todas as
pontes dissulfidicas intra-cadeia de R297. Fol notado que a
Cys68 ndo pareada interage com a ponte dissulfidica wvizinha
Cys22-Cys96 para formar as pontes Cys22-Cys68 e Cys68-Cys96.
Esses rearranjos intramoleculares podem induzir mudancas na
estrutura tridimensional da regido N-terminal de Fab e afetar
afinidade para o antigeno e imunogenicidade da proteina. A
presenca dessas formas diferentes poderia, portanto, requerer

suas quantificacdes, com controle sistematico de
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reprodutibilidade e estabilidade dessas formas no produto

final durante desenvolvimento.

Exemplo 2: Produg¢ido de um anticorpo mutante

[0075] Materiais e métodos

[0076] Métodos convencionais de biologia molecular foram
utilizados. Mutagénese foil conduzida através de PCR e a regido
contendo a mutacdo foil entdo amplificada por PCR e clonada em
um vetor intermedidrio. O vetor final foi construido através
de clonagem do vetor de cadeia pesada no vetor de cadeia leve.
Os vetores recombinantes entdo obtidos foram, portanto,
introduzidos em bactéria (transformacdo de bactéria) e
varridos para sequéncias de acordo com a sequéncia esperada,
seguido por amplificacéao (cultura Dbacteriana) do clone
selecionado de modo a obter vetor suficiente para transfeccéo.
Os vetores produzidos durante a cultura bacteriana foram entdo

purificados e linearizados para transfeccdo da linhagem YB2/0.

[0077] Os seguintes oligos foram utilizados:

Oligo A2VHI11

5’ CTATATCATATGATGGAAGGAATATACAATATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATIICACCT
TCTC3’ (SEQ ID No. 10)

nucleotideos sublinhados: sitio de restricido Ndel

nucleotideo em caixa: Dbase mutada, mutacdo do coéddon TGC
(codificando para o amincacido Cisteina) para um cdédon TTC
(codificando para o aminodcido Fenilalanina)

[0078] Esse oligo 5’ localizado na regido VH de T125 A2

introduz uma mutacdo G=T.

0Oligo GSP2ANP

5’ GGAAGTAGTCCTTGACCAGGCAG3’ (SEQ ID N°11)

[0079] Esse oligo 3’ (antissenso) estd localizado na parte
5’ da regido constante Gl de T125 A2.

[0080] Os seguintes vetores foram utilizados:
- Vetor T125-H26
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[0081] Esse vetor contém a unidade transcricional H do clone
T125 A2 (veja mapa de vetor, Figura 1).
- Vetor T125-DHFR

[0082] Esse vetor contém as unidades transcricionais H e
Kappa do clone T125 A2 assim como DHFR TU (veja mapa de vetor,
Figura 2).

- Vetor H416-24

[0083] Esse vetor intermedidrio de cadeia pesada contém a
unidade transcricional H do clone T125 A2 (veja mapa de vetor,
Figura 3).
- H416-30

[0084] Esse vetor de expressido de cadeia pesada contém a
mutacdo C68F na regido varidvel do anticorpo VH. Ele foi
obtido a partir de plasmideo T125-Phe68 (mapa, Figura 4)
contendo a mutacdo C68F e um vetor sem intron intermedidrio
(mapa, Figura 5).

- Vetor K416-23

[0085] Esse vetor de expressdo de cadeia leve contém a
unidade de transcricdo do clone T125 A2 e a unidade de

transcricdo DHFR (veja mapa, Figura 6).

[0086] Resultados:

[0087] Sequenciamento do anticorpo anti-D R297 derivado a
partir do clone T125 A2 (linfécitos B transformados com EBV
provenientes de um doador 1imunizado) mostrou dque a regido
variavel da cadeia pesada (VH) contém uma cisteina na posicéo
68 {posicdo 67 de acordo com a nomenclatura de Kabat [Kabat et
al., "Sequences of Proteins of Immunoclogical Interest", NIH
Publication, 91-3242 (1991)] localizada na regido 3 da fase de
leitura (FWR3, de Kabat)}. Dito anticorpo, portanto, contém
outro residuo de cisteina em adicdo as duas cisteinas nas
posicdes 22 e 96 (posicdes 22 e 92 na nomenclatura de Kabat)

envolvida em uma ponte dissulfidica.
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[0088] Mutagénese foli conduzida através de amplificacido por
PCR de um fragmento a partir da regido 3’ da sequéncia VH no
vetor de cadeia pesada T125-H26 com o auxilio dos oligos
descritos anteriormente. O cbdon TGC codificando o aminocacido
cisteina foi substituido por um cbébdon TTC codificando o

aminodcido fenilalanina.

[0089] Esse fragmento 3’ de VH entdo obtido foi ligado com o
fragmento 5’ de VH em um vetor intermedidrio disponivel
comercialmente (contendo o fragmento VH 5’ proveniente de
T125-H26). O fragmento resultante Phe68 VH, correspondendo ao
fragmento VH mutado, foi entdo inserido no vetor T125 DHFR
para criar ¢ vetor de expressao final T125-Phe68

(diagramaticamente representado na Figura 8).

[0090] O wvetor T125-Phe68, portanto, contém a unidade de
transcricdo (TU) kappa de T125 A2 e a unidade de transcricédo H
(F68) mutada. A presenca da mutacdo foli verificada através de

sequenciamento de quatro clones.

[0091] O wvetor de expressdo final HK463-18 (veja mapa,
Figura 77) contendo as unidades de transcricdo (TU) mutada H
(F68) e kappa do anticorpo anti-D T125 A2 foi construido
através de clonagem do vetor de cadeia leve K416-23 (contendo
a TU para kappa e DHFR) em um vetor de cadeia pesada otimizado
H416-30 (codificando a cadeia pesada contendo a mutacdo C68F
na regidao VH). Esses dois vetores de expressdo foram

previamente utilizados para co-transfeccdes da linhagem YB2/0.

Exemplo 3: Caracterizacao funcional do anticorpo mutante

[0092] Esse estudo avalia o efeito da mutacdo C68F na

atividade funcional do anticorpo anti-D T125.
[0093] Sangue foil coletado a partir de doadores wvoluntarios

em tubos com 7 mL de citrato fornecidos pelo Etablissement

Francais du Sang (EFS) em Rungis.
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[0094] - (Células de sangue de série vermelha Rhesus D

negativas (grupos ABO indiferentemente)

[0095] - (Células de sangue de série vermelha Rhesus D

positivas grupo O R1R1 (densidade antigénica étima).

[0096] 3.1. Estudo de funcdes especificamente 1ligadas ao

fragmento Fab

[0097] Estudo de especificidade de reconhecimento de epitopo
D

[0098] Nas condicgdes de ensaio utilizadas, nenhuma ligacéo
do anticorpo anti-D ndo mutante (C68) ou mutante (F68) foi
observada em células de sangue de série vermelha a partir de
doadores Rhesus negativos em comparacdo com um controle
autofluorescente nao especifico. Isso confirma a

especificidade de reconhecimento do epitopo D desses dois

anticorpos.

[0099] Determinacdo citométrica de atividade especifica
anti-D

[00100] As atividades especificas de anticorpos ndo mutante

(C68) e mutante (F68) foram idénticas (15% de intervalo de
confianca). A funcionalidade do fragmento Fab é similar para

0s doils anticorpos testados.

[00101] Estudo citométrico de competicdo in vitro entre
células de sangue de série vermelha O+ RIR1 saturadas ou néo

com o anticorpo anti-D

[00102] Nas condicdes experimentais de competicéao, as
constantes de dissociacdo para os trés anticorpos testados
foram equivalentes. Logo, pode ser concluido gque a mutacéo

C68F ndo apresenta efeifto na constante de dissociacéo.
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[00103] Concluséao

[00104] De acordo com esses dados, especificidade antigénica
e atividade anti-D especifica sdo idénticas para os anticorpos
anti-D ndo mutante (C68) e mutante (F68). Portanto, a
funcionalidade do fragmento Fab (sitio de reconhecimento
antigeno-anticorpo) nédo parece ser modificada pela mutacédo
Co68F.

[00105] 3.2. Testes funcionais in vitro dos fragmentos Fc e

Fab do anticorpo anti-D

[00106] Os anticorpos anti-D ndo mutante (C68) e mutante
(F68) foram avaliados em dois testes medindo ligacdo de
anticorpo ao antigeno e participacdo do fragmento Fc deles com
CDl16 (receptor FcyRIII).

[00107] Atividade ADCC (citotoxicidade celular dependente de

anticorpo)

[00108] N&o houve grandes diferencas na atividade ADCC entre
os anticorpos ndo mutante (C68) e mutante (F68); a porcentagem
de lise observada com todos esses anticorpos estava entre a do
anticorpo R297 e a do anticorpo policlonal WinRho. As curvas
tiveram gque ser modeladas com o auxilio do programa de
computador PRISM para uma comparacdo mais acurada de atividade

de anticorpo.

[00109] Valores Emax (concentracdo de anticorpo na atividade
méaxima) foram 46 + 7 ng/mL e 48 + 2 ng/mL para anticorpos néao
mutante (C68) e mutante (Fe8), respectivamente. A EC50
(concentracdo de anticorpo produzindo 50% de atividade méxima)
foi 20 £+ 3 ng/mL e 21 + 2 ng/mL para anticorpos n&do mutante

(C68) e mutante (F68), respectivamente.
[00110] Modelagem de curva e o0s valores de Emax e EC50

indicam que a mutacdo C68F ndo apresenta efeito na atividade

ADCC do anticorpo.
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[00111] Ativacdo de CDlo

[00112] A porcentagem de ativacdo de CD16 foi 104 + 7% e 100

+ 16% para anticorpos ndo mutante (C68) e mutante (F68),

respectivamente.
[00113] Concluséao
[00114] Esses dados indicam que a atividade ADCC e a ativacéo

CD16 ndo foram modificadas pela mutacdo C68F.

[00115] Os resultados desses diferentes testes mostram que as
fungdes de anticorpo anti-D T125 A2 conduzidas pelo dominio
Fab (especificidade, atividade especifica, dissociacdo) e o
dominio Fc (ADCC, ativacédo de CD16) nédo foram modificadas pela

mutacao C68F.

Exemplo 4: Estudo estrutural comparativo dos clones mutantes e

nao mutantes

[00116] Caracterizacdo das glicanas nos anticorpos anti-D néo
mutante (C68) e mutante (F68) foi conduzida através de HPCE-
LIF (high performance <capillary electrophoresis - laser

induced fluorescence).

[00117] Os mapas de glicanas dos anticorpos anti-D néo
mutante (C68) e mutante (F68) apresentaram perfis similares
apresentando formas bi-antenarias, nao sialiladas
agalactosiladas fucosiladas ou ndo fucosiladas (GOF, GO) e
formas monogalactosiladas fucosiladas ou nao fucosiladas (G1F,
G1) . As formas predominantes foram sempre do tipo
agalactosiladas (GO). Existiram diferencas na porcentagem de
formas fucosiladas que foi menor para o anticorpo anti-D
mutante (F68). A estrutura mutante também continha um residuo
de N-acetilglucosamina (GlcNAc) na posicdo de bifurcacdo, i.e.
entre as duas antenas. Essas estruturas GlcNAc de bifurcacéao

estavam ausentes no anticorpo anti-D ndo mutante (C68).
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[00118] Essas diferencas estruturais no grau de fucosilacdo e
GlcNAc de bifurcacdo ndo afetam a atividade ADCC ou ativacéo
CDl16. A diferenca no perfil de glicosilagdo provavelmente néo
estd relacionada a mutacdo. De fato, estudos de anticorpos
monoclonais diferentes produzidos na linhagem YB2/0 indica gque
perfis de glicosilacdo variam enormemente em diferentes
clones, porém também de acordo com os tempos de cultura para

um mesmo clone.

[00119] A mutacdo Cisteina—2Fenilalanina na posicdo 68 (C68F)
na regido variadvel da cadeia pesada do clone T125 A2 foi
gerada através de PCR. A sequéncia da regido variéavel da
cadeia pesada contendo a mutacdo pontual G2T fol amplificada a
partir do plasmideo T125-Phe68 e clonado em um vetor de cadeia
pesada otimizado H416-30. Depois, um vetor Unico de expressao
HK463-18 foi construido a partir do vetor de cadeia pesada
H416-30 e do vetor de cadeia leve K416-23. A presenca da
mutacdo foil checada através de sequenciamento de qualidade
FDA. O anticorpo mutante F68 derivado a partir desse vetor

unico pode, portanto, ser produzido na linhagem YB2/0.

[00120] Andlise funcional mostrou que a especificidade de
reconhecimento de antigeno, a atividade especifica anti-D e a
constante de dissociacdo ndo foram modificadas pela mutacéo

C68F. Além disso, a atividade ADCC e ativacdo CDl6 ndo foram

afetadas.

[00121] Existem algumas diferencas estruturais entre clones
ndao mutante (C68) e mutante (F68). 0Os clones mutantes (F68)
apresentam um menor grau de fucosilacéo e uma N-

acetilglucosamina (GlcNAc) na posicdo de Dbifurcacdo. Essa
diferenca no perfil de glicosilacéo nao afetou a
funcionalidade de anticorpo e ¢é, portanto, provavelmente néo

relacionada com a mutacdo C68F.
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o0 anticorpo anti-D da invencdo contendo

anticorpo R297 do clone T125 A2.

Exemplo 5:

[00123]

Formulag¢des do anticorpo

funcionalidade

similar

As seguintes formulacdes foram preparadas.

ao do

Tabela 1. Formulacdo de anticorpo com Tween ® 80
[00124] Ingrediente [00125] Co
ncentracgao
[00126] Anticorpo da [ [00127] 0,
invencéo 3 g/L
[00128] Tampao [00129] 30
citrato mM
[00130] Manitol [00131] 17
g/L
[00132] NaCl [00133] 3,
25 g/L
[00134] Polisorbato [00135] 40
80 0 ppm
pH=6,5
Tabela 2. Formulacdo de anticorpo com Lutrol ® F 68
[00136] Ingrediente [00137] Co
ncentracgao
[00138] Anticorpo da invencédo [00139] 0,
3 g/L
[00140] Tampdo citrato [00141] 30
mM
[00142] Manitol [00143] 17
g/L
[00144] NaCl [00145] 3,
25 g/L
[00146] Polox&mero 188 (Lutrol|[00147] 30
® F 68) 1 ppm
pH=6,5
[00148] As formulacdes foram submetidas a testagem de
estabilidade ao longo de varios meses. Critério de
estabilidade incluiu 1inspecdo visual frequente das garrafas
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contendo a formulacdo (para avaliar cor, opacidade e possivel
presenca de matéria particulada), controle de PH,
osmolaridade, avaliacdo de degradacdo de anticorpo (através de
SDS PAGE em condicdes redutora e ndo redutoras), controle de
possivel agregacdo de anticorpo. Testes de pureza foram também
conduzidos através de IEF (isoelectric focusing) e HPSEC (high
performance size exclusion chromatography). Status de oxidacéo

foli determinado através de RP-HPLC.

[00149] As formulacdes foram estaveis por 12 meses a 5°C e

por pelo menos 4 meses a 25°C.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal anti-RhD, caracterizado por ser uma
imunoglobulina IgGl tetramérica composta de duas cadeias pesadas
e duas cadeilas leves, a cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoédcidos SEQ ID No. 2, e a cadeia leve compreendendo a

sequéncia de aminodcidos SEQ ID No. 4.

2. Método para producdo de um anticorpo conforme definido na
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato do dito método
compreender as seguintes etapas: a) cultivar em meio e condicgdes
de cultura apropriados uma célula hospedeira expressando uma
cadeia pesada de anticorpo compreendendo a sequéncia SEQ ID No.
2, e uma cadeia leve de anticorpo compreendendo a sequéncia SEQ
ID No. 4; e b) recuperar os ditos anticorpos produzidos a partir

do meio de cultura ou a partir das ditas células cultivadas.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por

ser utilizado como medicamento.

4. Composicdo farmacéutica caracterizada por compreender o
anticorpo conforme definido na reivindicacdo 1, em combinacéo

com excipientes farmaceuticamente aceitéveis.

5. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizada

por compreender um tampdo citrato.

6. Composicdo de acordo <com a reivindicacéo 4 ou 5,

caracterizada por compreender um surfactante ndo idnico.

7. Composicdo de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes de
4 a 6, caracterizada por compreender um tampdo citrato 30 mM, pH

6,5, polisorbato 80 ou um poloxé&mero, manitol e NaCl.
8. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizada

por compreender um tampdo citrato 30 mM, pH 6,5, 400 ppm
polisorbato 80, 17 g/L de manitol e 3,25 g/L de NaCl.
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9. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizada
por compreender um tampdo citrato 30 mM, pH 6,5, 301 ppm de
poloxédmero 188, 17 g/L de manitol e 3,25 g/L de NaCl.

10. Composicdo de acordo com gqualquer uma das reivindicacdes de
7 a 9, caracterizada pelo fato da concentracdo do anticorpo ser
0,3 g/L.

11. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de ser para uso na prevencdo de aloimunizacdo Rhesus

de individuos Rh-negativos.

12. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
por ser usado na prevencdo de doenca hemolitica do recém-nascido,

através de administracdo em uma mulher RhD-negativa.
13. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de ser usado na prevencdo ou tratamento de Purpura

Trombocitopénica Idiopatica (ITP).
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURE 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 8 (Continuacéio)
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