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geneticamente modificados e diferentes daqueles encontrados na
natureza, particularmente anticorpos monoclonais humanos que se
ligam especificamente ao PD-1 com afinidade alta. S&o também
providas moléculas de acido nucléico codificando os anticorpos da
invencéo, vetores de expressdo, células hospedeiras e métodos para
expressdo dos anticorpos da invengdo. S&o também providos
imunoconjugados, moléculas biespecificas e composi¢des
farmacéuticas compreendendo os anticorpos da invengao. A invengéo
também prové métodos para detectar PD-1, bem como métodos para
tratamento de varias doengas, incluindo cancer e doengas infecciosas,
usando anticorpos anti-PD-1. A presente invengdo também prové
métodos para emprego de uma imunoterapia de combinagéo, tal
como, a combina¢éo de anticorpos anti-CTLA-4 e anticorpos anti-PD-
1, para tratamento de doenga hiperproliferativa, tal como, cancer. A
invengdo também prové métodos para alterar eventos adversos
relacionados ao tratamento individual com tais anticorpos. Além disso,
a inveng¢éo revela usos de anticorpos Anti-PD-l sozinhos ou em
combinagdo com outros imunoterapéuticos para preparagdo de
composi¢des farmacéuticas para tratamento de cancer.
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“ANTICORPOS  MONOCLONAIS  HUMANOS PARA  MORTE
PROGRAMADA 1(PD-1) E METODOS PARA TRATAMENTO DO CANCER
USANDO ANTICORPOS ANTI-PD-1 SOZINHOS OU EM COMBINACAO COM
OUTROS IMUNOTERAPEUTICOS”

Campo Técnico

A presente invencdo se refere, de modo geral, a
imunoterapia no tratamento de doenga humana e reducdo dos
eventos adversos relacionados a mesma. Mais especificamente,
a presente invengdo se refere ab uso de anticorpos anti-PD-1
e ao uso de 1i1munoterapia de combinacdo, incluindo a
combinacdo dos anticorpos anti-CTLA-4 é anti-PD-1 para
tratar ¢ cdncer e/ou para diminuir a incidéncia ou grandeza
dos eventos adversos relacionados ao tratameﬁto com tais
anticorpos de modo individual.

Antecedentes da Invencédo

Morte Programada da proteina 1 (PD-1) ¢é um
elemento inibidor da familia CD28 dos receptores, que também
inclui CD28, CTLA-4, ICOS e BTLA. O PD-1 é expresso nas
células B ativadas, células T e células mieldides (Agata e
outros, supra, Okazaki e outros (2002) Curr. Opin. Immunol.
14: 391779-82; Bennett e outros (2003) J Immunol 170:711-8).
Os elementos iniciais da familia, CD28 e ICOS, foram

descobertos - por efeitos funcionais no aumento da

| proliferagdo da célula T, seguindo-se a adigdo de anticorpos

monoclonais (Hutloff e outros (1999) Nature 397:263-266;
Hansen e outros (1980) Immunogenics 10:247-260). O PD-1 foi
descoberto através da classificacéao para expressao

diferencial em células apoptdéticas (Ishida e outros (1992)
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EMBO J 11:3887-95). Os outros elementos da familia, CTLA-4 e
BTLA foram descobertos através da classificacdo para
expressido diferencial em linfdécitos T citotdxicos e células
TH1, respectivamente. CD28, ICOS e CTLA-4 todas possuem um
residuo de cisteina nao emparelhado permitindo a
homodimerizacdo. Em contraste, sugere-se gque PD-1 exista
como um mondmero, ndo possuindo a caracteristica de residuo
de cisteina ando emparelhado em outros elementos da familia
CD28. |

O gene de PD-1 é uma proteina de transmembrana do
tipo 1 de 55 kDa que faz parte da éuperfamilia do gene Ig
(Agata e outros (1996) Int Immunol 8:765-72). O PD-1 contém
um - motivo inibidor de tirosina imunoreéeptor proximal de
membrana (ITIM) e um motivo de comutacdo com base na
tirosina distal de membrana (ITSM) (Thomas, M.L (1995) J Exp
Med, 181:1953-6; Vivier, E e Daeron, M (1997) Immunol Today
18:286-91). Embora estruturalmente semelhante ao CTLA-4, PD-
1 ndo possui o motivo MYPPPY que é importante para a ligagaéo
de B7-1 e B7-2. Dois ligantes para PD-1 foram identificados,
o PD-L1 e PD-L2, que mostraram infraregular a ativacgdo da
célula T mediante ligacdo ao PD-1 (Freeman e outros (2000) J
Exp Med 192: 1027-34; Latchman e outros (2001) Nat Immunol
2:261-8; Carter e outros (2002) Eur J Immunol 32:634-43).
Ambos PD-L1 e PD-L2 sdo hombélogos a B7 que se liga ao PD-1,
porém, ndoc se ligam aos outros elementos da familia CD28.
Outro ligante para PD-1, o PD-L1, ¢é abundante em uma
variedade de canceres humanos (Dong e outros (2002) Nat. Med

8:787-9). A interacdo entre PD-1 e PD-L1 resulta em uma
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diminuicd&o nos linfécitos‘ de infiltracdo de tumor, uma
diminuicdo na proliferacdo mediada pelo receptor de célula T
e evasdo imune por células cancerigenas (Dong e outros
(2003) J. Mol. Med. 81:281-7; Blank e outros (2005) Cancer
Immunol. Immunother. 4:307-314; Konishi e outros (2004)

Clin. Cancer Res. 10:5094-100). A supressdo imune pode ser
revertida por inibigdo da interagdo local de PD-1 com DP-L1
e o efeito & aditivo quando a interagdo de PD-1 com PD-L2 ¢
bloqueada (Iwai e outros (2002) Proc. Nat'l. Acad. Sci USA
99:12293-7; Brown e outros (2003) J. Immunol. 170:1257-66).
PD-1 ¢é um elementb inibidor da familia (D28
expresso nas células B ativadas, células T e células
mieldéides (Agata e outros, supra;kaazaki e outros (2002)
Curr Opin Immunol 14:391779-82; Bennett e outros (2003) J
Immunol 170:711-8). Os animais deficientes em PD-1
desenvolvemn varios fenbétipos autoimunes, incluindo
cardiomiopatia autoimune e sindrome semelhante a lupus com
artrite e nefrite (Nishimura e outros (1999) Immunity
11:141-51; Nishimura e outros (2001) Science 22;:319—22).
Adicionalmente, foi verificado que PD-1 desempenha um papel

na encefalomielite autoimune, lupus eritematoso sistémico,

doenca de hospedeiro versus enxerto (GVHD), diabetes do tipo

1 e artrite reumatdide (Salama e outros (2003) J Exp Med

98:71-78: Prokunina e Alarcon-Riquelme (2004) Hum Mol Genet
13:R143; Nielsen e outros (2004) Lupus 13:510). Em uma
linhagem de tumor de célula B de murino, o ITSM ‘de PD-1

mostrou ser essencial para bloquear fluxo de Ca?" mediado

por BCR e fosforilagdo de tirosina de moléculas efetoras a
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jusante (Okazaki e outros (2001) PNAS 98:13866-71).
Conseqglientemente sdo desejados agentes que
reconhecam PD-1, e métodos de uso de tais agentes.

Revelacdo da Invencdo

A presente invengdo prové anticorpos monoclonal
isolados, especificamente anticorpos monoclonais humanos
especificos que se ligam ao PD-1 e que exibem varias
propriedades desejaveis. Essas propriedades incluem, por
exemplo, a ligacdo de alta afinidade ao PD-1 humano, porém
ndo possuindo reatividade cruzada substancial com cada um
dentre CD28, CTLA-4 ouAICOS. Adicionalmente, os anticorpos
da invencao mostraram modular as respostas imunes.
Conseqilientemente, outro aspécto da invencao se refere aos
métodos de modulacdo das respostas imunes usando anticdrpos
anti-PD-1. Especificamente, a invengdo prové um método para
inibir o crescimento das células tumorais in vivo usando
anticorpos anti-PD-1.

Em um aspecto, a invengdo se refere a um anticorpo
monoclonal isolado ou uma porgdo de ligagdo ao antigeno do
mesmo, onde o anticorpo exibe pelo menos uma das seguintes
propriedades:

a) se liga ao PD-1 humano com uma Kp de 1 x 107" M
ou menos; |

b) ndo se liga substancialmente a CD28, CTLA-4 ou
ICOS humana;

c) aumenta a proliferacé&o da célula T em um ensaio
de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

d) aumenta a producdo de interferon-gama em um
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ensaio de MLR;-ou

e) aumenta a secregéo de IL-2 em um ensaio de MRL.

f} se liga ao PD-1 humano e PD-1 de macaco
Cynomolgus;

g) inibe a ligac¢do de PD-L1 e/ou PD-L2 ao PD-1;

h) estimula respostas de memdéria especificas de
antigeno;

i) estimula respostas de anticorpo:

j) inibe o crescimento da célula tumoral in vivo;

Preferivelmente o anticorpo é um anticorpo humanc,
embora nas modalidades alternativas, o anticorpo possa ser,
por exemplo, um anticorpo de murino, um anticorpo gquimérico
ou anticorpo humanizadb.

Em uma modalidade preferida, o anticorpo se liga
ao PD-1 humano com uma Kp de 5 x 10°® M ou menos, se liga ao
PD-1 humano com uma Kp de 1 x 10 M ou menos, se liga ao PD-
1 humano com uma Kp de 5 x 10™° M ou menos ou se liga ao PD-1
humano com uma Kp entre 1 x 10®M e 1 x 1071 M.

Em outra modalidade, a inveng¢do prové um anticorpo
monoclonal isclado ou uma porgdo de ligacdo ao antigeno do
mesmo, onde o anticorpo compete em cruzamento para ligacdo
ao PD-1 com um anticorpo de referéncia compreendendo:

.a) uma regido varidvel de cadeia pesada humana que
compreende uma seqiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b) uma regido variavel de cédeia leve humana que
compreende uma sequiéncia de aminoacido selecionada do grupo

consistindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14.
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Nas varias modalidades, o anticorpo de referéncia
compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:1; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:8; ou o
anticorpo de referéncia compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada

compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:2; e

b) uma regido variavel de cadela leve
compreendeﬁdo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:9; ou o
anticorpo de referéncia compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendc a seqiiéncia de aminoadcido da SEQ ID NO:3; e

b) uma regiao variavel de cadeia leve
compreendendo a sequéncia'de aminodcido da SEQ ID NO:10; ou
o anticorpo de referéncia compreende:

a) unma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a seqléncia de aminoacido da SEQ ID NO:4; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqgiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:11; ou
o anticorpo de referéncia compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:5; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de amihoécido da SEQ ID NO:12; ou
o anticorpo de referéncia compreende:

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
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compreendendo a seqliéncia de amincdcido da SEQ ID NO:6; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:13; ou
0 anticorpo de referéncia compreende:

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:7; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:14.

Em um outro aspectoc, a invencdo se refere a um
anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de ligacdo ao
antigéno do mesmo, compreendendo uma regido varidvel de
cadela pesada que é o produto ou derivada de um gene Vy 3-33 -
humano, oﬁde o anticorpo se liga especialmente ac PD-1. A
inven¢do prové adicionalmente um anticorpo monoclonal
isolado, ou uma porgcao de ligagao ao antigeno do mesmo,
compreendendo uma regiéo varidvel de cadeia pesada que é o
produto ou é derivada de um gene Vy 4-39 humano, onde o
anticorpo se liga especialmente ao PD-1. A invencgao prové
adicionalmente um anticorpo monoclonal isolado, ou uma
porcdo de ligagdo ao antigeno do mesmo, compreendendo uma
regido variavel de cadeia levelque é o produto ou é derivada

de um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo se 1liga

especialmente ao PD-1. A invencdo prové adicionalmente um

anticorpo monoclonal isolado, ou uma porcdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, compreendendo uma regido variavel de
cadeia leve que é o produté ou é derivada de um gene Vg L15
humano, onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

Em uma modalidade preferida, a invencdo prové um



10

15

20

25

anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligagdo ao
antigeno‘do mesmo, compreendendo:

a) uma regido variadvel de cadeia pesada de um gene
Vyg 3-33 humano; e

b) uma regido varidvel de cadeia leve de um gene
Vk L6 humano;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

Em outra modalidade preferida, a invencdo prové um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacgdo ao
antigeno do mesmo, compreendendo:

a) uma regldo varidvel de cadeia pesada de um gene
Vg 4-39 humano; e

| b) uma regido variavel de cadeia leve de um gene
Vx L15 humano; onde ¢ anticorpo se liga especialmente ao PD-
1.

Em outro aspecto, a invengdo prové um anticorpo
monoclonal 1isolado ou porgdo de ligagdo ao antigeno do
mesmo, compreendendo:

uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as seqiéncias CDR1, CDR2, e CDR3; e

uma regido varidvel de cadeia leve que compreende
as seqliéncias CDR1, CDR2, e CDR3 onde:

a) a seqliéncia CDR3 da regido varidvel de cadeia
pesada compreende uma seqiiéncia de aminoadcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31; 32, 33, 34 e
35, e modificacdes conservadoras das mesmas;

b) a seqliéncia CDR3 da regido varidvel de cadeia

leve compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
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grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e
56, e modificagdes conservadoras das mesmas; €

c) o anticorpo se liga especificamente ao PD-1
humano.

Preferivelmente, a seqiéncia CDR2 da regiédo
variavel de cadeia pesada compreende uma seqliéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28, e
modifica¢des conservadoras das mesmas; e a seqgiiéncia CDR2 da
regido variavel de cadeia leve compreende uma sequiéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqiiéncias
de aminoadcido das SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49, e
modificac¢cdes conservadoras das mesmas. Preferivelmente, a
seqiéncia CDR1 da regido variadvel de <cadeia pesada
compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas seqiéncias de aminodcido das SEQ ID NOs: 15,
16, 17, 18, 19, 20 e 21, e modificacdbes conservédoras das
mesmas; € a seqiiéncia CDR1 da regido varidvel de cadeia leve
compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas seqiiéncias de aminodcido das SEQ ID NOs: 36,
37, 38, 39, 40, 41 e 42, e modificacdes conservadoras das
mesmas .

Ainda em outro aspecto, a 1invencdo prové um
anticorpo monoclonal isolado, ou porgdao de 1ligacdo ao
antigeno do mesmo, compreendendo uma regido varidvel de
cadeia pesada e uma regido variavel de cadeia leve, onde:

a) a regido variavel de cadeia pesada compreende

uma seqiéncia de aminodcido que é pelo menos 80% homdloga a
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uma seqiiéncia de aminoacido selecionada d¢ grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7;

b) a regido variavel de cadeia leve compreende uma
seqiéncia de aminocdcido que é pelo menos 80% homdloga a uma
seqliéncia de aminodcido selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;

c) o anticorpo se liga ao PD-1 humano com uma Kp
de 1 x 1077 ou menos; e

d) o anticorpo substancialmente ndo se liga a
CD28, CTLA-4 ou ICOS humana.

Em uma modalidade preferida, 0s anticorpos
compreendem, adicionalmente, pelo menos uma das seguintes
propriedades:

a) o anticorpo aumenta a proliferacdo da célula T
em um ensaio MLR;

b) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio MLR} ou |

c) o anticorpo aumenta a secrecdo de IL-2 em um
ensaio MLR.

Adicional ou alternativamente, o anticorpo pode
compreender um ou mais dos outros aspectos listados acima.

Nas modalidades preferidas, a invengdo prové um
anticorpo monoclonal 1isolado, ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, compreendendo:

a) uma regiao varidvel de cadeia pesada CDR1
compreehdendo uma sequiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 18, 19, 20 e

21;



10

15

20

25

11

b) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR2
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e
28;

c) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR3
compreendendo uma seqiéncia de aminoacido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35;

d) uma regido varidvel de cadeia leve CDR1
compreendendo uma seqliéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e
42;

e) uma regido varidvel de cadeia leve CDR2
compreendendo uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e
49; e

£) uma regido varidvel de cadeia leve CDR3
compreendendo uma seqléncia de aminoadcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e
56;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

Uma combinacdo preferida compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada CDR1
compreendendo a SEQ ID NO:15;

b) uma regido varidvel de <cadeia pesada CDR2
cbmpreendendo a SEQ ID NO:22;

c) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR3

compreendendo a SEQ ID NO:29;
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d) uma regido variavel de <cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:36;

e) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:43; e

f) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:50.

Outra combinacdo preferida compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:16;

b) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:23;

c) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:30;

d) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:37;

e) uma regido variadvel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:44; ev

£) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:51.

Outra combinagdo preferida compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:17;

b) uma regido varidvel de <cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:24;

c) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:31;

d) uma regido varidvel de cadeia leve

compreendendo a SEQ ID NO:38;

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1-

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1
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e) uma regido varidvel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:45; e

f) uma regido wvaridvel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:52.

OQutra combinacdao preferida compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:18;

b) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:25;

c) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:32;

d) uma regido varidvel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:39;

e) uma regido varidvel de cadeia 1leve
‘compreendendo a SEQ ID NO:46; e

f) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO;53.

Outra combinacdo preferida compreende:

a) uma regido varidvel de <cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:19;

b) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreéndendo a SEQ ID NO:26;

c) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:33;

d) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:40;

e) uma regido varidvel de cadeia leve
compreendendo a SEQ ID NO:47; e

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2
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£)

uma regido

14

compreendendo a SEQ DD NO:54.

Outra combinagdo preferida compreende:

a)
compreendendo
b)
compreendendo
c)
compreendendo
d)
compreendendo
e)
compreendendo
f)

compreendendo

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regiado

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regiédo

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

varidvel de <cadeia leve
varidvel de <cadeia pesada
20;

variavel de cadeia pesada

27;

variavel de <cadeia pesada

Outra combinag¢do preferida compreende:

a)
compreendendo
b)
compreendendo
c)
compreendendo
d)
compreendendo
e)
compreendendo
£

compreendendo

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

34;

varidvel de cadeia leve
41;

variavel de cadeia leve
48; e

varidvel de cadeia leve
55.

variavel de cadeia pesada
21;

varidvel de <cadeia pesada
28;

varidvel de <cadeia pesada
35;

variavel de cadeia leve
42;

variavel de cadeia leve
49; e

variavel de cadeia leve
56.

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3

CDR1

CDR2

CDR3
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Outros anticorpos preferidos da invengéé ou
por¢des de ligagdo ao antigeno dos mesmos compreendem:

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: I, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

Uma combinagdo preferida compreende:

a) uma regido variavel de cadeia peséda
compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:1; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:8.

OCutra combinagdo preferida compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqliéncia de aminoacido da SEQ ID NO:2; e

b) uma regido variavel . de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:9.

OQutra combinag¢do preferida compreende:

a) uma regiao varidvel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:3; e

b) uma regido variavel de cadeié leve
compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:10.

Outra combinagdo preferida compreende:

a) uma regiéo variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:4; e

b) uma regiao variavel de cadeia leve
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compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:11.

Outra combinag¢do preferida compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:5; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:12.

Outra combinag¢do preferida compreende:

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:6; e

b) uma regido varidvel de cadeia leve
compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:13.

Outra combinag¢do preferida compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:7; e

b) uma regido variavel de cadeia leve
compreendendo a seqliéncia de aminoacido da SEQ ID NO:14.

Os anticorpos da invengdo podem ser, por exemplo,
anticorpos de comprimento pleno, por exemplo de um isdtopo
IgGl ou IgG4. Alternativamente, os anticorpos podem ser
fragmentos de anticorpo, tais como, fragmentos de Fab ou
Fab'2 ou anticorpos de cadeia simples.

A invencgao também prové um imunoconjugado
compreendendo um anticorpo da invencdo ou pofgéo de ligagéo
ao antigeno do mesmo, ligado a um agente terapéutico, tal
como, citotoxina ou um isdétopo radioativo. A invencdo também
prové uma molécula biespecifica compreendendo um anticorpo
ou porcado de 1ligagdo ao antigeno do mesmo da invencéao,

ligado a uma segunda fracdo funcional possuindo uma
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especificidade de ligacdo diferente daquela do anticorpo ou
por¢gdo de ligacdo ao antigeno do mesmo.

Sdo também providas composicgdes compreendendo um
anticorpo ou porgcdo de ligagdo ao antigeno do mesmo, ou
imunoconjugado ou molécula biespecifica da invencdo e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Moléculas de acido nucléico codificando os
anticorpos ou porgdes de ligagdo ao antigeno dos mesmos da
invengao sdo também englobados pela invencdo, bem como
vetores de expressdao compreendendo tais acidos nucléicos e
células hospedeiras compreendendo tais Vetoreé de expresséo.
Além disso, a invengdo prové um camundongo transgénico
compreendendo transgenes de cadeia leve e pesada de
imunoglobulina humana, onde o camundongo expressa um
anticorpo da invengdo, bem como hibridomas preparados de tal
camundongo, onde o hibridoma produz o anticorpo da invencgao.

Ainda em outro aspecto, a invencdo prové um método
para modulacgdo da resposta imune em um individuo
compreendendo administragdo ao individuo do anticorpo ou
porcdo de ligacdac ao antigeno do mesmo da invencdo, tal que
a resposta imune no individuo é modulada. Preferivelmente, o
anticorpo da 1invencdo melhora, estimula ou aumenta a
resposta imune no individuo.

Em um aspecto adicional, a invengdo prové um
método para inibir o crescimento das células tumorais em um
individuo, compreendendo administracdo ao individuo de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-PDI,

ou porgdo de ligacdo ao antigeno do mesmo. Os anticorpos da
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invencdo sdo preferidos para uso ﬁo método, embora outros
anticorpos anti-PD-1 possam ser usados ao 1invés (ou em
combinagdo com um anticorpo anti-PD-1 'da invencdo). Por
exemplo, um anticorpo anti-PD-1 quimérico, completamente
humano ou humanizado pode ser empregado no método de
inibicdo do crescimento do tumor.

Em um aspecto adicional, a invencdo prové um
método para tratar uma doenga infecciosa em um individuo,
compreendendo administragéo-ao individuo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-PD-1 ou porcgdo
de ligac&o ao antigeno do mesmo. Os ahticorpos da invencao
sdo preferidos para uso no método, embora outros anticorpos
anti-PD-1 possam ser usados (ou em combinagéo com um
anticorpo anti-PD-1 da invengdo). Por exemplo, um anticorpo
anti-PD-1 quimérico, humanizado ou completamente humano pode
ser usado no método ©para tratamento de uma doenga
infecciosa.

Adicionalmente, a invengdo prové um método para
melhorar uma resposta imune a um antigeno em um indiwviduo,
compreendendo administracdo ao individuo de: i) o antigeno;
e 1i) wum anticorpo anti-PD-1, ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, tal que uma resposta imune ao antigeno no
individuo é melhorada. O antigenb pode ser, por exemplo, um
antigeno tumoral, um antigeno viral, um antigeno bacteriano
ou um antigeno de um agente patogénico. Os anticorpos da
invengdo sdo preferidos para uso no método, embora outros.
anticorpos anti-PD-1 possam ser usados (ou em combinacdo com

um anticorpo anti-PD-1 da invencao). Por exemplo, um
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anticorpo anti-pPD-1 quiméricd, humanizado ou completamente
humano pode ser usado no método para melhorar uma resposta
imune a um antigeno em um indi%iduo.

A invencdo também prové métodos para fabricacdo de
anticorpos anti-PD-1 de "segunda geracdo" com base na
seqliéncia de anticorpos anti-PD-1 provida aqui. Por exemplo,
a invencdo prové um método para preparacdo de um anticorpo
anti-PD-1 compreendendo:

a) proviséo.de: i) uma seqiiéncia de anticorpo de
uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma
seqliéncia CDR1 que ¢é selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21, e/ou uma seqgiiéncia
CDR2 que é selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28; e/ou uma seqiéncia CDR3 que ¢é
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31,
32, 33, 34 e 35; ou 1ii) uma seqiéncia de antiéorpo de uma
regido varidvel de cadeia leve compreendendo uma seqliéncia
CDR1 que é selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42, e/ou uma seqgiéncia CDR2 que &
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45,
46, 47, 48 e 49, e/ou uma seqiiéncia CDR3 que é selecionada
do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55
e 56; |

b) alteracao de pelo menos um residuo de
aminoacido dentro de pelo menos uma seqiéncia de anticorpo
da regido wvariavel, a seqiiéncia sendo selecionada da
seqliéncia de anticorpo da regidoc varidvel de cadeia pesada e

uma seqliéncia de anticorpo da regido variavel de cadeia
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leve, para criar pelo' menos uma seqliéncia de anticorpo
alterada; e

c) expressdo da seqiéncia de anticorpo alterada
como uma proteina.

Outros aspectos e vantagens da presente invencio
ficarao claros a partir da descrigdo detalhada que se segue
e exemplos gque ndo devem ser tidos como limitantes. O
conteudo de todas referéncias, entradas de GenBank, patentes
e pedidos de pafente publicados citados em todo esse pedido
sdo incorporados agui expressamente como referéncia.

Breve Descricd&o dos Desenhos

A figura 1A mostra a seqiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:57) e seqliéncia de aminoééido (SEQ ID NO:1) da regiéao
variéﬁel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
17D8. As regides CDR1 (SEQ ID NO:15), CDR2 (SEQ ID NO:22) e
CDR3 (SEQ ID NO:29) sado delineadas e as derivagdes de
linhagem germinal V, D e J s&o indicadas.

A figura 1B mostra a seqiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:64) e seqléncia de aminocdcido (SEQ ID NO:8) da regido
variavel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 17DS8.
As regides CDR1 (SEQ ID NO:36), CDR2 (SEQ ID NO:43) e CDR3
(SEQ ID NO:50) sao delineadas e as derivagdes da linhagem
germinal V e J sdo indicadas.

A figura 2A mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:58) e seqiiéncia de aminodcido (SEQ ID NO:2) da regido
varidvel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
2D3. As regides CDR1 (SEQ ID NO:16), CDR2 (SEQ ID NO:23) e

CDR3 (SEQ ID NO:30) sao delineadas e as derivacdes da
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linhagem germinal'V e J sdao indicadas.

A figura 2B mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:65) e seqiéncia de aminocacido (SEQ ID NO:9) da regiéo
varidvel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 2D3.
As regibes CDR1 (SEQ ID NO:37), CDR2 (SEQ ID NO:44) e CDR3
(SEQ ID NO:51) sdo delineadas e as derivagdes da linhagem
germinal V e J sdo indicadas.

A figura 3A mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:59f e seqiéncia de aminodcido (SEQ ID NO:3) da regiédo
variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
4H1. As regides CDRi (SEQ ID NO:17), CDR2 (SEQ ID NO:24) e
CDR3 (SEQ 1ID NO:31) sadao delineadas e as derivacgdes da
linhagem germinal V e J ééo indicadas.

A figura 3B mostra a seqiéncia dé nucleotideo (SEQ
ID NO:66) e seqliéncia de aminodcido (SEQ ID NO:10) da regiao
variavel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 4H1.
As regides CDR1 (SEQ ID NO:38), CDR2 (SEQ ID NO:45) e CDR3
(SEQ ID NO:52) sao delineadas e as derivacdes da linhagem
germinal V e J s&o indicadas.

A figura 4A mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:60) e seqliéncia de aminoacido (SEQ ID NO:4) da regido
variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
5C4. As regiéés CDR1 (SEQ ID NO:18), CDR2 (SEQ ID NO:25) e
CDR3 (SEQ 1ID NO:32) sdo delineadas e as derivacgdes da
linhagem germinal V- e J sdo indicadas.

A figura 4B mostra a seqiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:67) e seqliéncia de aminodcido (SEQ ID NO:11) da regido

varidvel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 5C4.
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As regiéesACDRl (SEQ ID NO:39), CDR2 (SEQ ID NO:46) e CDR3
(SEQ ID NO:53) sdo delineadas e as derivagdes da linhagem
germinal V e J sdo indicadas.

A figura 5A mostra a seqliéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:61) e seqiéncia de aminoacido (SEQ ID NO:5) da regiao
varidvel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
4A11. As regides CDR1 (SEQ ID NO:19), CDR2 (SEQ ID NO:26) e
CDR3 (SEQ ID NO:33) sdo delineadas e as derivacdes da
liﬁhagem germinal V e J sdo indicadas.

A figura 5B mostra a seqiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:68) e séqﬁéncia de aminoacido (SEQ ID NO:12) da regiao
varidvel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 4Al11.
As regides CDR1 (SEQ ID NO:40), CDR2 (SEQ ID NO:47) e CDR3
(SEQ ID NO:54) sdo delineadas e as derivacdes da linhagem
germinal V e J sdo indicadas.

A figura 6A mostra a seqliéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:62) e seqiiéncia de aminodcido (SEQ ID NO:6) da regiao
variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
7D3. As regides CDR1 (SEQ ID NO:20), CDR2 (SEQ ID NO:27) e
CDR3 (SEQ ID NO:34) sdo delineadas e as derivacgdes da
linhagem germinal V e J sdo indicadas.

A figura 6B mostra a seqliéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:69) e seqiiéncia de aminodcido (SEQ ID NO:13) da regido
variavel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 7D3.
As regides CDR1 (SEQ ID NO:41), CDR2 (SEQ ID NO:48) e CDR3
(SEQ ID NO:55) sao delineadas e as derivacdes da linhagem

germinal V e J sdo indicadas.

A figura 7A mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
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ID NO:63) e seqliéncia de aminocdcido (SEQ ID NO:7) da regiao
variavel de cadeia pesada do anticorpo monoclonal humano
SF4. As regides CDR1 (SEQ ID NO:21), CDR2 (SEQ ID NO:28) e
CDR3 (SEQ ID NO:35) sdo delineadas e as derivacdes da
linhagem germinal V e J sdo indicadas.

A figura 7B mostra a seqiiéncia de nucleotideo (SEQ
ID NO:70) e seqiéncia de aminoacido (SEQ ID NO:14) da regido
varidvel de cadeia leve do anticorpo monoclonal humano 5F4.
As regides CDR1 (SEQ ID NO:42), CDR2 (SEQ ID NO:49) e CDR3
(SEQ ID NO:56) sdo delineadas e as derivacdes da linhagem
germinai V e J sdo indicadas.

A figura 8 mostra o alinhamento da seqiiéncia de
aminoacido dé regido varidvel de cadeia pesada de 17D8, 2D3

!

4H1, 5C4 e 7D3 com a seqiiéncia de aminodcido Vg 3-33 da

linhagem germinal humana (SEQ ID NO:71).

A figura 9 mostra o alinhamento da seqiéncia de
aminoacido da regido variavel de cadeia leve de 17D8, 2D3 e
1D3 com a seqliéncia de aminodcido Vg L6 da linhagem germinal
humana (SEQ ID NO:73).

A figura 10 mostra o alinhamento da seqiiéncia de
aminodcido da regido varidvel de cadeia leve de 4H1 e 5C4

com a seqiéncia de aminodcido Vg L6 da linhagem germinal

_humana (SEQ ID NO:73).

A figura 11 mostra o alinhamento da seqiiéncia de
aminodcido da regido varidvel de cadeia pesada de 4A11 e 5F4
com a seqliéncia de aminoacido Vy 4;39 da linhagem germinal
humana (SEQ ID NO:72).

A figura 12 mostra o alinhamento da seqiiéncia de
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aminoacido da regido varidvel de cadeia leve de 4All e 5F4
com a seqléncia de aminoacido Vg L15 da linhagem germinal
humana (SEQ ID NO:74).

As figuras 13A-13B mostram os resultados dos
experimentos de citometria de fluxo demonstrando que os
anticorpos monoclonais humanos 5C4 e 4H1, dirigidos contra
PD-1 humano, se ligam a superficie celular das células CHO
transfectadas com PD-1 humano de comprimento pleno. A figura
13A mostra o grafico de “citometria de fluxo para 5C4. A
figura 13B mostra o grafico de citometria de fluxo para 4H1.
A linha fina representa a ligag¢do as células CHO e a linha
sbélida representa a ligacdo as células CHO hPD-1.

( A figura 14 mostra um grafico demonstrando que os
anticorpos monoclonais humanos 17D§, 2D3, 4H1, 5C4, e 4Al1l, .
dirigidos contra PD-1 humano, ligam-se especificamente ao
PD-1 e ndo aos outros elementos da familia CD28.

As figuras 15A-15C mostram os resultados dos
experimentos de citometria de fluxo demonstrando que os
anticorpos monoclonais humanos 4H1 e 5C4, dirigidos éontra
PD-1 humano, se ligam ao PD-1 na superficie da célula. A
figura 15A mostra a ligacdo as células T humanas ativadas. A
figura 15B mostra a ligagcdo as células T de macacos
Cynomolgus. A figura 15C mostra a 1ligacdo as células
transfectadas CHO expressando PD-1.

As figuras 16A-16C mostram os resultados dos
experimentos demonstrahdo que anticorpos ménoclonais humanos
contra PD-1 humano promovem a proliferacdo da célula T,

secrecdo de IFN-gama e a secrecdao de IL-2 em um ensaio de
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reagdo de linfécito misto. A figura 16A é um grafico de
barras mostrando a proliferacdo de célula T dependente da
concentragdo; a figura 16B é um grdfico de barras mostrando
a secrecgdo de IFN-gama dependente da concentra¢ao; a Figura
16C & um gradfico de barras mostrando a secrecdo de IL-2
depehdente da concentracao.

As figuras 17A-17B mostram os resultados dos
experimentos de citometria Vde fluxo demonstrando que
anticorpos monoclonais humanos contra PD-1 humano bloqueiam
a ligacdao de PD-L1 e PD-L2 as células CHO transfectadas
expressando PD-1. Figura 17A é um grafico mostrando a
inibig¢do da ligagdo de PD-L1; A figura 17B é um grafico
mostrando a inibicdo da ligacdo de PD-L2.

A figura 18 mostra os resultados dos experimentos
de citometria de fluxo demonstrando que anticorpos
monoclonais humanos contra PD-1 humano ndoc promovem apoptose
de célula T. | |

A figura 19 mostra os resultados dos experimentos
demonstrando que anti-pPD-1 de HuMabs possuem uma
concentracdo dependendo do efeito na secrecdo IFN gama por
PBMCs de doadores CMV positivos quando PBMCs foram
estimulados com um lisado de CMV e anti-PD-1.

A figura 20 mostra os resultados dos experimentos
de crescimento de tumor em um sistema modelo de camundongo
demonstrando que o tratamento  in vivo dos tumores do
camundongo com anticorpos anti-PD-1 inibe o crescimento dos

tumores.

As figuras 21A a 21D mostram o volume do tumor com
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0 tempo em camundongos individuais que foram implantados com

células de tumor de cdélon MC38 (PD-L17) e no mesmo dia
tratados com uma das seguintes terapias: (A) IgG de
camundongo {controle), (B) anticorpo anti-CTLA-4, (C)

anticorpo anti-PD-1, e (D) anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo
anti-PD-1. Os camundongos receberam tratamentos com
anticorpo subseqlientes nos dias 3, 6 e 10 conforme descrito
no Exemplo 13 e o volume de tumor foi monitorado por 60
dias.

Figura 22 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na Figura 21.

Figura 23 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na Figura 21.

As figuras 24A a 24D mostram o volume de tumor com
o tempo em camundongos individuais que foram implantados com
as células tumorais de célon MC38 (PD-L1") e uma semana mais
tarde tratados com um uma das seguintes terapias: (A) IgG de
camundongo {controle), (B) anticorpo anti-CTLA-4, (C)
anticorpc anti-PD-1 e (D) anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo
anti-PD-1. O volume de tumor no primeiro dia do tratamento
foi de cerca de 315 mm3. Os camundongos receberam
tratamentos de anticorpo subsegientes nos dias 3, 6 e 10
conforme descrito no Exemplo 14.

A figura 25 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 24.

A figura 26 mostra ¢ volume médio do tumor dos
camundongos mostrados na figura 24.

A figura 27 mostra o volume médio do tumor com ©
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tempo nos camundongos individuais que foram implantados
células de tumor de cdélon MC38 (PD-L™Y) (dia -7) e entao
tratados nos dias 0, 3, 6 e 10 apdés implantagdao (conforme
descrito no Exemplo 15) com uma das seguintes terapias: (A)
a) IgG de camundongo como um controle (20 mg/kg, X)) b)
anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg) e IgG de camundongo (10
mg/kqg) (P1pX10), C) anticorpo anti-CTLA¥4 (10 mg/kg) e IgG de
camundongo (10 mg/kg) (Ci10X10), d) anticorpo anti-CTLA-4 e
anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg cada) (CioP19), e) anticorpo
anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1 (3 mg/kg cada) (Cs3P3), e
f) anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1 (1 mg/kg
cada) (C{P;). Dois grupos de camundongos foram tratados com
cada anticorpo seqﬁenéialmente como se segue: (G) anticorpo
anti-CTLA-4 (10 mg/kg, dia 0), anticorpo anti—CTLA—4¥ (10
mg/kg, dia 3), anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg, dia 6), e
anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg, dia 10) (C10Ci0P1gP1g): e (FJ)
anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg, dia 0), énticorpo anti-PD-1
(10 mg/kg, dia 3), anticorpo anti-CTLA-4 (10 mg/kg, dia 6),
e anticorpo anti-CTLA-4 (10 mé/kg, dia 10) (10 mg/kg, dia
10) (P10P10C10C10) -

A figura 28 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 27.

A figura 29 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 27.

As figuras 30A a 30F mostram o volume de tumor com
o témpo nos camundongos individuais que foram implantados
com células de fibrosarcoma SAl/N (PD—Ll’) e um dia mais

tarde tratados com uma ou mais das seguintes terapias: A)



10

15

20

25

28

PBS (veiculo de controle), b) IgG de camundongo (controle de
anticorpo, 10 mg/kg), c) anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg), d)
anticorpo anti-CTLA-4 (10 mg/kg), e) anticorpo anti-CTLA-4
(0,2 mg/kg), e f) anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg) e anticorpo
anti-CTLA-4 (0,2 mg/kg) . Os camundongos receberam
tratamentos de anticorpo subseqlientes nos dias 4, 7 e 11
conforme descrito no Exemplo 16 e o volume do tumor foi
monitorado por 41 dias.

A figura 31 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 29.

A figura 32 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 29.

As figuras 33A a 33J mostram o volume de tumor com
o tempo em camundongos individuais que foram implantados com
células de fibrosarcoma SAl1/N (PD-L17) e entdo tratadas nos
dias 7, 10, 13 e 17 pébs-implantagdo (conforme descrito no
Exemplo 17) com uma das seguintesAterapias: A) PBS (veiculo
de controle), b) IgG de camundongo (veiculo de controle, 10
mg/kg), c) anticorpo anti-CTLA-4 (0,25 mg/kg), d) anticorpo
anti-CTLA-4 (0,5 mg/kg), e) anticorpo anti-CTLA-4 (5 mg/kg),
f) anticorpo anti-PD-1 (3 mg/kg), (G) anticorpo anti-PD-1
(10 mg/kg), (H) anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg) e anticorpo
anti-CTLA-4 (0,25 mg/kg), (I) anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg)
e anticorpo anti-CTLA-4 (0,5 mg/kg), e f) anticorpo anti-PD-
1 (3 mg/kg) e anticorpé anti-CTLA-4 (0,5 mg/kg). O volume do
tumor no primeiro dia de tratamento foi de cerca de 110 mm3.

A figura 34 mostra o volume médio do tumor dos

camundongos mostrado na figura 33.
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A figura 35 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 33.

As figuras 36A e 36B mostram o volume do tumor com
0 tempo em camundongos individuais que foram implantados com
células de fibrosarcoma SAl/N (PD-L1-) e entdo tratados nos
dias 10, 13, 16 e 19 apds a implantacao (conforme descrito
no Exemplo 17) com uma das seguintes terapias: a) IgG de
camundongo (anticorpo de controle, 10 mg/kg) ou b) anticorpo
anti-PD-1 (10 mg/kg) e anticorpo anti-CTLA-4 (1 mg/kg). O
volume do tumor no primeiro dia de tratamento foi de 250
mm?3 .

A figura 37 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 36.

A figura 38 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 36.

A figura 39 mostra a inibicd&o do tumor percentual
média calculada dos volumes'de tumor mostrados nas figuras
33 e 36.

- Figuras 40A a 40D mostram o volume de tumor nos
camundongos BALB/c que foram implantados subcutaneamente com
células de adenocarcinoma renal RENCA (PD-L1%) (Murphy and
Hrushesky (1973) J. Natl. Cancer Res. 50:1013-1025) (dia -
12) e entdo tratadas intraperitonealmente nos dias 0, 3, 6 e
9 pos-implantacdo com uma das seguintes terapias: a) IgG de
camundongo (antiCorpo de controle, 20 mg/kg), b) anticorpo
anti-PD-1 (10 mg/kg), c) aﬁticorpo anti-CTLA-4 (10 mg/kg), e
d) anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg) em combinacdo com o

anticorpo anti-CTLA-4 (10 ‘mg/kg). O volume do tumor no



10

15

20

25

30

primeiro dia do tratamento foi de cerca de 115 mm3.

A figura 41 mostra que a ligagdo da proteina de
fusdo PD-L2-Fc de camundongo ao PD-1 de camundongo (mPD-1) é
blogqueada por anticorpo anti-mPD-1 4H2 em um modo dependente
da dose. A ligacdo ¢é detectada por medicdo da fluorescéncia
da IgG anti-rato de burro marcada com FITC por ELISA. Quanto
maior a MFI (intensidade de fluorescéncia média) maior a
ligacao.

A figura 42 nmostra as curvas de ligagéo- dos
anticorpos anti-mPD-1 a proteina de fusdo mPD-1-Fc
imobilizada por ELISA.

A figura 43 mostra a curva de ligacdo do anticorpo
anti-mPD-1 de rato 4H2.B3 as células CHO expressando mPD-1.
A ligacdao foi detectada com IgG anti-rato de burro,
conjﬁgada com FITC e medida por FACS (MFI).

A figura 44 mostra a curva de ligacdo da proteina
de fusdao mPD-L1-hFc .és células CHO expressando mPD-1 na
presenca de concentragdes crescentes de anticorpo anti-mPD-1
4H2.B3. A ligagao foi detectada com IgG anti-humano de
cabra, conjugada com FITC e medida por FACS(MFI).

A figura 45 mostra as curvas de ligacdo de
anticorpo " anti-mPD-1 de rato 4H2.B3 as células CHO
expressando mPD-1 conforme comparadas ao an&icorpo anti—mPD—A
1 de camundongo 4H2:rato quimérico.

A figura 46 mostra as curvas de ligacdao da
proteina de fusdo mPD-L1-hFc as células CHO expressando mPD-
1 na presenca de Concentragées crescentes de anticorpo anti-

mPD-1 de rato 4H2.B3 ou anticorpo anti-mPD-1 de camundongo
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4HZ:rato quimérico.

A figura 47 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos 1isentos de tumor previamente preparados com
anticorpo anti-PDl1 e desafiados novamente com células de
fibrosarcoma SAl1/N (PD-L17). Conforme mostrado é o volume
médio do tumor de camundongos puros (controle, nao
previamente desafiados ou tratados) implantadas com células
de fibrosarcoma SA1l/N.

A figura 48 mostra o volume do tumor com o tempo
nos camundongos individuais, que sobreviveram a retirada do
tumor seguindo implantacdo de células de tumor de cdélon MC38
(PD-L17) e tratamento com anticorpo anti-PD1 ou uma
combina¢dao do anticorpo anti-PDl e anticorpo anti-CTLA-4),
desafiados novamente com 10 vezes mais células de tumor de
célon MC38 que em relagdo ao tratamento inicial. Também é
mostrado o volume médio do tumor do camundongo puro
(controle, nao previamente desafiado ou tratado) implantado
com células de tumor de cdélon MC38.

A figura 49 mostra o volume médio do tumor dos
camundongos mostrado na figura 48.

A figura 50 mostra o volume médio do tumor com o
tempo em camundongos individuailis que receberam implante de
células de tumor de cdlon CT26.

As figuras 51A-B mostram os resultados dos
experimentos demoqstrando que anticorpos monoclonais humanos
contra PD-1 humano promovem a proliferacdo da célula T e
secrecdo de IFN-gama nas culturas contendo células

reguladoras T. A figura 50A é um grafico de barras mostrando
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proliferacdo de célula T dependente de concentragéo usando
HuMAb 5C4; a figura 50B é um grafico de barras mostrando a
secrecdo de IFN-gama dependente de concentracdo usando HuMAb
5C4.

As figuras 52A-B mostram os resultados dos
experimentos demonstrando que anticorpos monoclonais humanos
contra PD-1 humano promovem a proliferacdo da célula T e
secrecdo de IFN-gama nas culturas contendo células T
ativadas. A figura 51A é um grafico de barras mostrando
proliferacdo de célula T dependente de concentracdo usando
HuMAb 5C4; a figura 51B é um grafico de barras mostfando a
secrecdo de IFN-gama dependente de concentracdo usando HuMAb
5C4.

A figura 53 mostra os resultados de um ensaio de
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
demonstrando que os anticorpos anti-PD-1 monoclonais humanos
exterminam as células T ativadas em um modo dependente da
concentracdo de ADCC, em relagdo a regido Fc do anticorpo
anti-PD-1.

A figura 54 mostra os resultados de um ensaio de
citotoxicidade dependente de complemento (CDC) demonstrando
que os anticorpos anti-PD-1 monoclonais humanos néo
exterminam células T ativadas humanas em um modb dependente
da concentracdo de CDC.

Melhor Modo de Realizar a Invencgdo

Em um aspecto, a presente invengdo se refere aos
anticorpos monoclonais isolados, especificamente anticorpos

monoclonais humanos, que se ligam especificamente ao PD-1.



10

15

20

25

33

Em determinadas -modalidades, os anticorpés da invencao
exibem uma ou mais propriedades funcionais desejaveis, tais
como, ligacéo de afinidade alta ao PD-1, falta de
reatividade cruzada aos outros elementos da familia CD28, a
capacidade de estimular proliferacdo da célula T, IFN-y e/ou
a secrecdo de TIL-2 nas reacGes de 1linfécito mistas, a
capacidade de inibir ligag¢do de um ou mais ligantes PD-1
(por exemplo, PD-L1 e/ou PD-L2), a capacidade de reacdo
cruzada com PD-1 de macaco Cynomélgus, a capacidade de
estimular respostas de memdéria especificas de antigeno, a

capacidade ~de estimular respostas de anticorpo e/ou a

‘capacidade de inibir o crescimento de células tumorais in

vivo. Adicional ou alternativamente, os anticorpos da

invengao sdo derivados de seqiiéncias especificas de linhagem

germinal de cadeia pesada e leve e/ou compreendem aspectos
estruturais especificos, tais como, regides CDR
compreendendo seqiiéncias de aminodcido especificas. Em outro
aspecto, a invencdo se refere ao uso combinado de anticorpos
monoclonais que se ligam especificamente ao PD-1 e aos
anticorpos monoclonais que se ligam especificamente ao CTLA-
4.

A invencao prove, por exemplo, anticorpos
isolados, métodos para fabricacao de. tais anticorpos,
imunoconjugados e moléculas biespecificas compreendendo tais
anticorpos e composicdes farmacéuticas -contendo 0os
anticorpos, imunoconjugados ou moléculas biespecificas da
invencéo.

Em outro aspecto, a invencdo se refere aos métodos
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para 1inibir o crescimento das célﬁlas tumorais em um
individuo empregando anticorpos anti-PD-1. Conforme
demonstrado aqui, os anticorpos anti-PD-1  sdo capazes de
inibir o crescimento celular tumoral in vivo. A invencéao
também se refere aos métodos de uso de tais anticorpos para
modificar a resposta imune, bem como para tratar as doencas,
tais como, cancer ou doenga infecciosa, ou para estimular
uma resposta autoimune de protecdo ou para estimular
respostas imunes especificas de antigeno (por exemplo, co-
administracdo de um anti-PD-1 com um antigeno de interesse).

De modo gque a presente invenééo possa ser mais
prontamente entendida, determinados termos serdo primeiro
definidos. Definic¢bdes adicionais sé&o estabelécidas através
de toda a descricdo detalhada.

Os termos "Morte Programada 1", "Morte Celular
Programada 1", "PD-1] de proteina", "PD-1," PD1," "PDCDl,"
"hPD-1" e "hPD-F sdo empregados intercambiavelmente, e
incluem variantes, isoformas, espécies homdélogas do PD-1
humano, e andlogos possuindo pelo menos um epitopo comum com
PD~1. A seqléncia de PD-1 completa pode ser encontrada no
GenBank Numero de Acesso U64863.

Os termos "antigeno-4 associado ao 1linfécito T
citotdxico”, "CTLA-4," "CTLA4,"™ ﬁantigeno de CTLA-4" e
"CD152" (vide, por exemplo, Murata, Am. J. Pathol. (1999)
122:453—460) sdo empregados intercambiavelmente, e incluem
variantes, isoformas, espécies homdélogas ao CTLA-4 humano, e
anadlogos possuindo pelo menos um epitopo comum com CTLA-4

(vide, por exemplo, Balzano (1992) Int. J. Cancer Suppl.
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7:28-32). A seqiéncia de écido.nucléico de CTLA-4 completa
pode ser encontrada no GenBank Numero de Acesso L15006.

O termo "resposta imune" se refere a acédo, por
exemplo, dos linfécitos, células apresentando antigeno,
células fagociticas, granuldcitos e macromoléculas soluveis
produzidas pelas células acima ou do figado (incluindo
anticorpos, citocinas e complemento) que resulta em lesdo
seletiva, destruig¢do ou eliminacdo do corpo humano de
agentes patogénicos invasores, células ou tecidos infectados
com agentes patogénicos, células cancerigenas ou nos casos
de autoimunidade ou inflamacgao patoiégica, células de tecido
normal ou tecidos.

Uma "via de transducdo de éinal" se refere a
felagéo biogquimica entre uma variedade de moléculas de
transdugdo de sinal que desempenham um papel na transmissao
de um sinal de uma porc¢do de uma célula para outra'porgéo da
célula. Conforme usado aqui, a frase "receptor de superficie
da célula" inclui, por exemplo, moléculas e complexos de
moléculas capazes de receber um sinal e a transmissdo de tal
sinal através da membrana. plasmatica de wuma célula. Um
exemplo de um "receptor de superficie celular"” da presente
invencdo é um receptor PD-1.

O termo "anticorpoﬁ conforme referido aqui inclui
anticorpos totais e qualquer fragmento de ligac¢do ao
antigeno (isto &, ‘"porgdo de ligacdo ao antigeno") ou
cadeias simples do mesmo. Um "anticorpo" se refere anuma
glicoproteina compreendendo pelo menos duas cadeias pesadas

(H) e duas cadeias leves (L) interconectadas por ligacdes
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dissulfeto ou uma porgdo de ligagdo ao antigeno das mesmas.
Cada cadeia pesada é& compreendida de uma regido variavel de
cadeia pesada (abreviada aqui como Vy) e uma regido
constante de cadeia pesada. A regido constante de cadeia
pesada é compreendida de trés dominios, Cgyi, Cuz e Cuyg. Cada
cadeia leve é compreendida de uma regido varidvel de cadeia
leve (abreviada como V) e uma regido constante de cadeia
leve. A regido constante de cadeia leve é compreendida do
dominio C;. As fegiées Vg e Vp, podem ser adicionalmente
subdivididas em regides de hipervariabilidade, denominadas
regides de determinacao ‘da complementariedade (CDR),
dispersas com regides que s&o mais conservadas, denominadas
regides de estrutura (FR). Cada VH e V, & composta de trés .
CDRs e quatro FRs, dispostas do terminal amino para o
terminal carbdéxi na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. As regides variaveis das cadeias pesadas e
leves contém um dominio de 1ligacdo que interage com um
antigeno. As regides constantes dos anticorpos podem mediar
a ligagdo da imunoglobulina aos tecidos do hospedeiro ou
fatores, incluindo varias células do sistema imune (por
exemplo, células efetoras) e o primeiro componente (Clg) do
sistema complemento classico.

O termo "pofgéo de ligagdo ao antigeno" de um
anticorpo (ou simplesmente "porgcdo do anticorpo"”), conforme
usado aqui, se refere a -um ou mais fragmentos de um
anticorpo que mantém a capacidade de se ligar
especificamente a um antigeno (por exemplo, PD-1). Foi

demonstrado que a fungdo de ligagdo ao antigeno de um
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anticorpo pode ser fealizada por fragmentos de um anticorpo
de comprimento pleno. Exemplos de fragmentos de ligacgédo

englobados no termo "porgdo de ligacdo ao antigeno”™ de um
anticorpo incluem i) um fragmento Fab, um fragmento
monovalente consistindo dos dominios Vi, Vg, Ci e Cys (11)
um fragmento F(ab'), , um fragmento bivalente compreendendo
dois fragmentos Fab ligados por uma ponte de dissulfeto na
regido de articulagdo; 1ii) um fragmento Fd consistindo nos
dominios VH‘e CHy; iv) um fragmento Fv dos dominios Vi e Vy
de uma ramificag¢dao simples de um anticorpo, v) um fragmento
dAb (Ward e outros, (1989) Nature 341:544-546), que consiste
em um dominio Vy; e (vi) uma regido de determinacdo de
complementariedade (CDR). vAdicionalmente, embora os dois
dominios do fragmento Fv, Vi, e Vg, sejam codificados por
genes separados, eles podem ser unidocs usando métodos
recombinantes, por um ligante sintético que permite que os
mesmos se tornem uma cadeia de proteina simples onde as
regides V, e Vg se emparelham para formar moléculas
monovalentes (conhecidas como cadeia simples Fv (scFv);
vide, por exemplo, Bird e outros (1988) Science 242:423-426;
e Huston e outros (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883) . Tails anticorpos de cadeia simples sdo englobados no
termo "porgdo de ligagdo ao antigeno" do anticorpo. Esses
fragmentos de anticorpo s&o obtidos usando técnicas
convencionais conhecidas dos versados na arte e os
fragmentos s&do classificados quanto a utilidade da mesma
maneira como sdo corpos intactos.

Um "anticorpo isolado" conforme usado aqui, se
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refere a um> anticorpo que ¢é substancialmente isento de
outros anticorpos possuindo especificidades diferentes (por
exemplo, um anticorpo isolado que se liga especificamente ao
PD-1 é substancialmente isento de anticorpos que se ligam
especificamente aos antigenos diferentes de PD-1). Um
anticorpo isolado que se liga especificamente ao PD-1 pode,
contudo, possuir reatividade cruzada em relacdo a outros
antigenos, tais como, moléculas de PD-1 de outras espécies.
Além.disso, um anticorpo isolado pode ser substancialmente
isento de outro material celular e/ou substdncias quimicas.

Os terﬁos "anticorpo monoclonal" ou "composicdo de
anticorpo monoclonal" cbnforme empregados aqui se referem a
preparacdo as molécuias de anticorpo da ccomposicdo molecular
simples. Uma composi¢gdo de anticorpo monoclonal revela
especificidade e afinidade de ligagdo simples a um epitopo
especifico.

O termo "anticorpo humano" conforme empregado aqui
inclui anticorpos possuindo regides varidveis onde ambas as
regides de estrutura e CDR sdo derivadas das seqiiéncias de
imunoglobulina de linhagem germinal. Adicionalmente, se o
anticorpo contiver uma regido constante, a regido constante
também sera derivada das seqliéncias de imunoglobulina de
linhagem gérminal humana. Os anticorpos humanos da invencdo
podem incluir residuos de aminodcido n&o codificados pelas
seqiéncias de -imunoglobulina de linhagem germinal humana
(por exemplo, mutagdes introduzidas por mutagénese
especifica ou aleatdéria de sitio in vitro ou por mutagdo

somadtica in vivo). Contudo, o termo "anticorpo humano”
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conforme usado aqui, nao se destina a incluir anticorpos
onde as seqiéncias de CDR derivadas da linhagem germinal de
outras espécies de mamiferos, tais como, camundongo, foram
enxertadas nas seqiiéncias de estrutura humana.

O termo "anticorpo monoclonal humano" se refere
aos anticorpos revelando wuma especificidade de 1ligacéo
simples que possul regides variavels onde ambas as regides
de estrutura e CDR sdao derivadas das seqiiéncias de
imunoglobulina de linhagem germinal humana. Em uma
modalidade, os anticorpos monoclonais humanos sdo produzidos
por um hibridoma que inclui uma célula B obtida de um animal
nao humano transgénico, por exemplo, um camundongo
transgénico, poésuindo um genoma compreendendo um transgene
de <cadeia pesada humana e um transgene de cadeia leve
fundidos em uma célula imortalizada.

0O termo "anticdrpo humano recombinante”" conforme
empregado aqui, inclui todos os anticorpos humanos que sao
preparados, expressos, criades ou isolados por meios
recombinantes, tais como a) anticorpos isolados de um animal
(por exemplo, camundongo) que é transgénico ou
transcromossdmico aos genes da imunoglobulina humana ou um
hibridoma preparado dos mesmos (descrito a seguir), b)
anticorpos isolados de uma célula hospedeira para
expressarem o anticorpo humano, por exemplo, de um
transfectoma, <¢) anticorpos isolados de uma biblioteca de
anticorpos humanos combinatéfios, recombinantes e d)
anticorpos preparados, expressos, criados ou isolados por

qualquer outro meio que envolva recomposicdo das seqgliéncias
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génicas da imunoglobulina humana em outras seqiiéncias de
DNA. Tais anticorpos humanos recombinantes possuem regides
varidveis onde as regides de estrutura e CDR sao derivadas
das seqiiéncias de imunoglobulina de linhagem germinal
humana. Em determinadas modalidades, contudo, tais
anticorpos humanos recombinantes podem ser submetidos a
mutagénese in vitro (ou quando ¢é empregado um animal
transgénico para sequiéncias Ig humanas, na mutagénese
somatica in vivo) e assim as seqliéncias de aminoacido das
regides Vy e V, dos anticorpos recombinantes sdo seqiiéncias
que; enquanto derivadas e relacionadas as seqliéncias Vy e Vi
da linhagem germinal humana, podem ndo existir naturalmente
dentro do repertdério da 1linhagem germinal de anticorpo
humano in vivo.

Conforme usado aqui, "isdétopo" se refere a uma
classe de anticorpo (por exemplo, IgM ou IgGl) que ¢é
codificada pelos genes da regido constante de cadeia pesada.

As frases "um anticorpo reconhecendo um antigeno"
e "um anticorpo especifico para um antigeno” sdo usadas
intercambiavelmente aqui com o termo "um anticorpo que se
liga especificamente a um antigeno".

O termo "derivados de anticorpo humano" se refere
a gqualquer forma modificada de anticorpo humano, por
exemplo, um conjugado de anticorpo e outro agente ou
anticorpo.

0O termo "antiéorpo humanizado" se refere aos
anticorpos onde as seqliéncias de CDR derivadas da linhagem

germinal de outras espécies de mamiferos, tais como,
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camundongo, foram enxertadas nas seqiéncias de estrutura
humana. Modificag¢des adicionais da regido de estrutura podem
ser feitas dentro das seqgliéncias de estrutura humana.

O termo '"anticorpo quimérico" se refere aos
anticorpos onde as seqiéncias de regido variavel sao
derivadas de uma espécie e as seqiéncias de regido constante
sdo derivadas de outra espécie, tal como um anticbrpo no
qual as seqiéncias de regido varidvel sdo derivadas de um
anticorpo de camundongo e as seqliéncias de regido constante
sdo derivadas de um anticorpo humano.

Conforme wusado aqui, um anticorpo que "se 1liga
especificamente ao PD-1 humano" se refere a um anticorpo que
sé liga ao PD-1 humano com uma K, de 1 x 107" M ou menos,
mais preferivelmente 5 X 1078 M ou menos, mais
preferivelmente 1 x 10-8 M ou menos, mais preferivelmente 5
x 107 ou menos.

O termo "Kassoc" ou "Ki" conforme usado aqui, se
refere a razdao de associagdo de uma interagdo de anaticorpo-
antigeno especifica, considerando-se que o termo "Kgs" ou
"Kq" se refere a razdo de dissociacdo de uma interacdo de
anticorpo-antigeno especifica. O termo "Kp" conforme usado
aqui se refere a constante de dissociacdo, que é obtida da
razao de Ky a K, (isto é, Kg/Ki) e é expressa como uma
concentracao molar (M). Os valores de Kp para anticorpos
podem ser determinados usando métodos bem estabelecidos na
arte. Um método Vpreferido para determinar a Kp de um
anticorpo ¢é por emprego de ressonancia de plasménio

preferivelmente usando um sistema biosensor tal como o
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sistema Biacore'® .

Conforme usado aqui, o termo "afinidade alta" com
relacdo a um anticorpo IgG se refere a um anticorpo
possuindo uma Kp de 1078 M ou menos, mais preferivelmente 10~
° M ou menos e mesmo mais preferivelmente 10°° M ou menos
para um antigeno alvo. Contudo, ligacdo de "afinidade alta"
pode variar para outros isdétopos de anticorpo. Por exemplo,
ligagdo de "afinidade alta" para um isdétopo IgM se refere a
um anticorpo possuindo uma Kp, de 1077 M ou menos, mais
preferivelmente 107° M ou menos, mesmo mais preferivelmente
10° M ou menos.

0O termo "tratamento" ou "terapia" 'se refere &
administragdao de um agente ativo com a finalidade de cura,
cicatrizacéao, alivio, atenuacao, alteracao, remediacéo,
melhora, aperfeicoamento ou de afetar uma condicdo (por
exemplb, uma doenga), os sintomas da condigdo ou para
prevenir ou retardar o inicio dos sintomas, complicagées,
indicios bioquimicos de uma doenga ou de outra formar parar
ou inibir o desenvolvimento adicional da doenca, condicdo ou
transtorno de um modo estatisticamente significativo.

"Efeito adverso" (AE) conforme empregado aqui
significa qualquer sinal (incluindo uma verificacéao
laboratorial anormal), sintoma ou doenca desfavoravel e
geralmente involuntdrio, mesmo indesejavel, associada ao uso
de um tratamento médico. Por exemplo, um evento adverso pode
estar associado a ativagcdo do sistema imune ou expansdo das
células do sistema imune (por exemplo, células T) em

resposta a um tratamento. Um tratamento médico pode ter um
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ou mais AEs associados e cada AE pode ter o mesmo nivel de
gravidade ou diferente. A referéncia aos métodos capazes de
"alterar os eventos adversos" significa um regime de
tratamento que diminui a incidéncia e/ou gravidade de um ou
mais AEs associados ao uso de um regime de tratamento
diferente.

Conforme empregado aqui "doenca
hiperproliferativa" se refere as condic¢des onde o
crescimento celular é aumentado em niveis normais. Por
exemplo, doencgas hiperproliferativas ou transtornos incluem
doengas malignas (por exemplo, cancer ensofageano, cancer de
célon, cancer biliar) e doengas ndo malignas (por exemplo,
aterosclerose, hiperplasia benigna, hipertrofila prostatica
benigna) .

Conforme empregado aqui "dose subterapéutica"
Significa uma dose de um composto terapéutico (por exemplo,
um anticorpo) gque é mais baia que a usual ou dose tipica de
composto terapéutico quando administrada sozinha para o
tratamento de uma doen¢a hiperproliferativa (por exemplo,
cancer). Por exemplo, uma dose subterapéutica ou anticorpo
CTLA-4 é uma dose simples do anticorpo em menos de cerca de
3 mg/kg, isto é, a dose conhecida do anticorpo anti-CTLA-4.

O uso da alternativa (por exemplo, "ou") deve ser
entendido como significando uma, ambas ou qualquer
combinagdo das alternativas. Conforme empregado aqui, os
artigoé indefinidos "um, uma" devem ser entendidos como se
referindo a "um ou mais" de quaisquer dos componentes

citados ou enumerados.
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Conforme empregado aqui, "cerca de" ou
"compreendendo essencialmente"” dentro de uma faixa de erro
aceitavel para o valor especifico conforme determinado por
um versado na técnica, dependerd em parte de como o valor é
medido ou determinado, isto é, as limitacdes do sistema de
medicdo. Por exemplo, "cerca de" ou "compreendendo
essencialmente" podem significar dentro de 1 ou mais de 1
desvio padrao para a pratica da técnica. Alternativamente,
"cerca de" ou "compreendendo essencialmente" significa uma
faixa de até 20%. Adicional e especificamente com relacao
aos sistemas bioldgicos ou processos, os termos podem
significar até uma ordem de grandeza ou até 5 vezes o valor.
Quando sao providos valores especificos no pedido e nas
reivindicagdes, a menos que de outra forma declarado, o
significado de "cerca de" ou "compreendendo essencialmente"
seria presumido como estando dentro de uma faixa de erro
aceitavel para aquele valor especificb.

Conforme descrito aqui, qualquer faixa de
concentracdo, faixa de porcentagem ou faixa de inteiro deve
ser entendida como incluindo o valor de qualquer inteiro
dentro da faixa citada e, quando apropriado, as fragdes do
mesmo (tais como, um décimo a um centésimo de um inteiro) a
menos que de outra forma indicado.

Conforme wusado aqui, o termo "individuo" inclui
qualquer ser humano ou animal ndo humano. O termo "animal
ndo humano" inclui todos o©os vertebrados, por exemplo,

mamiferos e ndo mamiferos, tais como, primatas ndo humanos,

- carneiros, céaes, gatos, cavalos, gado, galinhas, anfibios,
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répteis, etc. Exceto quando citado, os termos "paciente" ou
"individuo" sdo usados intercambiavelmente.

Varios aspectos da invencdoc sdc descritos em mais
detalhes nas subsecdes que se seguem.

Anticorpos Anti-PD-1

Os anticorpos da invenc¢do sdo caracterizados por
aspectos funcionais especificos ou propriedades dos
anticorpos. Por exemplo, 0s anticorpos se ligam
especificamente ao PD-1 (por exemplo, se ligam ao PD-1
humano e podem sofrer reagdo cruzada com PD-1 de outras
espécies, tais como, macacos Cynomolgus). Preferivelmente,
um anticorpo da invengdo se liga ao PD-1 com afinidade alta
por exemplo com uma Kp dé 1 x 1077 M ou menos. Os anticorpos
anti-PD-1 da invencdo preferivelmente exibem uma ou mais das
seguintes caracteristicas:

a) se liga ao PD-1 humano com uma Kp de 1 x 1077 M
ou menoé;

b) ndo se liga substancialmente a CD28, CTLA-4 ou
ICOS humana;

c) aumenta a proliferacdo da célula T em um ensaio
de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

d) aumenta a producdo de interferon-gama em um
ensaio de MLR; ou

e) aumenta a secrecdo de IL-2 em um ensaio de MRL;

f) se 1liga ao PD-1 humano e PD-1 de macaco
Cynomolgﬁs;

g) inibe a ligacdo de PD-L1 e/ou PD-L2 ao PD-1;

h) estimula respostas de membéria especificas de



10

15

20

25

46

antigeno;

i) estimula respostas de anticorpo;

j) inibe o crescimento da célula tumoral in vivo;

Preferivelmente o anticorpo se liga ao PD-1 humano
com uma Kp de 5 x 10® M ou menos, se liga ao PD-1 humano com
uma Kp de 1 x 107® M ou menos, se liga ao PD-1 humano com uma
Kp de 5 x 107° M ou menos ou se liga ao PD-1 humano com uma
Kp entre 1 x 10°°M e 1 x 107'% M.

Um anticorpo da invengdo pode exibir qualquer
combinagdao dos aspectos listados acima, tais como, dois,
trés, quatro, cinco ou mais aspectos listados acima.v

Os ensaios padrdo para avaliar a capacidade de
ligac&o dos anticorpos na direcdo de PD-1 sdo conhecidos na
técnica, incluindo, por exemplo, ELISAs, Western blots e
RIAs. A cinética de 1ligacdo (por exemplo, afinidade de
ligagdo) dos anticorpos pode também ser avaliada por ensaios
padrdo conhecidos na vtécnica, tais como, ©por analise
Biacore. Ensaios apropriados para avaliar qualquer uma das
caracteristicas descritas acima sdo mencionados em detalhes
nos Exemplos.

Anticorpos Monoclonais 17DR, 2D3, 4H1, 5C4, 4Al1l,

7D3 e 5F4

Os anticorpos preferidos-.da invencdo sao os
anticorpos monoclonais humanos 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4Al1,
7D3 e 5F4 isolados e caracterizados estruturalmente conforme
descrito nos Exemplos 1 e 2. As seqiiéncias de aminodcido Vy
de 17D8, 2D3, 4H1l, 5C4, 4A11, 7D3 e 5F4 s30 mostradas nas

SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente. As
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seqliéncias de aminodcido V. de 17D8, 2D3, 4H1l, 5C4, 4All;
1D3 e 5F4 sdo mostradas nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13
e 14,>respectivamente.

Dado que cada um desses anticorpos pode se ligar
ao PD-1, as seqliéncias Vy e V., podem ser "misturadas e
combinadas" para criar outras moléculas de ligacdo anti-PD-1
da invencéo. A ligacdo de PD-1 de tais anticorpos
"misturados e combinados" pode ser testada empregando os
ensaios de ligagdo descritos acima e nos Exempios (por
exemplo, ELISAs). Preferivelmente, quando as cadelias Vy e Vi
sdo misturadas e combinadas, uma seqiéncia Vy de um
emparelhamento - especifico Vy/Vy, ¢é substituida por uma
seqliéncia Vy estruturalmente semelhante. Da mesma forma,
preferivelmente, wuma seqgiéncia V;, de um emparelhamento
especifico Vy4/Vy ¢é substituida por uma seqliéncia V.
estruturalmente semelhante.

Consequéntemente, em um aspecto, a invencdo prové
um anticorpo monoclonal isolado, ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo compreendendo:

a) uma regido varidvel de cadela pesada
compreendendo uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b) uma regido variavel de cadeia ieve
compreendendo uma seqiéncia de aminocdcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1,
preferivelmente PD-1 humano. Combinacdes de cadeia leve e

pesada preferidas incluem:
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a) 4 uma regido variavel de cadeia .pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:1; e b)
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a seqiiéncia
de aminoacido da SEQ ID NO:8; ou

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:2; e b)
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a segiiéncia
de aminoacido da SEQ ID NO:9; ou

a) uma regido variavel de éadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminoadcido da SEQ ID NO:3; e b)
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a sequéﬁcia
de aminoacido da SEQ ID NO:10; ou

a) uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a seqiéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:4; e b)
uma regiéo_variével de cadeia leve compreendendo a seqiiéncia
de aminodcido da SEQ ID NO:11; ou

a). uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:5; e b)
uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo a seqiiéncia
de aminodcido da SEQ ID NO:12; ou

a) uma regiao variavel de cadelia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:6; e b)
uma regido varidvel de cadeia leve compreendendo.a'seqUéncia
de aminodcido da SEQ ID NO:13; ou

a) uma regiao variavel de cadeia pesada
compreendendo a seqiiéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:7; e b)
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo a seqiiéncia

de aminocdcido da SEQ ID NO:14.



10

15

20

25

49

Em outro aspecto, a invencdo prové aﬁticorpos que
compreendem a cadeia pesada e a cadeia leve CDRls, CDR2s e
CDR3s de 17D8, 2D3, 4Hl1, 5C4, 4Al1l, 7D3 e 5F4, ou
combinagdes das mesmas. As seqiéncias de aminodcidos de
CDRls de 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4Al1l, 7D3 e 5F4 de Vg sao
mostradas nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21,
respectivamente. As seqgliéncias de aminodcidos de CDR2s de
17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4A11, 7D3 e 5F4 de Vy sdo mostradas nas
SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28) respectivamente. As
seqliéncias de aminodcidos de CDR3s de 17D8, 2D3, 4H1, 5C4,
4711, 7D3 e 5F4 de Vy sdo mostradas nas SEQ ID NOS: 29, 30,
31;‘ 32, 33, 34 e 35, respectivamente. As seqiiéncias de
aminoacidos de CDRls de 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4Al1l, 7D3 é 5F4
de Vy sdo mostradas nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e
42, respectivamente. As seqliéncias de amincacidos de CDR2s
de 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4Al1l1l, 7D3 e 5F4 de Vy sdo mostradas
nas VSEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49,
respectivamente. As seqiliéncias de aminodcidos de CDR3s de
17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4A11, 7D3 e 5S5F4 de Vi sdo mostradas nas
SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56, respectivamente. As
regides CDR sdo delineadas usando o sistema Kabat (Kabat, E.
A., e outros (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edigdo, U.S. Department of Health and Human
Services, Publicacdo NTH Numero 91-3242).

Dado que esses anticorpos podem se ligar ao PD-1 e
que a especificidade de 1ligagdo do antigeno é provida
primariamente pelas regides CDR2, CDR2, e CDR3, as

seqiéncias de CDR1, CDR2, e CDR3 de Vy e seqiiéncias CDRI,
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CDR2, e CDR3 de Vi podem ser "misturadas é combinadas" (isto
é, CDRs de anticorpos diferentes podem ser misturadas e
combinadas, embora cada anticorpo possa conter uma CDRI1,
CDR2, e CDR3 de Vy e uma CDR1l, CDR2, e CDR3 de Vg) para
criar as outras moléculas de ligagdo anti-PD-1 da invencdo.
A ligacdo PD-1 de tais anticorpos "misturados e combinados"
pode ser testada usando os ensaios de ligacdo descritos
acima e nos Exemplos (por exemplo, ELISAs, anadlise Biacore).
Preferivelmente, quando as seqliéncias de CDR de Vg sé&o
misturadas e combinadas, a seqgiiéncia CDR1l, CDR2Z e/ou CDR3 de
uma seqliéncia Vy especifica é substituida com seqgiiéncia(s)
CDR estruturalmente semelhantes. Da mesma forma, quando as
seqiiéncias CDR de Vg sd8o misturadas e combinadas, a
seqiéncia CDR1, CDR2 e/ou CDR3 de uma seqiiéncia Vi
especifica preferivelmente ¢é substituida por segiiéncia(s)
CDR estruturalmente semelhantes. Ficard claro aos versados
na arte que as novas seqliéncias Vy e Vp podem ser criadas
por substituicdo das seqliéncias da regido CDR de Vy e/ou Vi
com seqiéncias estruturalmente semelhantes e das seqgiiéncias
CDR reveladas aqui para anticorpos monoclonais 17D8, 2D3,
4H1, 5C4, 4All, 7D3 e LF4.

Conseqlientemente, em outro aspecto, a invencgdo
prové um anticorpo monoclonal isolado, ou porcgdo de ligacao
ao antigeno do mesmo compreendendo:

a) uma reglao variavel de <cadeia pesada CDRL
compreendendo uma seqliéncia de aminoadcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 18, 19, 20 e

21;
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b) uma regiédo variavel de <cadeia pesada CDR2
compreendendo uma seqliéncia de aminocdcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e
28;

c) uma regido variavel de cadeia pesada CDR3
compreendendo uma sequiéncia de aminoacido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35;

d) uma regido bvariével de cadeia leve CDR1
compreendendo uma seqgliéncia de amiﬁoécido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36,.37, 38, 39, 40, 41 e
42;

e) uma regido varidvel de <cadeia leve CDR2
compreendendo uma seqliéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e
49; e

) uma regido varidvel de cadeia leve CDR3
compreendendo uma seqliéncia de aminocdcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e
56;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1,
preferivelmente PD-1 humano.

Em uma modalidade‘ preferida o anticorpo
compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada CDR1
compreendendo a SEQ ID NO:15;

b) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR2

compreendendo a SEQ ID NO:22;
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c)
compreendendo
d)
compreendendo
e)
compreendendo
£)
compreendendo
Em
compreende:
a)
compreendendo
b)
compreendendo
c)
compreendendo

d)

compreendendo.

e)
compreendendo
)
compreendendo
Em
compreende:
a)
compreendendo
b)

compreendendo

uma regiédo

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

outra modalidade

52

variavel

variavel

variavel

e

variavel

preferida,

pesada CDR3

cadeia leve CDR1

cadeia leve CDR2

cadeia leve CDR3

o) anticorpo

uma regido variavel de cadeia pesada CDR1

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regido

a SEQ ID NO:

uma regiao

a SEQ ID NO:

outra modalidade

uma regido variavel

a SEQ ID NO:17;

uma regido

a SEQ ID NQ:24;

variavel de cadeia

varidvel

variavel

varidvel

e

variavel

variavel

preferida,

pesada CDR2

pesada CDR3

cadeia leve CDR1

cadeia leve CDR2

cadeia leve CDR3

e} anticorpo
pesada CDR1

pesada CDR2
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c)
compreendendo
d)
compreendendo
e)
compreendendo
f)
compreendendo
Em
compreende:
a)
compreendendo
b)
compreendendo
c)
compreendendo
d)
compreendendo
e)
compreendendo
f)
compreendendo
Em
compreende:
a)
compreendendo
b)

compreendendo

regido

53

uma variavel de cadeia pesada CDR3
a SEQ ID NO:31;

uma regido varidvel de cadeia leve CDR1
a SEQ ID NO:38;

uma regido varidvel de cadeia leve CDR2
a SEQ ID NO:45; e

uma regido varidvel de cadeia leve CDR3
a SEQ ID NO:52.

.outra modalidade preferida, o anticorpo
uma regido variavel de cadeia pesada CDR1
a SEQ ID NO:18;

uma regido variédvel de cadeia pesada CDR2
a SEQ ID NO:25;

uma regido variével de <cadeia pesada CDR3
a SEQ ID NO:32;

uma regido varidvel de cadeia leve CDRI1
a SEQ ID NO:39;

uma regido variavel de cadeia leve CDR2
a SEQ ID NO:46; e

uma regido varidvel de cadeia leve CDR3
a SEQ ID NO:53.

outré modalidade preferida, o) anticorpo
uma regido varidvel de cadeia pesada CDR1
a SEQ ID NO:19;

uma regido variavel de cadeia pesada CDR2

a SEQ ID NO:26;
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c) uma regido varidvel de cadeia pesada CDR3

compreendendo a SEQ ID NO:33;

d) uma regido variavel de <cadeia leve CDR1
compreendendo a SEQ ID NO:40;

e) uma regido varidvel de cadeia leve CDR2
compreendendo a SEQ ID NO:47; e

f) uma regido varidvel de cadeia leve CDR3

compreendendo a SEQ ID NO:54.

Anticorpos Possuindo Seqgliéncias de Linhagem

Germinal Especificas

Em determinadas modalidades, um anticorpo da

invengdo compreende uma regido varidvel de cadeia pesada de

um gene de imunoglobuiina de cadeia pesada de linhagem
germinal especifica e/ou regido variavel de cadeia leve de
um gene de 1imunoglobulina de cadeia leve de linhagem
germinal especifica.

Por exemplo, em uma modalidade preferida, a
invengdo prové um anticorpo monoclonal isolado, ou uma
porcdo de ligag¢ao ao antigeno do mesmo, compreendendo uma
regido variavel de cadeia pesada que é o produto ou é
derivada de um gene Vy 3-33 humano, onde o anticorpo se liga
especlalmente ao PD-1, preferivelmente PD-1 humano. Em outra
modalidade . preferida, a 1nvengdo prové um anticorpo
monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacdo ao antigeno do
mesmo, compreendendo uma regido varidvel de cadeia pesada
que € o produto ou é derivada de um gene Vg 4-39 humano,
onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1,

preferivelmente PD-1 humano. Ainda em uma outra modalidade
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preferida; a 1invencdo prové um anticorpo monoclonal isolado
ou uma porgdo de ligacdo ao antigeno do mesmo, compreendendo
uma regido variavel de cadeia leve que é o produto ou é
derivada de um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo se liga
especialmente ao PD-1, preferivelmente PD-1 humano. Ainda em
uma outra modalidade preferida, a invencdo prové um
anticorpo monoclonal isolado, ou uma porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, compreendendo uma regido varidvel de
cadeia leve que é o produto ou é derivada de um gene Vg L15
humano, onde o anticorpo se liga especialmente ao PD- 1,
preferivelmeﬁte PD-1 humano. Ainda em uma outra modalidade
preferida, a invencdo prové um anticorpo monoclonal isolado,
ou porc¢do de ligaééo ao antigeno do mesmo, onde o anticorpo:

a) compreende uma regidao varidvel de cadeia pesada
que é o produto ou é derivada de um gene Vy 3-33 ou 4-39
humano (o gene codificando a seqliéncia de aminocéacido
estabelecida na SEQ ID NO:71 ou 73, respectivamente);

b) compreende uma regido varidvel de cadeia leve
que é o produto ou é derivada de um gene Vg L6 ou L15 humano
(0 gene codificando a seqiiéncia de aminoacido estabelecida
na SEQ ID NO:72 ou 74, respectivamente); e

c) se liga especificamente ao PD-1.

Exemplos de anticorpos possuindo Vy e Vg de Vg 3-33
e Vg L6, respectivamente sdo 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, e 7D3.
Exemplos de  anticorpos possuindo Vy e Vg de Vg 4-39 e Vg L15,
respectivamente, sdo 4Al1l e 5F4.

Conforme usado aqui, um anticorpo humano

compreende regides varidvels de cadeia pesada ou leve que é
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"o produto de" ou "derivado de" uma seqiiéncia de linhagem
germinal especifica, se as regides varidveis do anticorpo
forem obtidas de um sistema que emprega genes de
imunoglobulina de linhagem germinal humana. Tais sistemas
incluem imuniza¢d&o de um camundongo transgénico portando
genes de imunoglobulina humana com o antigeno de interesse
ou classificacgéo de uma biblioteca de genes da
imunoglobulina humana revelados no fago com o antigeno de
interesse. Um anticorpo humano que é "o produto de" ou
"derivado de" uma seqiéncia de imunoglobulina de linhagem
germinél humana pode ser identificado como tal por
comparagao da seqliéncia de aminoacido do anticorpo humano
com as sequéncias de aminodcido das imunoglobulinas de
linhagem germinal humana e selegcdo da seqgiiéncia de
imunoglobulina da 1linhagem germinal humana que estd mais
préxima na sequéncia (isto é, a maior porcentagem de
identidade) em relacdo a seqiiéncia de anticorpo humano. Um
anticorpo humano que é "o produto de" ou "derivado de" uma
seqliéncia de imunoglobulina de 1linhagem germinal humana
especifica pode conter diferencas de aminodcido em
comparagdo a seqiéncia de linhagem germinal devido, por
exemplo, as mutag¢des somdticas que ocorrem naturalmente ou
introdugéo intencional de mutacdo direcionada ao sitio.
Contudo, um anticorpo humano selecionado tipicamente é pelo
menos - 90% idéntico na seqiiéncia de aminodcidos & seqiiéncia
de aminoacido codificada pdr um gene de imunoglobulina de
linhagem germinal humano e contém residuos de aminoadcido que

identificam o anticorpo humano como sendo humano quando



10

15

20

25

57

comparado as seqgqiéncias de aminoacido de imunoglobulina de
linhagem germinal de outras espécies (por exemplo,
seqliéncias de linhagem germinal de murino). Em determinados
casos, um anticorpo humano pode ser pelo menos 95% ou mesmo
96%, 97%, 98% ou 99% idéntico na seqliéncia de aminoacido a
seqiéncia de aminoacido codificada pelo gene de
imunoglobulina de linhagem germinal. Tipicamente, um
anticorpo humano derivado de uma seqiiéncia de linhagem
germinal humana especifica mostrard ndo mais de 10
diferencas de aminodcido da seqgiiéncia de aminoacido
éodificada pelo gene de imunoglobulina de linhagem germinal
humano. Em determinados casos, o anticorpo humano pode
mostrar ndo mais de 5, ou mesmo ndo mais de 4, 3, 2 cu 1
diferencas de aminodacido da seqgiéncia de aminoacido
codificada pelo gene de imunoglobulina de linhagem germinal.

Anticdrpos Homdlogos

Ainda em outra modalidade, um anticorpo da
invencdo compreende regides variaveis de cadeia pesada e
leve compreendendo seqgliéncias de aminodcido gue séo
homélogas as seqiiéncias de aminocdcidos dos anticorpos
preferidas descritas aqui, e onde os anticorpos mantém as
propriedades funcionais desejadas dos anticorpos anti-PD-1
da invencéao.

Por exemplo, a invencdo prové um anticorpo

-monoclonal isolado, ou porgdo de ligacéao de antigeno do

mesmo, compreendendo uma regido varidvel de cadeia pesada e
uma regido varidvel de cadeia leve, onde:

a) a regido variavel de cadeia pesada compreende
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uma seqiéncia de aminoacido que é pelo menos 80% homdloga a
uma seqiéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7;

b) a regiao variavel de cadeia leve compreende uma
seqiéncia de aminoadcido que é pelo menos 80% homdloga a uma
seqiéncia de aminodcido selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14; e

o anticorpo exibe wuma ou mais das seguintes
propriedades:

c) o anticorpo se liga ao PD-1 humano com uma Kp
de 1 x 1077 M ou menos;

d) o anticorpo substancialmente ndo 'se liga a
CD28, CTLA-4 ou ICOS humana;

e) o anticorpo aumenta a proliferagdo da célula T
em um ensaio MLR;

f) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio MLR;

g) o anticorpo aumenta a secregao'de IL-2 em um
ensaio de MRL;

h) o anticorpo se liga ao PD-1 humano e PD-1 de
macaco Cynomolgus;

i) o anticorpo inibe a ligacdo de PD-L1 e/ou PD-L2
ao PD-1;

j) o anticorpo estimula respostas de meméria
especificas de antigeno;

k) o énticorpo estimula respostas de anticorpo;

1) o anticorpo inibe o crescimento da célula

tumoral in vivo.
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Em outras modalidades, as seqiiéncias Vg e/ou Vi do
aminodcido podem ser 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%
homélogas as seqiiéncias estabelecidas acima. Um anticorpo
possuindo regides de V4 e Vy com alta homologia (isto &, 80%
ou mais) em relagcdo as regides Vy e Vp das seqgiiéncias
estabelecidas acima pode ser obtido por mutagénese (por
exemplo, mutagénese mediada por PCR ou direcionada ao sitio)
das moléculas de acido nucléico codificando as SEQ ID NOs:
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69 e 70,
seguido pelo teste do anticorpo alterado codificado para
funcdo mantida (isto &, as funcgdes estabelecidas em c) a 1)
acima) usando os ensaios descritos aqui.

Conforme descrito aqui, a porcentagem de homologia
entre duas seqiéncias de aminodcido é equivalente a
porcentagem de identidade entre as duas seqiéncias. A
potcentagenl de identidade entre as duas seqliiéncias ¢é uma
funcdo do numero de posigdes idénticas compartilhadas pelas
sequéncias (isto é, % de homologia = # de posicdes
idénticas/# total de posigdes x 100), levando-se em
consideragdo o numero de intervalos, e o comprimento de cada
intervalo, que precisam ser introduzidas para alinhamento
6timo de duas seqgliéncias. A compara¢do das seqiéncias e
determinagdo da porcentagem de identidade entre duas
seqiéncias pode ser realizada usando um algoritmo
matematico, conforme descrito nos'exemplos nao limitantes a
seguir.

A porcentagem de identidade entre duas sequiéncias

de aminoacido pode ser determinada usando o algoritmo de E.
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Meyers e W. Miller (Comput. Appl. Biosci., 4:11-17 (1988))
que fol incorporado ao programa ALIGN (versdo 2.0), usando
uma tabela residual de peso PAM120, uma penalidade de
comprimento do intervalo de 12 e uma penalidade de intervalo
de 4. Além disso, a porcentagem de identidade entre duas
seqliéncias de aminoacido podg ser determinada wusando o
algoritmo de Needleman e Wunsch (J. Mol. Biol. 48:444-453
(1970)) que foi incorporado ao programa GAP no pacote de
software GCG (disponivel na www.gcg.com), usando uma matriz
Blossum 62 ou uma matriz PAM250 e um peso de intervalo de
l6, 14, 12, 10, 8, 6, ou 4 e um peso de comprimento de 1, 2,
3, 4, 5, ou 6.

Adicional ou alternativamente, as seqiéncias de
proteina da presente invengdo podem ser ‘usadas
adicionalmente como uma "seqiiéncia de questdo" para realizar
uma busca contra bases de dados publicas, por exemplo, para
identificar as seqgiéncias correlatas. Tais pesquisas podem
ser realizadas usando o© programa XBLAST (versdao 2.0) de
Altschul e outros (1990), J. Mol. Biol. 215:403-10.
Pesquisas da proteina BLAST podem ser realizadas com o
programa XBLAST, classificacdo = 50, comprimento da palavras
= 3 para obter seqliéncias de aminoadcido homdbélogas as
moléculas de anticorpo da invencéo. Para obter 0s
alinhamentos com intervalos para fins de cémparagéo, BLAST
com Intervalo pode ser utilizado conforme descrito em
Altschul e outros, (1997) Nucleic Acids Res. 25(17):3389-
3402. Quanto se utiliza programas BLAST e BLAST com

Intervalo, os parametros padrdo dos respectivos programas
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(por exemplo, XBLAST e NBLAST) podem ser usados. (vide

WwwWww.ncbi.nlm.nih.gov) .

Anticorpos com Modificagdes Conservadoras

Em determinadas modalidades, um anticorpo da
invengdo compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo as seqléncias CDR1, CDR2 e CDR3 e uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo as seqiiéncias CDR1,
CDR2 e CDR3, onde uma ou mais dessas seqiiéncias CDR
compreendem seqliéncias de aminodcido especificas com base
nos anticorpos preferidos descritos aqui (por exemplo, 17DS8,
2D3, 4H1, 5C4, 4711, 7D3 ou 5r4y, ou modificacdbes
conservadoras das mesmas, e onde os anticorpos mantém as
propriedades funcionais desejadas anticorpos anti-PD-1 da
invengdo. Conseqgientemente, a invencdo prové um anticorpo
monoclonal isolado ou porgdo de ligagdo ao antigeno do
mesmo, compreendendo uma regidoc varidvel de cadeia pesada
compreendendo as seqliéncias CDRi, CDRZ2 CDR3 e uma regido
varidvel de cadeia leve compreendendo as seqiiéncias CDRI,
CDR2 e CDR3 onde:

a) a sequiéncia CDR3 da regido variavel de cadeia
pesada compreende uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas seqiéncias de aminodcido das SEQ ID
NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35, e - modificaclbes
conservadoras das mesmas;

b) a sequéncia CDR3 da regido varidvel de cadeia
leve compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo na seqiiéncia de aminoacido das SEQ ID NOs:

50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56, e modificacdes conservadoras
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das mesmas; e

o anticorpo exibe um ou mais das seguintes
propriedades:

c) o anticorpo se liga ao PD-1 humano com uma Kp
de 1 x 107" M ou menos;

d) o anticorpo substancialmente ndo se 1liga a
CD28, CTLA-4 ou ICOS humana;

e) o anticorpo aumenta a proliferacdo da célula T
em um ensaio MLR;

f) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio MLR;

g) o anticorpo aumenta a secrecdo de IL-2 em um
ensaio MLR;

h) o anticorpo se liga ao PD-1 humano e PD-1 de
macaco Cynomolgus;

1) o anticorpo inibe a ligacdo de PD-L1 e/ou PD-L2
ao PD-1;

j) o anticorpo estimula respostas de memdria
especificas de anticorpo;

k) o anticorpo estimula respostas de anticorpo;

(1) o anticorpo 1inibe o crescimento de célula
tumoral in vivo.

Em uma modalidade preferida, a seqiéncia CDR2 da
regido variavel de cadeia pesada compreende uma seqgiiéncia de
aminodcido selecionada do grupo consistindo nas seqiiéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28, e
modificacdes conservadoras das mesmas; e a seqliéncia CDR2 da

regido variavel de cadeia leve compreende uma seqiiéncia de
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aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49, e
modificacdes conservadoras das mesmas. Em outra modalidade
preferida, a seqiéncia CDR1 da regido variavel de cadeia
pesada compreende uma seqiiéncia de aminoacido selecionada do
grupo consistindo nas seqiiéncias de aminoadcido das SEQ 1ID
NOs: 15, lo, 17, 18, 19, 20 e 21, e modificacdes
conservadoras das mesmas; e a seqliéncia CDR1 da regido
variavel de cadeia leve compreende uma seqiiéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqgiiéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42, e
modifica¢des conservadoras das mesmas.

Conforme usado aqui, o) termo "modificacdes
conservadoras da seqiéncia" se refere as modificacgdes de
aminoacido que ndo afetam ou alteram significativamente as
caracteristicas de ligagdo do anticorpo contendo a seqiiéncia
de aminoéacido. Taié modificagdes conservadoras incluem
substituicdes de aminoacido, adicbes e delegdes.
Modificagdes podem ser introduzidas em um anticorpo da
invengdo por técnicas padrdo conhecidas na arte, tais como,
mutagénese direcionada ao sitio e mutagénese mediada por
PCR. As substituicdes conservadoras de aminoacido s&o
aquelas onde o residuo de aminoadcido é substituido comAum
residuo de aminoacido possuindo uma cadeia lateral
semelhante. Familias de residuos de aminodcido possuindo
cadelas laterais semelhantes foram definidos na arte. Essas
familias incluem aminodcidos com cadeias laterais béasicas

(por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias laterais
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acidas (por exemplo, acido aspartico, é&cido glutémiéo),
cadeias laterais polares ndo carregadas (por exemplo,
glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina, triptofano), cadeias laterais apolares (por
exemplo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina), cadeias laterais ramificadas beta
(por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptofano, histidina). Assim, um ou mais fesiduos de
aminodcido dentro das regides CDR de um anticorpo da
invengao podem ser substituidos com outros residuos dé
aminodcido da mesma familia da cadeia lateral e o anticorpo
alterado pode ser testado quanto a funcdo mantida (isto é&,
as fungdes estabelecidas em c¢) a 1) acima) usando os ensaios
funcionais descritos aqui.

Anticorpos que se Ligam ao Mesmo Epitopo que os

Anticorpos Anti-PD-1 da Invencgéo

Em outra modalidade, a inveng¢do prové anticorpos
que se ligam ao mesmo epitopo no PD-1 humano como anticorpos
monoclonais de PD-1 da invencdo (isto &, os anticorpos
possuem a capacidade de competigdo cruzada para ligacdo ao
PD-1 com qualgquer um dos anticorpos monoclonais da
invengdo). Nas modalidades preferidas, o anticofpo de
referéncia para estudos de competicdo cruzada pode' ser o
anticorpo monoclonal 17D8 (possuindo seqléncias Vy e Vi
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 1 e 8, respectivamente),
ou o anticorpo monoclonal 2D3 (possuindo seqgiiéncias Vy e Vi

conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 2 e 9, respectivamente) ou
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o anticorpo monoclonal 4H1 (possuindo seqﬁénciaé Vy e Vi
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 3 e 10, respectivamente),
ou o anticorpo monoclonal 5C4 (possuindo seqiéncias Vg e Vi
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 4 e 11, respectivamente)
ou o anticorpo monoclonal 4Al1l (possuindo seqiéncias Vy e Vi
conforme mostrado nas SEQ ID NOs: 5 e 12, e o ahticorpo
monoclonal  7Ds (possuindo seqliéncias Vy e V., conforme
mostrado nas SEQ ID NOs: 6 e 13, ou o anticorpo monoclonal
5F4 (possuindo seqliéncias Vg e Vi conformeimostradas nas SEQ
ID NOs: 7 e 14, respectivamente). Tais anticorpos de
competigdo cruzada podem ser identificados com base>em sua
capacidade de competigcdo cruzada com 17D8, 2Ds;, 4H1, 5C4,
4A11, 7D3 ou 5F4 no ensaio de ligagcdo de PD-1. Por exemplb,
analise Biacore, ensaios ELISA ou citometria de fluxo podem
ser usados para demonstrar competicdo cruzada com oOs
anticorpos da presente invencdo. A capacidade de um
anticorpo de teste de inibir a ligagdo por exemplo, de 17D8,
2D3, 4H1, 5C4, 4All, 7D3 ou 5F4, aoc PD-1 humano demonstra
que o anticorpo de teste pode competir com 17D8, 2D3, 4H1,
5C4, 4All, 7D3 ou 5F4 para ligagdo ao PD-1 humano e assim se
liga ao mesmo epitopo no PD-1 humano como 17D8, 2D3, 4HI1,
5C4, ou 4All. Em uma modalidade preferida, o anticorpo que
se liga ao mesmo epitopo no PD-1 humano como 17D8, 2D3, 4H1,
5C4, 4Al11, 7D3 ou 5F4 é um anticorpo monoclonal humano. Tais
anticorpos monoclonais humanos podem ser preparados e
isolados nos Exemplos.

Anticorpos Construidos e Modificados

Um anticorpo da invencgdo pode ser preparado usado
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um anticorpo possuindo uma ou mais das sequéncias Vy e/ou Vi
reveladas aqui como material de partida para construir um
anticorpo modificado, o anticorpo modificado podendo ter
propriedades alteradas do anticorpo de partida. Um anticorpo
pode ser construido por modificacdo de um ou mais residuos
dentro de uma ou ambas regides varidveis (isto é, Vg e/ou
Vy), por exemplo, dentro de uma ou mais regides CDR e/ou
dentro de uma ou mais regibdes de estrutura. Adicional ou
alternativamente, um anticorpo péde ser construido por
modificacéao dos residuos dentro da(s) regido (des)
constante(s), por exemplo, para alterar a(s). funcdo (¢des)
efetora(s) do anticorpo.

Um tipo de construg¢do de regido variavel que pode
ser realizada € a de enxerto de CDR. Os anticorpos interagem
com os antigenos alvo predominantemente através dos residuos
de aminocacido que estdo localizados na sexta regido de
déterminagéo de complementariedade de cadeia pesada e leve
(CDR) . Por essa razdao, as seqgliéncias de aminocdcido dentro
das CDRs sdo mais diversas entre anticorpos individuais que
as seqiéncias fora das CDRs. Uma vez que as seqiéncias de
CDR sdo sensiveis para a maioria das interacdes de
anticorpo-antigeno, é possivel expressar anticorpos
recombinantes que mimetizam as propriedédes dos anticorpos
especificos que ocorrem naturalmente por construcdo de
vetores de expressdo gque incluem seqiéncias de CDR do
anticorpo especifico ocorrendo naturalmente, enxertado nas
seqléncias de estrutura de um anticorpo diferente com

propriedades diferentes (vide, por exemplo, Riechmann, L. e
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outros (1998) Nature 332:323-327; Johes, P. e outros (1986)
Nature 321:522-525; Queen, C. e outros (1989) Proc. Natl.
Acad. Vide U.S.A. 86:10029-10033; Patente US numero
5.225.539 de Winter, e Patentes US numeros 5.530.101;
5.585.089; 5.693.762 e §.l80.370 de Queen e outros)

Consequientemente, outra modalidade da invencdo se
refere a um anticorpo monoclonal isolado ou porgdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, compreendendo uma :egiéo
variavel de cadeia pesada compreendendo as seqiéncias CDR1,
CDR2 e CDR3. consistindo em uma seqiiéncia de aminoacido
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 1o, 17,
18, 19, 20 e 21, SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28, e
SEQ ID NCs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35, reépectivamente, e
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo as
seqiéncias CDR1l, CDR2 e CDR3 consistindo em uma seqiiéncia de
aminodcido selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42, SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47,
48 e 49, e SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56,
respectivamente. Assim, tais anticorpos contém as seqiiéncias
CDR de Vy e Vy dos anticorpos monoclonais 17D8, 2D3, 4HI,
5C4, 4All, 7D3 ou 5F4 ainda podendo conter seqléncias de
estrutura diferente desses anticorpos.

‘Tals seqliiéncias de estrﬁtura podem ser obtidas de
bases de dados de DNA publicas ou referéncias publicadas que
incluem seqiiéncias génicas de anticorpo de linhagem
germinal. Por exemplo, seqgliéncias de DNA de linhagem
germinal para genes de regido variavel de cadeia pesada e

leve podem ser encontradas na base de dados de seqiiéncia de
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linhagem germinal humana "VBase" (disponivel na Internet no

site www.mrc-cpe.cam.ac.uk/ybase), bem como em Kabat, E. A.

e outros (1991) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Quinta Edicdo, U.S. Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson, I. M., e
outros (1992) "The Repertoire of Human Germline VH Sequences
Reveals about Fifty Groups of VH Segments with Different
Hypervariable Loops" J. Mol. Biol. 227:776-798; e Cox, J. P.
L. e outros (1994) GA Directory of Human Germ-line VH
Segments Reveals a Strong Bias in their Usage" Eur. J.
Immunol. 24:827-836; o conteudo dés mesmos sdo expressamente
incorporados aqui como referéncia. Como outro exemplo, as
seqiéncias de DNA de linhagem germinal para genes de regido
varidvel de <cadeia ©pesada e leve humana podem ser
encontradas na base de dados GenBank. Por exemplo, as
seqiiéncias de linhagem germinal de cadeia pesada que se
seqgue encontradas no camundongo HCo7 HuMAb estdo disponiveis
nos numeros de acesso ac GenBank anexos 1-69 (NG_0010109,
NT_024637 e BC0O70333), 3-33 (NG_0010109 and NT 024637) e 3-7
(NG_0010109 e NT 024637). Como outro exemplo, as seqiiéncias
de 1linhagem germinal de <cadeia pesada encontradas no
camundongo HCo 12 HuMAb estdo disponiveis nos numeros de
acesso ao GenBank anexos .1—69 (NG_0010109, NT 024637 e
BC070333), 5-51 (NG_0010109 e NT_024637), 4-34 (NG 0010109 e
NT 024637), 3-30.3 (AJ556644) e 3-23 (AJ406678).

Seqiéncias de estrutura preferidas para uso nos
anticorpos da invencdo sdo aquelas que sdo estruturalmente

semelhantes as seqiéncias de estrutura usadas por anticorpos
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selecionados da invengéo, por exemplo, semelhantes as
seqiiéncias de estrutura Vy 3-33 (SEQ ID NO:71) e/ou as
seqiéncias de estrutura Vg 4-39 (SEQ ID NO:73) e/ou as
seqiiéncias de estrutura Vg L6 (SEQ ID NO:72) e/ou as
seqiiéncias de estrutura Vg L15 (SEQ ID NO:74) usadas pelos
anticorpos monoclonais preferidos. As seqgiiéncias de CDRI1,
CDR2 e CDR3 de Vg, e as seqgliédncias CDR1, CDR2Z2 e CDR3 de Vg,
podem ser enxertadas nas regides de estrutura que possuem a
seqiéncia idénfica aquela encontrada no gene de
imunoglobulina de linhagem germinal da qual a seqiéncia de
estrutura deriva, ou as seqﬁéncias CDR podem ser enxertadas
nas regides de estrutura que contém uma ou mais mutacdes
quando comparadas as seqiéncias da linhagem germinal. Por
exemplo, foli verificado que em determinados momentos, ¢é
benéfico mutar os residuos dentro das regides de estrutura
para manter ou melhorar a capacidade de ligagéo ao antigeno
do anticorpo (vide, por exemplo, Patentes US numeros
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 e 6.180.370 de Queen e
outros).

Outro tipo de modificagdo de regido variavel ¢é
mutar os residuos de aminodcido dentro das regides CDRI,
CDR2 e/ou CDR3 de Vy e/ou Vg para dessa forma aperfeicoar
uma ou mais das propriedades de ligagdo (por exemplo,
afinidade) do anticorpo de interesse. A mutagénese
direcionada ao sitio ou mutagénese mediada por PCR pode ser
realizada para introduzir a(s) mutacdo(cdes) e oveféito na
ligagdo do anticorpo ou outra propriedade funcional de

interesse pode ser avaliada em ensaios in vitro ou in vivo,
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conforme descrito aqui e fornecido  nos Exemplos.
Preferivelmente s&o introduzidas modificacdes conservadoras
(conforme revelado acima) . As mutacgdes podem ser
substitui¢des de aminoacido, adigdes ou delegdes, porém sao
preferivelmente substituigdes. Além disso, tipicamente nao
mais de um, dois, trés, quatro ou cinco residuos dentro de
uma regido CDR sdo alterados.

Conseqglientemente, em outra modalidade, a invencéo
prové anticorpos monoclonais anti-PD-1 isolados ou porcgdes
de ligagdo aos antigenos dos mesmos, compreendendo uma
regiéo variavel de -cadeia pesada compreendendo: a) uma
regidao CDR1l de Vy compreendendo uma seqiiéncia de aminodcido

selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17,

18, 19, 20 e 21 ou uma seqliéncia de aminodcido possuindo

uma, duas, trés, quatro ou cinco substituicédes de
aminodcido, delec¢des ou adigdes quahdo comparado as SEQ ID
NOs: 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21; b) uma regido CDR2 de Vjy
compreendendo uma seqléncia de aminocdcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e
28 ou uma seqiéncia de aminocadcido possuindo uma, duas, trés,
quatro ou cinco substituig¢des de aminodcido, delecdes ou
adi¢des qguando comparado as SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26,
27 e 28; c¢) uma regidao CDR3 de Vy compreendendo uma

seqiiéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo nas

. SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35, ou uma seqiiéncia de

aminoacido possuindo uma, duas, trés, quatro ou cinco
substituigbes de aminodcido, delegcdes ou adigdes quando

comparado as SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e 35; d) uma
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regiao CDR1 de Vg compreendendo uma seqiéncia de aminoéacido
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38,
39, 40, 41 e 42 ou uma seqgiiéncia de aminoadcido possuindo
uma, duas, trés, quatro ou cinco substituicdes de
aminoacido, deleg¢des ou adig¢des quando comparado as SEQ ID
NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42; e) uma regido CDR2 de Vg
compreendendo uma seqiiéncia de aminoacido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e
49, vou uma seqiliéncia de aminodcido possuindo uma, duas,
trés, quatro ou cincb substituig¢des de aminoadcido, delecdes
ou adig¢des quando comparado as SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46,
47, 48 e 49; e f£) ﬁma regido CDR3 de Vg compreendendo uma
seqiiéncia de aminoééido selecionada do grupo consistindo na
SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56, ou uma seqiéncia de
aminodacido possuindo uma, duas, trés, quatro ou cinco
substituic¢cdes de aminoacido, 'delegées ou adig¢des quando
comparado as SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56.

Os anticorpos construidos da invencdo incluem
aqueles nos gquais as modificacdes foram realizadas com
relacdo .aos residuos da estrutura dentro de Vg e/ou Vk, por
exemplo, para aperfeigoar as propriedades do anticorpo.
Tipicamente, tais modificag¢des da estrutura sdo realizadas

para diminuir a imunogenicidade do anticorpo. Por exemplo,

uma abordagem é ‘"retro-mutar" um ou mais residuos da
estrutura para a seqiiéncia de linhagem germinal
correspondente. Mais especificamente, um anticorpo que

sofreu mutacao somatica pode conter residuos de estrutura

que diferem da seqiiéncia de linhagem de germinacdo da qual o
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anticorpo & derivado. Tais residuos podem ser identificados
por compara¢do das seqiéncias de estrutura de anticorpo com
as seqgiiéncias da linhagem de germinacdo a partir das quais o
anticorpo é derivado.

Por exemplo, a Tabela 1 a seqguir mostra varios
alteragdes de aminodcido nas regides dos anticorpos anti-PD-
1 17p8, 2D3, 4H1, 5C4, 4All, 7D3 e 5F4 que diferem da
seqiéncia de linhagem germinal de origem da cadeia pesada.
Para retornar um ou mais dos residuos de aminodcido nas
seqiiéncias de regido de estrutura para sua configuracdo de
linhagem.germinal, as mutagdes somaticas podem ser "retro-
mutadas" para a seqléncia de linhagem germinal, por exemplo,
nutagénese difecionada ao sitio ou mutagénese mediada por
PCR.

Podem ocorrer alteragdes no aminodcido nas regides
de estrutura dos anticorpos anti-PD-1 que diferem da
seqiéncia de linhagem germinal de origem de cadeia leve. Por
exemplo, para 17D8, o residuo de aminodcido numere 47
(dentro de FRZ) de Vg é uma isoleucina, considerando-se que
o. residuo na seqiéncia de linhagem germinal Vg L6
corresbondente é uma leucina. Para retornar as seqgiiéncias da
regido de estrutura para sua configuracdo de linhagem
gefminal, as mutagdes somaticas podem ser "retro-mutadas"
para a seqiiéncia de linhagem germinal, por exemplo, por
mutagénese direcionada ao sitio ou mutagénese mediada por
PCR (por exemplo, residuo nﬁmero 47 (residuo numero 13 de
FR2) da Vg de 17D8 pode ser "retro-mutado" da isoleucina em

leucina) .
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Como outro exemplo, para 4All, o residuo de
aminoacido numero 20 (dentro de FR1) de Vg é uma serina,
considerando-se que esse residuo na seqiiéncia de linhagem
germinal Vg L15 correspondente é uma treonina. Para retornar
as sequéncias de regido de estrutura & sua configuracdo de
linhagem germinal, por exemplo, o residuo ntmero 20 de Vg de
4A11 pode ser "retro-mutado" de serina em treonina. Tais
anticorpos "retro-mutados" s&o também sdo englobados pela
invencéio.

O alinhamento das regides Vy para 17D8, 2D3, 4H1,
5C4 e 7D3, contra a seqliéncia VH 3-33 da linhagem germinal
de origem é mostrado na figura 8. O alinhamento das regides
Vy pard 4A11 e O5F4 contra a linhagem germinal de origem Vy
4-39 é mostrado na figura 11.

Tabela 1. Modificag¢des da configuracdo da linhagem
germinal da cadeia pesada nos anticorpos 17D8, 2D3, 4H1,

5C4, 4A11, 7D3 e 5F4.

Anti-PD-1 Posigédo do Anticorpo do Aminoacido original da
Ab Aminoacido Aminoacido configurag¢do da linhagem
germinal
17D8 10 D G
16 G R
27 \ F
28 A T.
78 M T
93 M \'
2D3 10 D G
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27 L
30 T
85 N
98 T
4H1 3 Y
84 T
88 \
98 S
5C4 21 D
23 K
27 I
80 F
98 T
4211 29 L
79 Q
98 \
7D3 23 T
24 T
27 I
70 L
74 D
97 \
98 T
5F4 23 S
29 L
51 A
77 R
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Outro tipo de modificagdo da estrutura envolve
mutagcdo de um ou mais residuos dentro da regido de estrutura
ou mesmo dentro de uma ou mais regides de CDR, para remover
epitopos da célula T para dessa forma reduzir a
imunogenicidade em potencial do anticorpo. Essa abordagem é
também referida como "desimunizacdo" e é descrita em mais
detalhes na Publicacdo de Patente US numero 20030153043 de
Carr e outros.

Além - ou alternativamente as modificacdes
realizadas dentro da estrutura ou das regides de CDR, os
anticorpos da inven¢do podem ser construidos para incluir
modificagdes dentro da regido Fc, tipicamente para alterar
uma ou mais propriedades funcionais do anticorpo, tais como;
meia vida do soro, fixagcdo do complemento, ligacdo do
receptor Fc e/ou citotoxicidade <celular dependente de
antigéno. Adicionalmente, um anticorpo da invencgdo pode ser
quimicamente modificado (por exemplo, uma ou mais fracdes
quimicas podem ser anexadas ao anticorpo) ou ser modificado
para alterar sua glicosilag¢do, novamente para alterar uma ou
mais propriedades funcionais do anticorpo. Cada uma dessas
modalidades é descrita em detalhes a seguir. A numeracdo dos
residuos na regido Fc é aquela do indice EU de Kabat.

Em uma modalidade, a regido de articulacdo de Hl é
modificada, tal que, o numero de residuos de cisteina na
regido de articulacdo é alterado, por exemplo, aumentado ou
diminuido. Essa abordagem ¢é descrita adicionalmente na
Patente US numero 5.677.425 de Bodmer e outros. O nUmero de

residuos de cisteina na regido de articulacdo de CH1 ¢é
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alterado, por exemplo, para facilitar a montagem das cadeias
leve e pesada ou para aumentar ou diminuir a estabilidade do
anticorpo.

Em outra modalidade, a regido de articulacdo Fc de
um anticorpo é mutada para diminuir a meia vida bioldgica do
anticorpo. Mais especificamente, uma ou mais mutacdes de
aminoacido sdo 1introduzidas na regido de interface do
dominio CH2-CH3 do fragmento de articulacdo de Fc, tal que o
anticorpo possua ligacdo de proteina A de staphilococcus
emparelhada (Spa) em relacdo a ligacdo de SpA de dominio de
articulac¢do Fc nativa. Essa abordagem é descrita em detalhes
adicionais na Patente US numero 6.165.745 de Ward e outros.

Em outra modalidade, o anticorpo é modificado para
aumentar sua meia vida biolégica. Varias abordagens séao
possiveis. Por exemplo, uma ou mais das mutacdes que se
seguem podem ser introduzidas: T252L, T254S, T256F, conforme
descrito na Patente Us numero 6.277.375 de Ward.
Alternativamente, para aumentar a meia vida bioldgica, o
anticorpo pode ser alterado dentro da regido CH1 ou CL para
conter o epitopo de 1ligagdo de receptor de recuperacdo
tomado de duas alcas de um dominio CH2 de uma regido Fc de
uma IgG, conforme descrito nas Patentes US numeros 5.869.046
e 6.121.022 de Presta e outros.

Ainda em outras modalidades, a regido Fc é
alterada por substituicdo pelo menos em um residuo de
amindécido com um residuo de aminocdcido diferente para
alterar af(s) funcado(des) efetora(s) do anticorpo. Por

exemplo, um ou mais aminoacidos selecionados dos residuos de
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aminoacido 234, 235, 236, 237, 297, 318, 320 e 322 podem ser
substituidos com um residuo de aminoadcido diferente, tal
que, o anticorpo tenha uma afinidade alterada para um
ligante efetor, porém mantenha a capacidade de ligacdo do
antigeno do anticorpo de origem. O ligante efetor do qual a
afinidade é alterada pode ser, por exemplo, um receptor Fc
ou o componente Cl do complemento. Essa abordagem é descrita
em detalhes adicionais nas Patentes US numeros 5.624.821 e
5.048.260, ambas de Winter e outros.

Em outro exemplo, um ou mais aminoacidos
selecionados dos residuos de aminodcido 329, 331 e 322 podem
ser substituidos com um residuo de aminodcido diferente, tal
que, o) anticorpo tenha ligacéo Clqg alterada e/ou
citotoxicidade dependente de complemento (CD) reduzida ou
abolida. Essa abordagem é descrita em detalhes na Patente US
numero 6.194.551 de Idusogie e outros.

Em outro exemplo, um vou mais residuos de
aminoacido dentro das posic¢des de aminodcido 231 e 239 sdo
alterados para dessa forma alterar a capacidade do anticorpo
de fixar o complemento. Essa abordagem & descrita
adicionalmente na Publicacdo PCT WO 94/29351 de Bodﬁer e
outros.

Ainda em outro exemplo, a regido Fc é modificada -
para aumentar a capacidade do anticorpo de medir
citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e/ou
aumentar a afinidade do anticorpo para um receptor Fcy por
modificacdo de um ou mais aminoacidos nas seguintes

posigées: 238, 239, 248, 249, 252, 254, 255, 256, 258, 265,
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267, 2608, 269, 270, 272, 276, 278, 280, 283, 285, 286, 289,
290, 292, 293, 294, 295, 296, 298, 301, 303, 305, 307, 309,
312, 315, 320, 322, 324, 326, 327, 329, 330, 331, 333, 334,
335, 337, 338, 340, 360, 373, 376, 378, 382, 388, 389, 398,
414, 41eo, 419, 430, 434, 435, 437, 438 ou 439. Essa
abordagem é descrita na Publicacdo PCT WO 00/42072 de
Presta. Além disso, os sitios de ligagdo na IgGl humana para
FcyRI, FcyRII, FcYRIII e FcRn foram mapeados e variantes com
ligagdo aperfeigoada foram descritas (vide Shields, R.L. e
outros (2001) J. Biol. Chem. 276:6591-6604). Mutagdes
especificas nas posicdes 256, 290, 298, 333, 334 e 339
mostraram aperfeigoar a ligagdoc ao FcyRIII. Adicionalmente,
0os mutantes de combinacido que se seguem mostraram
aperfeigoar a ligac&o de FcyRIII: T256A/S298A, S298A/E333A,
S298A/K224A e S298A/E333A/K334A.

Ainda em outra modalidade, a glicosilacdo de um
anticorpo é modificada. .Por exemplo, um anticorpo
aglicosilado pode ser fabricado (por exemplo, o anticorpo
ndo possui glicosilacdo). A glicosilacdo pode ser alterada,
por exemplo, para aumentar a afinidade do anticorpo com
relagcdo ao antigeno. Tais modificag¢des de carboidrato podem
ser realizadas, por exemplo, alterando-se um ou mais sitios
de glicosilacdo dentro da seqliéncia do anticorpo. Por
exemplo, uma ou mais substitui¢des de aminodcido podem ser
feitas, as quais resultam na eliminagdo de um ou mais sitios
de glicosilagdo de estrutura da regido variavel para dessa
forma eliminar a glicosilacéo nagquele sitio. Tal

aglicosilacdo pode aumentar a afinidade do anticorpc com
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relacdo ao antigeno. Tal abordagem é descrita em mais
detalhes nas Patentes US numeros 5.714.350 e 6.350.861 de Co
e outros.

Adicional ou alternativamente, pode ser fabricado
um anticorpo que possua um tipo alterado de glicosilacao,
tal como, anticorpo hipofucosilado, possuindo quantidades
reduzidas de residuoé de fucosila ou um anticorpo possuindo
estruturas GlcNac de bisecgdo aumentada. Tal padrdo de
glicosilacdo alterado demonstrou aumentar a capacidade vde
ADCC dos anticorpos. Tals modificag¢des de carboidrato podem
ser realizadas, por exemplo, expressando o anticorpo em uma
célula hospedeira com maquinaria de glicosilacdo alterada.
As células com maquinaria de glicosilacdo alterada foram
descritas na técnica e podem se usadas como células
hospedeiras, nas quais se expressam 0s anticorpos
recombinantes da 1inveng¢do para dessa forma produzir um
anticorpo com glicosilagdo alterada. Por exemplo, as
linhagens de célula Ms704, Ms705 e MS709 nao possuem O gene
de fucosiltransferase, FUT8 (alfa(l,6)fucosiltransferase),
tal que os anticorpos expressos nas linhagens de células
Ms704, Ms705 e Ms709 nao possuem fucose em seus
carboidratos. As linhagens de células Ms705, Ms705 e Ms709
FUT8 foram criadas pela interrupgdo alvejada do gene FUTS8
nas células CHO/DG44 usando dois vetores de substituicao
(vide Publiéagéo de Patente US numero 20040110704 de Yamane
e outros e Yamane-Ohnuki e outros (2004) Biotechnol Bioeng
87:614-22). Como outro exemplo, a EP 1.176.195 de Hanai e

outros descreve uma linhagem celular com um gene FUTS8
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funcionalmente interrompido, que codifica uma fucosil
transferase, tal que, os anticorpos expressos em tal
linhagem de célula exibem hipofucosilagdo por reducdc ou
eliminagdo da enzima relacionada & ligacdo alfa 1,6. Hanai e
outros também descrevem linhagens de células que possuem uma
atividade de enzima baia para adicdo de fucose & N-
acetilglicosamina que se liga a regido Fc do anticorpo ou
ndo possul a atividade de enzima, por exemplo, na linhagem
de célula de mieloma YB2/0 (ATCC CRL 1662). A Publicacdo PCT
WO 03/035835 de Presta descreve uma linhagem de célula CHO
variante, células Lecl3, com capacidade reduzida de atacar
fucose em relagdo aos carboidratos ligados Asn(297), também
resultando na hipofucosilagdo dos anticorpos expressos
naquela célula hospedeira (vide Shields, R.L. e outros
(2002) J. Biol. Chem. 277:26733-26740). A Publicacdo PCT WO
99/54342 de Umana e outros descrevem linhagens de células
construidas para expressar glicosil transferases modificando
a glicoproteina (por exemplo, . beta(l,4)-N-
acetilglicosaminiltransferase III (GnTIII)), tal que, os
anticorpos expressos nas linhagens de c¢élulas construias
aumentaram as estruturas GlcNac de . bisecgdo o que resulta em
atividade ADCC aumentada dos anticorpos (vide também Umana e
outros (1999) Nat. Biotech. 17:176-180). Alternativaménte,
os residuos de fucose do anticorpo podem ser clivados usando
uma enzima fucosidase. Por exemplo, a fucosidase alfa-L--
fucosidase remove os residuos de fucosila dos anticorpos
(Tarentino, A.L. e outros (1975) Biochem. 14:5516-23) .

Outra modificacdo dos anticorpos aqui que &
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contemplada pela invengdo é a pegilagdo. Um anticorpo pode
ser pegilado, por exemplo, para aumentar a meia vida
bioldgica (por exemplo, soro) do anticorpo. Para pegilar um
anticorpo, o anticorpo ou fragmento do mesmo é tipicamente
regido com polietileno glicol (PEG), tal como um éster
reativo ou derivado aldeido de PEG, sob condi¢des nas gquais
um ou mais grupos PEG se tornam anexados ao anticorpo ou
fragmento de anticorpo. Preferivelmente, a pegilacdo &
realizada através de uma reacgdo de acilacdo ou uma reacdo de
alquilagdo com uma molécula PEG reativa (ou um polimero
soluvel em &gua reativo andlogo). Conforme usado aqui, o}
termo "polietileno glicol" se destina a englobar quaisquer
das formas de PEG que tenham sido usadas para derivatizar.
outras enzimas, tais como, mono alcdxi (Cl-10) ou arildxi-
polietileno glicol ou polietileno glicol-maleimida. Em
determinadas modalidades, o anticorpo a ser pegilado é um
anticorpo raglicosilado. Os métodos para pegilagdo das
proteinas sdo conhecidos na arte e podem ser aplicados aos
anticorpos da invencgdo. Vide, por exemplo, a EP 0.154.316 de
Nishimura e outros e a EP 0.401.384 de Ishikawa e outros.

Métodos de Construgdo dos Anticorpos

Conforme discutido acima, os anticorpos anti-PD-1
possuindo as seqiéncias ‘Vy e Vg reveladas aqui podem ser

usados para criar novos anticorpos anti-PD-1 por modificacédo

das seqliéncias Vg e/ou Vg ou da(s) regido(des) constante(s)

anexada (s) aos mesmos. Assim, em outro aspecto da invencéao,
0s aspectos estruturais de um anticorpo anti-PD-1 da

invencgdo, por exemplo, 17D8, 2D3, 4H1l, 5C4, 4A1l1l, 7D3 ou 5F4
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sdo usados para criar anticorpos asnti-PD-1 eétruturalmente
correlatos que mantém pelo menos uma propriedade funcional
dos anticorpos da invengdo, tal como, ligacdo ao PD-1
humano. Por exemplo, uma ou mais regides CDR de 17D8, 2D3,
4H1, 5C4, 4All, 7D3 ou 5F4 ou mutagdes das mesmas podem ser
combinadas recombinantemente com regides de estrutura
conhecida e/ou outras CDRs para criar anticorpos anti-PD-1,
construidos recombinantemente, adicionais da invencgao,
conforme discutido acima. Outros fipos de modificacgdes
incluem aquelas descritas na secdo anterior. O material de
partida para o método de construcdo é uma oﬁ mais das
seqliéncias Vy e/ou Vg providas aqui, ou uma ou mais regibdes
CDR das mesmas. Para criar o anticorpo construido,'néo é
necessario preparar realmente (isto &, expressar como uma
proteina) um anticorpoc possuindo uma ou mais das segqgiiéncias
Vg e/o Vg providas aqui, ou uma ou mais regides CDR das
mesmas. Ao 1invés disso, as informac¢des contidas naf(s)
seqiéncias(s) sdo usadas como o material de partida para
criar seqiéncia(s) de '"segunda geracdo" derivadas da(s)
seqiiéncia(s) original(is) e -entdo al(s) seqiiéncia(s) de
"segunda geracao" sao preparadas e expressas como uma
proteina.

Conseqlentemente, em outra modalidade, a invencdo
prové um método para preparar um anticorpo anti-PD-1
compreendendo:

a) provisdo de: 1) uma seqiéncia de anticorpo de
uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma

seqiéncia CDR1 selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID
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NOs: 15, 1e¢, 17, 18, 19, 20 e 21,. uma seqiiéncia CDR2
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24,
25, 26, 27 e 28, e/ou uma seqiéncia CDR3 'selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35; e/ou 1i) wuma seqgliéncia de anticorpo de uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo uma seqgiiéncia CDR1
selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38,
39, 40, 41 e 42, uma seqgiiéncia CDR2 selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49,
e/ou uma seqiiéncia CDR3 selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 5¢; |

b) alteragdo de pelo menos um residuo de
aminoacido dentro da seqiiéncia de anticorpb da regiéo
variavel de cadeia pesada e/ou da seqliéncia de anticorpo da
regido varidvel de cadeia leve para criar pelo menos uma
seqléncia de anticorpo alterada; e

c) expressao da seqiiéncia de anticorpo alterada
como uma proteina.

Técnicas de biologia molecular padrdo podem ser
usadas para preparar e expressar a seqliéncia de anticorpo
alterada.

Preferivelmente, o anticorpo codificado pela(s)
seqliéncia(s) de anticorpo alterada(s) é um que mantenha uma,
alguma ou todas as propriedades funcionais dos anticorpos
anti-PD-1 descritos aqui, as propriedades funcionais
incluindo, porém n&o limitadas a:

a) o anticorpo se liga ao PD-1 humanc com uma Kp

de 1 x 1077 M ou menos;
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b) o anticorpo ndo sé liga substancialmente a
CD28, CTLA-4 ou ICOS humana;

c) o anticorpo aumenta a proliferacdo da célula T
em um ensaio de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

d) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio de MLR;

e) o anticorpo aumenta a secrecdo de IL-2 em um
ensaio de MRL;

f) o anticorpo se liga ao PD-1 humano e PD-1 de
macaco Cynomolgus;

g) o anticorpo inibe a ligégéo de PD-L1 e/ou PD-L2
ao PD-1;

h) o anticorpo estimula respostas de memdria
especificas de antigeno;

i) o anticorpo estimula respostas de anticorpo;

j) o anticorpo inibe o crescimento da célula
tumoral in vivo.

As propriedades funcionais dos anticorpos
alterados podem ser avaliadas wusando ensaios ©padrao
disponiveis na arte:e/ou descritos aqui, tais como aqueles
estabelecidos nos Exemplos (por exemplo, citometria de
fluxo, ensaios de ligacgé&o).

Em determinadas mbdalidades dos métodos de
construgdo de anticorpos da invengdo, mutacdes podem ser
introduzidas aleatdria ou seletivamente ao longo de toda ou
de uma parte de uma seqiiéncia de codificacdo de anticorpo
anti-PD-1 e os anticorpos anti-PD-1 modificados resultantes

podem ser classificados por atividade de libacdo e/ou outras
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propriedades funcionais cohforme descrito aqui. Os métodos
mutacionais foram descritos na técnica. Por exemplo, a
Publicagdo PCT WO 02/092780 de Short descreve métodos para
criar e classificar mutag¢des de anticorpo usando mutagénese
de saturacao, conjunto de ligacdo sintético ou uma
combina¢do dos mesmos. Alternativamente, a Publicacdo PCT WO
03/074679 de Lazar e outros descreve métodos de uso de
processos de classificacdo por computador para otimizar as

propriedades dos anticorpos.

Moléculas de Acido Nucléico Codificando Anticorpos

da Invencdo

Outro aspecto da invencgdo se refere as moléculas
de acido nucléico que codificam oé anticorpos da invencdao.
Os &4cidos nucléicos podem estar presentes nas células
integrais, em um lisado de <célula ou em uma forma
substancialmente pura ou parcialmente purifiéada. Um &cido
nucléico é "isolado" ou "se torna substancialmente puro"
quando purificado sem outros componentes celulares ou outros
contaminantes, por exemplo, outros acidos nucléicos
celulares ou proteinas, por técnicas padrdo, incluindo
tratamento albalino/SDS, ligagdo CsCl, cromatografia de

coluna, eletroforese de gel de agarcse e outras bem

-conhecidas na arte. Vide, F. Ausubel, e outros ed. (1987)

Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing
and Wiley Interscience, New York. Um 4&cido nucléico da
invengdo pode ser, por exemplo, DNA ou RNA e podé ou nao
conter seqgliéncias intrdnicas. Em uma modalidade preferida, o

dcido nucléico é uma molécula de DNAc.
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Acidos nuciéicos da invencdo podem ser obtidos
usando técnicas de biologia molecular padrdo. Para
anticorpos expressos por hibridomas (por exemplo, hibridomas
preparados de camundongos transgénicos portando genes da
imunoglobulina humana conforme descrito adicionalmente a
seguir), DNAcs codificando as cadeias: leve e pesada do
anticorpo feito pelo hibridoma podem ser obtidos por
ampliagao de PCR padrdo ou técnicas de clonagem de DNAcC.
Para anticorpos obtidos de uma biblioteca génica de
imunoglobulina (por exemplo, usando técnicas de mostra de
fago), o A&cido nucléicé codificando o anticorpo pode ser
recuperado da biblioteca.

Moléculas de écidos nucléicos preferidas da
invengdo sao aquelas codificando as seqiéncias Vy e V, dos
anticorpos monoclonais 17D8, 2D3, 4H1, b5C4, 4All, 7D3 ou
5F4. Seqgiéncias de DNA codificando as séquéncias Vy de 17D8,
2D3, 4H1, 5C4, 4Al1l, 7D3 e 5F4 sdo mostradas nas SEQ ID NOs:
57, 58, 59, 60, 61, 62 e 63, respectivamente. Seqiiéncias de
DNA codificando as seqgliéncias V, de 17D8, 2D3, 4H1, 5C4,
4A11, 7D3 e 5F4 sao mostradas nas SEQ ID NOs: 64, 65, 66,
67, 68, 69 e 70, respectivamente.

Uma vez que os fragmentos de DNA codificando os
segmentos Vy e Vi ééo obtidos, esses fragmentos de DNA podem
ser manipulados por técnicas de DNA recombinante padrdo, por
exemplo, para converter o0s genes da regido varidvel nos
genes de cadéia de anticorpo de comprimento pleno, nos genes
de fragmento Fab ou em um gene scFv. Nessas manipulagdes, um

fragmento de DNA codificando Vy; ou Vy ¢é operativamente
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ligado a outroAfragmento de DNA codificando outra proteina,
tal como uma regido constante de anticorpo ou um ligante
flexivel. O termo "operativamente ligado" conforme usado
nesse contexto significa que os dois fragmentos de DNA s&o
unidos, tal que, as seqiéncias de aminocacido codificadas
pelos dois fragmentos de DNA permanecem na estrutura.

O DNA 1isolado codificando a regido VH pode ser
convertido em um gene de cadeia pesada de comprimento pleno
por ligagdo operativa do DNA codificando VH a outra molécula
de DNA codificando regides constantes de cadeia pesada (CH1,
CHZ e CH3). As séquéncias dos genes da regido constante de
cadeia pesada humana sao conhecidas na arte (vide, por
exemplo, Kabat, E. A.,'e outros (1991) Sequences of Proteins
of Immunological Interest, Quinta Edigdo, U.S. Department of
Health and Human Services, NTH Publicacdo numero 91-3242) e
os fragmentos de DNA englobandd essas regides podem ser
obtidos por ampliag¢do de PCR padrdo. A regido constante de
cadeia pesada pode ser uma regido constante IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM ou IgD, porém mais preferivelmente
é uma regido constante IgGl ou IgG4. Para um gene de cadeia
pesada de fragmento Fab, o DNA codificando VH pode ser
operativamente ligado a outra molécula de DNA codificando
apenas a regiéo constante CH1 'de cadeia pesada.

O DNA isolado codificando a regido VL pode ser

convertido em um gene de cadeia leve de comprimento pleno

(bem como um gene de cadeia leve Fab) por ligagdo operativa
do DNA codificando VL a outra molécula de DNA codificando a

regido constante de cadeia leve, CL. As seqliéncias dos genes



10

15

20

25

88

da regiéo de cadeia leve humana sdo conhecidas na arte
(vide, por exemplo, Kabat, E. A., e outros (1991) Seguences
of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicgdo, U.S.
Department of Health and Human Services, NTH Publicacéao
numero 91-3242) e fragmentos de DNA englobando essas regides
podem ser obtidos por ampliagdo de PCR padrdo. A regiédo
constante de cadeia leve pode ser uma regido constante capa
ou lambda, porém mais preferivelmente é uma regido constante
éapa.

Para criar um gene scFv, os fragmentos de DNA
codificando. VH e VL sao operativamente ligados a outro
fragmento codificando um ligante flexivel, por exemplo,
codificando a séqﬁéncia de aminoacido (Glys-Ser)i:, tal que
as seqliéncias VH e VL podem ser expressas como uma proteina
de cadeia simples continua, com as regides VL e VH unidas
pelo ligante flexivel (vide, por exemplo, Bird e outros
(1988) Science 242:423-426; Huston e outros ‘(1988) Proc.
Natl. Acad. Sci. usa 85:5879-5883; McCafferty e outros,
(1990) Nature 348:552-554).

Producdo de Anticorpos Monoclonais da Invencdo

Anticorpos monoclonais (mAbs) da presente invencgdo
podem ser produzidos por varias técnicas, incluindo
metodblogia de anticorpo monoclonal convencional, por
exemplo, a técnica de hibridizacdo de célula somadtica padrao
de Kohler - e Milstein (1975) Nature 256:495. Embora os
procedimentos de hibridizacéo de célula somdtica sejam
preferidos, em principio, outras técnicas para produgdo de

anticorpo monoclonal podem ser empregadas, por exemplo,
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tfansformagéo viral ou oncogénica de linfécitos B.

O sistema animal preferido para preparacdo de
hibridomas é o sistema murino. A producdo de hibridoma no
camundongo ¢é um procedimento muito bem estabelecido. Os
protocolos de 1imunizagdo e técnicas para 1isolamento de
esplendcitos imunizados ©para fusdo sdo conhecidos na
técnica. Parceiros de fusdao (por exemplo, células de mieloma
de murino) e procedimentos de fusdo sdo bem conhecidos.

Anticorpos quiméricos ou humanizados da presente
invengdo podem ser preparados com base na seqiiéncia de um
antiéorpo monoclonal de murino .preparado conforme descrito
acima. O DNA codificando as imunoglobulinas de cadeia pesada:
e leve pode ser obtido do hibridoma de murino de interesse e
construido para conter seqliéncias de imunoglobulina de ndao
murino (por exemplo, humanas) usando técnicas de biologia
molecular padrdo. Por exemplo, para criar um anticorpo
quimérico, as regides de murino variaveis podem ser ligadas
as regides constantes humanas usando métodos conhecidos na
arte (vide, por exemplo, Patente US numero 4.816.567 de
Cabilly e outros). Para criar um anticorpo humanizado, as
regides de CDR de murino podem ser inseridas na estrutura
humana usando métodos conhecidos na arte (vide, por exemplo,
Patente US numero 5.225.539 de Winter e Patentes US numeros
5.530.101; 5.585.089; 5.693.762 e 6.180.370 de Queen e
outros) .

Em uma modalidade preferida, os anticorpos da
invencdo sdo anticorpos monoclonais humanos. Tais anticorpos

monoclonais humanos dirigidos contra PD-1 podem ser gerados
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usando partes de transporte de camundongos transgénicos ou
transcromossémicos do sistema imune humano ao invés do
éistema do camundongo. Esses camundongos transgénicos e
transcromossdémicos incluem camundongos referidos aqui como
camundongos HuMAb e KM™, respectivamente e sdo coletivamente
referidos aqui como "camundongos de Ig humana".

O camundongo HuMAb'® (Medarex, Inc.) contém mini-
posigdes génicas de imunoglobulina humana que codificam
seqiéncias de imunoglobulina de cadeia leve k e pesada
humana ndao rearranjadas (p e vy), em conjunto com mutacdes
alveajdas que inativam as posigdes da cadeia p e x endbdgenas
(vide, por exemplo, Lonberg, e outros {(1994) Nature

368(6474): 856-859). Conseqglientemente, os camundongos exibem
expressao reduzida de camundongo IgM ou kx e em resposta a
imunizagdo, os transgenes de cadeia pesada e leve humanos
introduzidos sofrem comutacdo de classe e mutacdo somatica
para gerar monoclonal IgGxk humana de alta - afinidade
(Lonberg, N. e outros (1994), supra; revisto em Lonberg, N.
(1994) Handbook of Experimental Pharmacology 113:49-101;
Lonberg, N. e Huszar, D. (1995) Intern. Rev. Immunol. 13:
65-93, e Harding, F. e Lonberg, N. (1995) Ann. NY. Acad.
Sci. 764:536-546). A preparacdao e uso de camundongos HuMab e
as modificagdes gendmicas realizadas por tais camundongos,
sdo- adicionalmente descritas em Taylor, L. e outros (1992)
Nucleic Acids Research 20:6287-6295; Chen, J. e outros
(1993) International Immunology 5: ©647-656; Tuaillon e
outros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:3720-3724; Choi

e outros (1993) Nature Genetics 4:117-123; Chen, J. e outros
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(1993) EMBO J. 12: 821-830; Tuaillon e outros (1994) J.
Immunol. 152:2912-2920; Taylor, L. e outros (1594)
International Immunology 6: 579-591; e Fishwild, D. e outros
(1996) Nature Biotechnology 14: 845-851, o conteudo dos
quais & incorporado especificamente como referéncia em sua
totalidade. Vide, adicicnalmente, as Patentes US numeros
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; 5.789.650;
5.877.397; 5.661.016; 5.814.318; 5.874.299; e 5.770.429;
todas para Lonberg e Kay; Patente US numero 5.545.807 de
Surani e outros; Publicagdes PCT numeros WO 92/03918, WO
93/12227, WO 94/25585, WO 97/13852, WO 98/24884 e WO
99/45962 todas pafa Lonberg e Kay; e Publicag¢do PCT numero
WO 01/14424 de Korman e outros.

Em outra modalidade, os anticorpos humanos da
invengdo podem ser elevados usando um camundongo que porta
seqﬂéncias de imunoglobulina humana nos transgenes e
transcromossomas, tal como um camundongo que porta um
transgene de cadeia pesada humana e um transcromossoma de
cadeia leve humana. Tais camundongos, referidos aqui como
"KM mice™" sdo descritos em detalhes na Publicagdo PCT WO
02/43478 de Ishida e outros.

Adicionalmente, sistemas de animal transgénico
alternativo expressando genes de imunoglobulina sao
disponiveis na técnica e podem ser wusados para elevar
anticorpos anti-PD-1 da invencéao. Por‘exemplo, um sistema
transgénico alternativo referido como Xenomouse (Abgenix,
Inc.) pode ser usado; tais camundongos sdo descritos, por

exemplo, nas Patentes US numeros 5.939.598; 6.075.181;
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6.114.598; 6.150.584 e 6.162.963 de Kucherlapati e outros.

Além disso, os genes de imunoglobulina humana
expressando sistemas animais transcromossémicos alternativos
estdo disponiveis na técnica e podem ser usados para elevar
anticorpos anti-PD-1 da invencao. Por exemplo, 0s
camundongos portando ambos um transcromossoma de cadeia
pesada humana e um transcromossoma de cadeia leve humana,
referidos como "camundongos TC" podem ser empregados; tais
camundongos sdo descritos em Tomizuka e outros (2000) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 97:722-727. Adicionalmente, as vacas
que portam transcromossomas de cadeia pesada e leve humanas
foram descritas na técnica (Kuroiwa e outros (2002) Nature
Biotechnology 20:889-894) e podem ser usadas para elevar
anticorpos anti-PD-1 da invencgéo.

Anticorpos monoclonais humanos da invencdo podem
ser também preparados usando métodos de mostra de fago para
classificagdo de bibliotecas de genes deb imunoglobulina
humana. Tais métodos de mostra de fago para isolar
anticorpos humanos sdo estabelecidos na técnica. Vide, por
exemplo: Patentes US numeros 5.223.409; 5.403.484; e
5.571.698 de Ladner e outros; Patentes US numeros 5.427.908
e 5.580.717 de Dower e outros; Patentes US numeros 5.969.108
e 6.172.197 de McCafferty e outros; e Patentes US numeros

5.885.793; 6.521.404; 6.544.731; 6.555.313; 6.582.915 e

[0

.593.081 de Griffiths e outros.
Anticorpos monoclonais humanos da invencdo podem
também ser preparados usando camundongos SCID dentro dos

quais as células imunes humanas foram reconstituidas, tal
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que, uma resposta de anticorpo humano pode ser gerada usando
imunizagao. Tais camundongos sdo descritos, por exemplo, nas
Patentes US numeros 5.476.996 e 5.698.767 de Wilson e outros

Imunizagdo de Camundongos portando Ig Humana

Quando camundongos portando Ig humana sdo usados
para elevar anticorpos humanos da invencdo, tais camundongos
podem ser imunizados com wuma preparagdo purificada ou
enriquecida de antigeno PD-1 e/ou recombinante PD-1, ou uma
proteina de fusdo de PD-1, conforme descrito por Lonberg, N.
e outros (1994) Nature 368(6474): 856-859; Fishwild, D. e
outros (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851; e Publicagéo
PCT WO 98/24884 e WO 01/14424. Preferivelmente, 0s
camundongos terdo 6-16 semanas de idade na primeira infuséo.
Por exemplo,'uma preparacgdo purificada ou recombinante (5-50
Hg) de antigeno PD-1 pode ser wusada ©para imunizar
intraperitoneamente o camundongo portando Ig humana.

Procedimentos detalhados para gerar anticorpos
monoclonais plenamente humanos para PD-1 sdo descritos no
Exemplo 1 a seguir. O experimento cumulativo com varios
antigenos mostrou que os camundongos transgénicos respondem
quando inicialmente imunizados intraperitoneamente (IP) com
antigeno no adjuvante de Freund completo, seguido por cada
imunizacdoc com IP, semana sim, semana ndo (até um total de
6} com antigeno no adjuvante de Freund incompleto. Contudo,
os adjuvantes diferentes do de Freund sdo também eficazes.
Além disso, foi verificado que as células integrais na
auséncia do adjuvante sdo altamente imunogénicas. A resposta

imune pode ser monitorada no curso do protocolo de
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imunizagdo com amostras de plasma sendo obtidas por
sangramentos retro-orbitais. O plasma pode ser classificado
por ELISA (conforme descrito a seguir) e os camundongos com
titulacdes suficientes de imunoglobulina anti-PD-1 humana
podem ser usados para fusdes. Os camundongos podem receber
refor¢co intravenoso com antigeno 3 dias antes do sacrificio
e remogcao do baco. Espera-se que 2-3 fusdes para cada
imunizagcdo possam ser necessarias. Entre 6 e 24 camundongos
sdo tipicamente imunizados para cada antigeno. Geralmente
ambas as cepas HCo7 e HCol2 sdo empregadas. Além disso,
ambos o transgene HCo7 e HCol2 podem ser reproduzidos em
conjunto em um camundongo simples possuindo dois transgenes
de cadeia pesada humana diferentes (HCo7/HCol2). Alternativa
ou adicionalmente, a cepa KM mouse™ pode ser usada, conforme
descrito no Exemplo 1.

Geracao de Hibridomas Produzindo Anticorpos

Monoclonais Humanos da Invencédo

Para gerar hibridomas produzindo anticorpos
monoclonais humanos da invencgio, 0os esplendcitos e/ou
células de nodo linfatico dos camundongos imunizados podem
ser isolados e fundidos em uma linhagem de célula
imortalizada apropriada, tal como uma linhagem de células de
mieloma de camundongo. Os hibridomas resultantes podem ser
classificados para producdo de anticorpos especificos de
antigeno.. Por exemplo, as suspensdes de células simples de
linfdécitos esplénicos dos camundongos humanizados podem ser
fundidas em um sexto o nUmero de P3X63-Ag8.653 ndo

secretando células de mieloma de camundongo (ATCC, CRL 1580)
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com PEG a 50%. Alternativamente, as suspensdes de células
simples de linfécitos esplénicos dos camundongos imunizados
podem ser fundidas usando um método de eletrofusdo com base
no campo elétrico empregando um eletroporador de fusdo de
célula de camara grande Cyto Pulse (Cyto Pulse Sciences,
Glen Burnie, MD). As células sdo colocadas em placas em
aproximadamente 1 x 10> na placa de microtitulacdo de fundo
plano, seguido por incubacdo de duas semanas em meio
seletivo contendo Clone de Soro fetal a 20%, meioé
condicionados "653" a 18%, origina 5% (IGEN), 4 mM de L-
glutamina, 1 mM de piruvato de sédio, 5 mM de HEPES, 0,055
mM de 2-mercaptoetanol, 50 unidades/mL de penicilina, 50
mg/mL de estreptomicina, 50 mg/mL de gentamicina e 1X HAT
(Sigma; ;3 HAT & adicionado 24 horas apdés a fusado). Apds
aproximadamente duas semanas, as células podem ser
cultivadas em meio onde o HAT é substituido por HT. Os pocos
individuais podem entdo ser classificados por ELISA quanto a
IgM monoclonal humano e anticorpos IgG. Uma vez que tenha
ocorrido o crescimento extensivo do hibridoma, o meio pode
ser observado geralmente apdés 10-14 dias. O anticorpo
secretande hibridomas pode ser recolocado na placa,
classificado novamente e se ainda for positivo para IgG
humana, os anticorpos monoclonais podem ser subclonados pelo
menos duas vezes por limitagdo da diluicdo. Os subclones
estédveis podem entdo ser cultivados in vitro para gerar
quantidades pequenas de anticorpo e meio de cultura de

tecido para caracterizacio.

Para purificar os anticorpos monoclonais humanos,
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hibridomas selecionados podem ser desenvolvidos em frascos
giratdérios de dois 1litros para purificagdo de anticorpo
monoclonal. Os sobrenadantes podem  ser filtrados e
concentrados antes da cromatografia ©por afinidade com
proteina A-sefarose (Pharmacia, Piscataway, N.J.). IgG
eluida pode ser verificada por eletroforese de gel e
cromatografia de liquido de alto desempenho para garantir
pureza. A solugdo tampdo pode ser trocada em PBS, e a
concentragdo pode ser determinada por ODzgy empregando
coeficiente de extingdo de 1,43. Os anticorpos monoclonais
podem ser aliquotados e armazenados a -80°C.

Geracdo de Transfectomas Produzindo Anticorpos

Monoclonais da Invencdo

Os anticorpos da invencdo podem também ser
produzidos em um transfectoma de célula hospedeira usando,
por exemplo, uma combinacdo de técnicas de DNA recombinante
e métodos de transfeccdo génica como é bem conhecido na arte
(por exemplo, Morrison, S. (1985) Science 229:1202).

Por exemplo, para expressar os. anticorpos ou
fragmentos de anticorpo dos mesmos, cadeias leve e pesada de
comprimento pleno ou parcial codificando DNAs, podem ser
obtidas por técnicas de biologia molecular padrdao (por
exemplo, ampliacdo de PCR ou clonagem de DNAc empregando ﬁm
hibridoma que expressa o0 anticorpo de interesse) e os DNAs
podem ser inseridos nos vetores de expressdo, tal que, os
genes sdo ligados operativamente as seqiiéncias de controle

transcricionais e translacionais. Nesse contexto, o termo

"operativamente ligado" significa que um gene de anticorpo
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esta ligado dentro de um vetor, tal que, as seqUénciés de
controle transcricionais e translacionais dentro do vetor
servem a sua funcdo pretendida de regular a transcricdo e
translagdo do gene de anticorpo. O vetor de expressdo e as
seqgiéncias de controle de expressdo s3do escolhidos como
sendo compativeis com a célula hospedeira de expressao
usada. O gene de cadeia leve de anticorpo e o gene de cadeia
pesada de anticorpo podem ser inseridos no vetor separados
ou mais tipicamente, ambos os genes sdo inseridos no mesmo
vetor de expressdo. Os genes de anticorpo sdo inseridos no
vetor de expressdo por métodos padrdo (por exemplo, ligagéo
dos sitios de restrigdo complementares no fragmento do gene
de anticorpo e vetor, ou ligagdo de extremidade cega se ndo
existirem sitios de 'restrigéo). As regibdes variaveis de
cadeia leve e pesada dos anticorpos descritos aqui podem ser
empregadas para criar genes de anticorpo de comprimento
pleno de quélquer isétopo de anticorpo por insercdo dos
mesmos nos vetores de expressdo 3Jj& codificando regides
constantes de cadeia pesada e de cadeia leve do isdtopo
desejado, tal que, o segmento Vy seja ligado operariamente
ao(s) segmento(s) Cy dentro do vetor e o segmento Vg seja
ligado operativamente ao segmento C; dentro do vetor.
Adicional ou alternativamente, o vetor de ekpresséo
recombinante ©pode <codificar um peptideo de sinal que
facilita a secrecao da cadeia de anticorpo de uma célula
hospedeira. O gene da cadeia de anticorpo pode ser clonado
no vetor, tal que, o peptideo de éinal é ligado na estrutura

ao término amino do gene da cadeia de anticorpo. O peptideo
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de sinal pode ser um peptideo de sinal de imunogiobulina ou
um peptideo de sinal heterdlogo (isto é, um peptideo de
sinal de uma proteina de ndo imunoglobulina).

Além dos genes de cadeia do anticorpo, os vetores
de expressao recombinante da invengdo portam seqiéncias
reguladoras que controlam a expressdo dos genes da cadeia de
anticorpo em uma célula hospedeira. O termo "seqliéncia
reguladora" se destina a incluir promotores, melhoradoras e
outros elementos de controle de expreéséo (por exemplo,
sinals de poliadenilagdo) gque controlam a transcrigcdo ou
translagcao dos genes da cadeia de anticorpo. Tails seqgiiéncias
reguladoras sdo descritas, por exemplo, em Goeddel (Gene
Expression Technology. Methods in Enzymology 185, Academic
Press, San Diego, CA (1990)). Serd apreciado pelos versados
na arte gque o projeto do vetor de expressdo, incluindo a
selecdo de seqléncias reguladoras, pode depender de fatores,
tais éomo, a escolha da célula hospedeira a ser
transformado, o nivel de expressido de proteina desejado,
etc. Seqiiéncias reguladoras preferidas para expressdo de
célula hospedeira de mamifero incluem elementos virais que
dirigem altos niveis de expressdo de proteina nas células de
mamiferos, tais como, promotores e/ou melhoradores derivados
de citomegalovirus - (CMV), Virus Simiano. 40 (Sv40),
adevonirus (por exemplo, promotor tardio maior de adenovirus
(AdMLP) e polioma. Alternativamente, seqiiéncias reguladoras
nao virais podem ser usadas, tais como, promotor de
ubiquitina ou promotor de f-globina. Ainda adicionalmente,

os elementos reqguladores compostos de seqiiéncias de fontes
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diferentes, tais como, o sistema promotor de SRa, que contém
as seqliéncias do promotor precedente SV40 e a repeticdo do
terminal longo do virus do tipo 1 da leucemia de célula T
(Takebe, Y. e outros (1988) Mol. Cell. Biol. 8:466-472) .

Além dos genes de cadeia de anticorpo e seqliéncias
reguladoras, 0os vetores de expressdc recombinante da
invencdo podem portar seqliéncias adicionais, tais como,
seqiéncias que regulam a replicacdo do vetor nas células
hospedeiras (por exemplo, origens. de replicacdo) e genes
marcadores seleciondveis. O gene marcador selecionavel
facilita a selec¢do das células hospedeiras déntro das quais
o vetor foi introduzido (vide, por exemplo, as Patentes US
nimeros 4.399.216, 4.634.665 e 5.179.017, todas de Axel e
outros) . Por exemplo, tipicamente, o} gene marcador
selecionével confere resisténcia aos medicamentos, tais
como, G418, higromicina ou metotrexato, em uma célula
hospedeira dentro da qual o vetor foi induzido. Genes
marcadores selecionaveis . preferidos incluem o gene
diidrofolato redutase (DHFR) (para uso nas células
hospedeiras dhfr- com selecdo/ampliacdoc de metotrexato) e o
gene neo (para selegdo de G418).

Para expressdo das cadeias leve e pesada, of(s)
vetor (es) de expressdo codificando as.cédeias leve e pesada
€ (sao) transfectado(s) dentro de uma célula hospedeira por
técnicas padrdo. As varias formas do termo "transfeccgdo" se
destinam a englobar uma variedade ampla de técnicas
geralmente usadas para a introducdo do DNA exdgeno em uma

célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica, por exemplo,
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eletroporacdao, precipitacdao de céléio—fosfato, transfeccéao
de DEAE-dextrano e semelhantes. Embora seja teoricamente
possivel expressar os anticorpos da invengcdo tanto nas
células hospedeiras procaridticas ou eucaridticas, a
expressdo dos anticorpos nas células eucaridticas e mais
preferivelmente nas células hospedeiras de mamiferos, é a
mais preferida, em razdo de tais células eucaridticas e
especificamente as células de mamiferos serem mais provaveis
que as células procaridéticas de montarem e secretarem um
anticorpo apropriadamente dobrado e imunologicamente ativo.
A expressdo procaridtica dos geneé de anticorpo foi
reportada como sendo ineficaz para produgcdo de altos
rendimentos do anticorpo ativo (Boss, M. A; e Wood, C. R.
(1985) Immunology Today 6:12-13).

As células hospedeiras de mamifero preferidas para
expressar os anticorpos recombinantes da invencéao incluem
células de Ovario de Hamster Chinés (CHO) (incluindo células
dhfr-CHC, descritas em Urlaub e Chasin, (1980) Proc. Natl.
Acad. Sci USA 77:4216-4220, usadas com o marcador
seleciondvel de DHFr, por exemplo, conforme descrito em R.
J. Kaufman e P. A. Sharp (1982) Mol. Biol 159:601-621),
células de mieloma NSO, células COS e células SP2.
Especificamente, para uso com NOS reveladas no WO 87/04462,
WO 89/01036 e EP 338.841. Quando os vetores de expressio
recombinante codificando genes de anticorpo sdo introduzidos
nas células hospedeiras de mamiferos, os anticorpos séo'
produzidos por cultivo das células hospedeiras por um

periodo de tempo suficiente para permitir expressdo do
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anticorpo nas células hospedeiras ou, mals preferivelmente,
secrecao do anticorpo no meio de cultura onde as células
hospedeiras se desenvolvem. Os anticorpos podem ser
recuperados do meio de cultura usando métodos de purificacéo
de proteina padrio.

Caracterizacdo do Anticorpo de Ligagcdo ao Antigeno

Os anticorpos da invengdo podem ser testados para
ligagdo ao PD-1, por exemplo, o ELISA padrdo. Em resumo, as
placas de microtitulacgao séo/revestidas com PD-1 purificado
em 0,25 pg/mL em PBS e entdo bloqueadas com albumina de soro
bovino a 5% em PBS. As diluigéeé do anticorpo (por exemplo,
diluigdes de plasma de camundongo imunizado com PD-1) sé&o
adicionadas a cada pog¢o e incubadas pbr 1-2 horas a 37°C. As
placas sdo lavadas com PBS/Tween e entdo incubadas com
reagente sebundério (por exemplo, para anticorpos humanos,
um reagente policlonal especifico Fc de IgG anti-humano de
cabra) conjugado a fosfatase alcalina por 1 hora a 37°C.
Apbs a lavagem, as placas sdo reveladas com substrato de
pNPP (1 mg/mL) e analisadas quanto a OD de 405-650.
Preferivelmente, 0s camundongos que desenvolven as
titulagdes mais altas serdo usados para fusdes.

Um ensaio ELISA conforme descrito acima pode
também ser usados para vclassificar 0os hibridromas que
mostram reatividade positiva com imunogénio PD-1. Os
hibridomas que se ligam com- alta avidez ao PD-1 sdo
subclonados e adicionalmente caracterizados. Um clone para

cada hibridoma, gque mantenha a reatividade das células de

origem (por ELISA), pode ser escolhido para fabricac&o de um
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banco de 5-10 ampolas de células armazenadas a -140°C e para
purificagdo do anticorpo.

Para purificar os anticorpos anti-PD-1, hibridomas
selecionados podem ser desenvolvidos em frascos giratérios
de dois litros para purificagdo de anticorpo monoclonal. Os
sobrenadantes podem ser filtrados e concentrados antes da
cromatografia por afinidade com proteina A-sefarose
(Pharmacia, Piscataway, N.J.). IgG eluida pode ser
verificada por. eletroforese de gel e cromatografia de
liquido de alto desempenho para garantir pureza. A solucdao
tampdo pode ser trocada eh PBS, e a concentracdo pode ser
determinada por ODygy empregando coeficiente de extincdo de
1,43. Os anticorpos monoclonais podem ser aliquotados e
armazenados a -80°C.

Para determinar se os anticorpos monoclonais anti-
PD-1 selecionados se ligam aos epitopos unicos, cada
anticorpo pode ser biotinilado usando reagentes
comercialmente disponiveis (Pierce, Rockford, IL). Os
estudos de competigdo usando anticorpos monoclonais néao
marcados e anticorpos monoclonais biotinilados podem ser
realizados usando placas ELISA revestidas com PD-1, conforme
descrito acima. A ligagdo de mAB biotinilado pode ser
detectada com uma. sonda de estreptavidina-alcalina
fosfatase.

| Para determinar o isdtopo de anticorpos
purificados, o isdétopo ELISAs pode ‘ser réalizado usando
reagentes especificos para anticorpos de um isdtopo

especifico. Por exemplo, para determinar o isétopo de um
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anticorpo monoélonal humano, 0s pPogos de placas
microtituladoras podem ser revestidos com 1 pg/mL de
imunoglobulina anti-humana por toda a noite a 4°C. Apds
blogqueio com BSA a 1%, as placas foram revestidas com 1
pg/mL  ou menos de anticorpos monoclonais de teste ou
controles de isétopo purificados, a temperatura ambiente por
uma a duas horas. Os pog¢os podem ser reagidos com IgGl
humana ou sondas conjugadas de fosfatase alcalina especifica
para IgM humana. As placas sdo reveladas e analisadas
conforme descrito acima. IgGs anti-PD-1 humanas podem ser
adicionalmente testédas quanto a reatividade com antigeno
PD-1 por Western blotting. Em resumo, PD-1 pode ser
preparado e submetidd a eletroforese de gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato de sédio. Apds a
eletroforese, os antigenos separados sdo transferidos para
membranas de nitrocelulose, bloquéados com soro fetal de
bezerro a 10% e sondados com os anticorpos monoclonais a
serem testados. A ligacdo da IgG humana pode ser detectada
usando fosfatase alcalina de IgG anti-humana e revelada com
tabletes de substrato BCIP/NBT (Sigma Chem. Co., St. Louis,
Mo.) .

Imunoconjugados

Em. outro aspecto, a presente invencdo caracteriza
aspectos de um anticorpo anti-PD-1, ou um fragmento do
mesmo, conjugado -a uma fragdo terapéutica, tal como,
citotoxinas, um medicamento (por exempld, imunosupressivo)
ou uma radiotoxina. Tais conjugados sdo referidos como

"imunoconjugados”". Os imunoconjugados gque incluem uma ou
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mais citotoxinas sdo referidos como "imunotoxinas". Uma
citotoxina ou agente citotdxico incluil qualquer agente que é
prejudicial as células (por exemplo, exterminador). Exemplos

incluem taxol, citocalasina B, gramicidina D, brometo de

etidio, emetina, mitomicina, etoposideo, vincristina,
vinblastina, colcicina, doxorubicina, daunorubicina,
antracina diona diidroxi, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, l-desidroestosterona, glicocorticdides,

prbcaina, tetracaina, lidocaina, propanolol e puromicina e
andlogos ou homélogos da mesma. Agentes terapéuticos incluem
também, por exemplo, antimetabdlicos (por exemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluoruracil decarbézina) agentes alquilantes (por exemplo,

mecloretamina, tioepa clorambucila, melfalano, carmustina

(BSNU) e lomustina (CCNU), ciclotosfamida, bussulfano,
dibromomanitol, estreptozotocina, mitocina C e cis-
diclorodiamina platina (II) (DDP) cisplatina), antraciclinas

(por exemplo, daunorubicina (anteriormente daunomicina) e
doxorubicina), antibidticos (por exemplo, dactinomicina
(anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina e
antramicina (AMC)) e agentes antimitdticos (por exemplo,
vincristina e vinblastina).

Outros exemplos preferidos de citotoxinas
terapéuticas que podem ser conjugadas a um anticorpo da
inven¢do incluem duocarmicinas, caliceamicinas, maitansinas
e auristatinas e derivados das mesmas. Um exemplo de
conjugado de anticorpo da caliceamicina encontra-se

comercialmente disponivel (Mylotarg™; Wyeth-Ayerst).
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As citoxinas podem se conjugadas aos anticorpos da
invengdo usando tecnologia de ligante disponivel na arte.
Exemplos de tipos de ligante que foram usados para conjugar
uma citotoxina em um anticorpo incluem, porém ndo estdo
limitados a hidrazonas, tioéteres, ésteres, dissulfetos e
ligantes contendo peptideo. Um ligante pode ser escolhido de
modo gque seja suscetivel, por exemplo, a clivagem por pH
baixo dentro dé compartimento lisossdmico ou suscetivel a
clivagem por proteases, tais como, proteases preferivelmente
expressas no tecido tumcral, tais como, catepsinas (por
exemplo, catepsinas B, C, D).

Para uma discussdo adicional dos tipos de
citotoxinas,. ligantes e métodos para conjugar agentes
terapéuticos aos antibiéticos,. vide também, Saito, G. e
outros (2003) Adv. Drug Deliv. Rev. 55:199-215; Trail, P. A.

e outros (2003) Cancer Immunol. Immunother. 52:328-337;

Payne, G. (2003) Cancer Cell 3:207-212; Allen, T.M. (2002)
Nat. Rev. Cancer 2:750-763; Pastan, I. e Kreitman, R.J.
(2002) Curr Opin. Investig. Drugs 3:1089-1091; Senter, P.D.
e Springer, C.J. (2001) Adv. Drug Deliv. Rev. 53:247-264.

Os anticorpos da presente invengdo também podem

ser conjugados em relagdo a um isdtopo radicativo para gerar

radiofarmacéuticos citotdxicos, também referidos como

radioimunoconjugados. Exemplos de isdtopos radioativos que

podem ser conjugados em relacgdo aos anticorpos para uso em

diagnéstico ou terapeuticamente incluem, porém ndo séo
131

limitados ao iodo!'®, indio'!?, itrio®® e lutétio'’. oOs

métodos para preparagdo dos radioimunoconjugados sdo
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estabelecidos na técnica. Exemplos de radioimunoconjugados
sao comercialmente disponiveis incluem Zevalin™ (IDEC
Pharmaceuticals) e Bexxar™ (Corixa Pharmaceuticals) e
métodos semelhantes podem ser usados para preparar
radioimunoconjugados usando.os anticorpos da invencgéio.

Os conjugados de anticorpo da invencdo podem ser
usados para modificar uma dada resposta bioldgica e a fracdo
de medicamento ndo deve ser tida como limitada aos agentes
terapéuticos quimicos classicos. Por exemplo, a fracdo de
medicamento pode ser uma proteina ou polipeptideo possuindo
uma atividade bioldgica desejada. Tals proteinas podem
incluir, por exemplo, uma toxina enzimaticamente ativa ou
fragmehto ativo da mesma, tal como, abrina, ricina A,
exotoxina de pseudomonas ou toxina da difteria; uma
proteina, tal como, fator de necrose de tumor ou interferon-
Y:; ou modificadores de resposta bioldgica, tais como, por
exemplo, linfocinas, interlieucina-1 ("IL-1"), interleucina-2
("IL-2"), interleucina-6 ("IL-6"), fator de estimulacdo de
coldénia de macrdéfago granuldcito ("GM-CSF"), fator de
estimulagdo de coldénia de granuldcito ("G-CSF") ou outros
fatores de crescimento. |

As técnicas para conjugagdo de @ tal fracgdo
terapéutica em relagcdo aos anticorpos sdo bem conhecidas,
vide, por exemplo, Arnon e outros, "Monoclonal Antibodies
For Immunotargeting Of Drugs 1In = Cancer Therapy", em
Monoclonal Antibodies And Cancer Therapy, Reisfeld e outros
(eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc. 1985); Hellstrom e

outros, "Antibodies For Drug Delivery", em Controlled Drug
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Delivery (2% Ed.), Robinson e outros (eds.), pp. 623-53
(Marcel Dekker, Inc. 1987); Thorpe, "Antibody Carriers Of
Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", em Monoclonal
Antibodies ‘84: Biological And Clinical Applications,
Pinchera e outros (eds.), pp. 475-506 (1985); "Analysis,
Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of
Radiolabeled Antibody 1In Cancer Therapy", em Monoclonal
Antibodies For Cancer Detection And Therapy, Baldwin e
outros (eds.), pp. 303-16 (Academic Press 1985), e Thorpe e
outros, "The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates"”, Immunol. Rev., 62:119-58 (1982).

Moléculas Biespecificas

Em outro aspecto, a presente invencdo caracteriza
moléculas biespecificas compreendendo um anticorpo anti-PD-
1, ou um fragmento do mesmo da invencdo. Um anticorpo da
invencéao ou porcdes de ligacdo de antigeno do mesmo pode ser
derivatizado ou ligado a outra molécula funcional, por
exemplo, outro peptideo ou proteina (por exemplo, outro
anticorpo ou ligante para um receptor) para gerar uma—
molécula biespecifica que se liga a pelo menos dois sitios
de ligacdo diferentes ou moléculas alvo. O anticorpo da
invenc¢do pode, de fato, ser derivatizado ou ligado a mais de
uma molécula funcional para gerar moléculas multiespecificas
que se ligam a mais de’dois sitios de 1ligacdo diferentes
e/ou moléculas alvo; tais moléculas multiespecificas se
destinam também a serem englobadas pelo termo "molécula
biespecifica" conforme usado aqui. Para criar uma molécula

biespecifica da invengdo, um anticorpo da invencdo pode ser
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funcionalmente ligado (por exemplo, por acoplamento quimico,
fusdo genética, associag¢do ndo covalente ou de outra forma)
a uma ou mais outras moléculas de ligacdo, tais como, outro
anticorpo, fragmento de anticorpo, peptideo ou 1ligacao
mimética, tal que isso resulte em uma molécula biespecifica.

Conseqglientemente, a presente invencdo inclui
moléculas biespecificas compreendendo pelo  menos uma
primeira especificidade de 1ligagdo a PD-1 e uma segunda
especificidade de ligagdo a um segundo epitopo alvo. Em uma
segunda modalidade especifica da invengdo, o segundo epitopo
alvo é um receptor Fc, por exemplo, FcyRI (CD64) ou um
receptor humano Fcoa (CD89). -Portanto, a -‘invencdo "inclui
moléculas biespecificas capazes de ligagdo a ambos FcyR ou
FcaR expressando células efetoras (por exemplo, mondcitos,
macréfagos ou células polimorfonucleares (PMNs)) e as
células alvo expressando PD-1. Essas moléculas biespecificas
alvejam células expreséando PD-1 para célula efetora e
desencadeiam atividades de <célula efetora mediada por
receptor Fc, tails como, fagocitose de uma célula expressando
PD-1, <citotoxicidade mediada por célula dependente de
anticorpo (ADCC), liberacdo de citocina ou geracdo de &nion
superdxido.

Em uma modalidade da invencdo onde a molécula
biespecifica é multiespecifica, a molécula pode incluir,
adicionalmente, uma terceira especificidade de ligacdo, além
da especificidade de ligacgdo anti-Fc e uma especificidade de
ligagao anti-PD-1. Em uma modalidade, a terceira

especificidade de 1ligagdo €& uma porgdo de fator anti-
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melhoramento (EF), por exemplo, uma molécula que se liga a
uma proteina de superficie envolvida na atividade citotédxica
e dessa forma aumenta a resposta imune contra a célula alvo.
A "posigdo do fator anti-melhoramento" pode ser um
anticorpo, fragmento de anticorpo funcional ou um ligante
que se liga a uma dada molécula, por exemplo, um antigeno ou
um receptor e dessa forma resulta em uma melhora do efeito
dos determinantes de ligagdo para o receptor F. ou antigeno
de célula alvo. A "porgdo do fator anti-melhoramento" pode
se ligar a um receptor F. ou um antigeno de célula alvo.
Alternativamente, a porcdo do fator de anti-melhoramento
pode se ligar a uma entidade que é diferente d entidade a
qual a primeira e segunda especificidades se 1ligam. Por
exemplo, a porcdo do fator anti-melhoramento pode se ligar a
uma célula T citotdxica (por exemplo, através de CD2, CD3,
cbg8, CD28, CD4, CD40, ICAM-1 ou outra célula imune que
resulta em uma resposta imune aumentada contra a célula
alvo).

Em uma modalidade, as moléculas biespecificas da
invengdo compreendem como uma especificidade de ligacdo,
pelo menos um anticorpo, ou um fragmento de anticorpo do
mesmo, incluindo, por exemplo, Fab, Fab', F(ab'),, Fv ou um
Fv de cadeia simples. O anticorpo pode também ser um dimero
de cadeia leve ou pesada ou fragmento minimo do mesmo, tal
como, Fv ou uma . construgéo‘ de cadeia simples, conforme
desdrito em Ladner e outros, Patente US numero 4.946.778, o
conteudo da mesma sendo incorporada aqui expressamente como

referéncia.
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Em uma modalidade, a especificidade de 1ligagao
para um receptor Fcy é provida por um anticorpo monoclonal,
a ligagdo do qual ndo é bloqueada por imunoglobulina humana
G (IgG). Conforme usado aqui, o termo "receptor de IgG" se
refere qualquer um dos oito genes da cadeia vy localizados
no cromossoma 1. Esses genes codificam um total de doze
transmembranas ou 1isoformas de receptor soluveis que sao
agrupadas em trés classes de receptor Fcy: FcyRI(CD64),
FcyRII (CD32) e FcnyII(CD16). Em uma modalidade preferida, o
receptor Fcy é um FcyRI de alta afinidade humano. O FcyRI
humano é uma molécula de 72 kDa que mostra alta afinidade
com relacdo & IgG monomérica (10% - 10° M™Y.

A producgdo e caracterizacdo de determinados
anticorpos monoclonais anti-Fcy preferidos sdo descritas por
Fanger e outros na Publicagdo PCT WO 88/00052 e na Patente
US numero 4.954.617, os ensinamentos da mesma sendo
incorporados aqui como referéncia.vEsses anticorpos se ligam
a um epitopo de FcyRI, FcyRII ou FcyRIII em um local que é
distinto do sitio de ligagdo Fcy do receptor e assim, essa
ligagao ndo ¢é substancialmente bloqueada pelos niveis
fisioldédgicos de IgG. Anticorpos anti-FcyRI especificos uteis
nessa invencdo sdo mAb 22, mAb 32, mAb 44, mAb 62 e mAb 197.
O hibridoma que produz mAb 32 estid disponivel na American
Type Culture Collection, Acesso ATCC numero HB9469. Em
outras modalidades, o anticorpo receptor anti-Fcy € uma
forma humanizada do anticorpo monoclonal 22 (H22). A
producédo e caracterizacdo do ahticorpo H22 sao descritas em

Graziano, R.F. e outros (1995, J. Immunol 155 (10): 4996-
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5002 e Publicagdo PCT 94/10332. O anticorpo H22 produzindo
linhagem celular foi depositado no American Type Culture
Collection sob a denominagdo HAO022CLl1 e possui o numero de
acesso CRL 11177.

Ainda em outras modalidades preferidas, a
especificidade de ligagdo para um receptor Fc é provida por
um anticorpo que se liga a um receptor de IgA humano, por
exemplo, um receptor de Fc-alfa (FcaRI (CD89)), a ligacdoc do
qual preferivelmente ndo ¢é bloqueada por imunoglobulina
humana A (IgA). O termo "receptor de IgA" se destina a
incluir o produto génico de um o-gene (FcaRI) localizado no
cromossoma 19. Essé gene ¢é conhecido por codificar varias
isoformas de transmembrana alternativamente recompostas de
55 a 110 kDa. FcaRI (CD89) ¢é constitutivamente expresso nos
mondcitos/macréfagos, granuldcitos eosindfilos e
neutré6filos, porém ndo nas populacdes de células néo
efetoras. FcoRI possui afinidade com o meio (= 5 x lO7Mﬂ)
para ambos IgAl e IgA2, que é aumentada por exposicdo as
citocinas, tais como, G-CSF ou GM-CSF (Morton, H.C. e
outros, (1996) Critical Reviews in Immunology 16:423-440).
Quatro anticorpos monoclonais especificos de FcaRTI,
identificados como Az, A59, RA62 e AT77 que ligam FcoRI fora
do dominio de 1ligagdo do 1ligante IgA- foram descritos
(Monteiro, R.C. e outros, (1992), J. Immunol. 148:1764).

FcaRI e FcyRI sao receptores desencadeadores
preferidos para uso nas moléculas biespecificas da invencéao
porque eles sdo (1) expressos primariamente nas células

efetoras imunes, por exemplo, mondécitos, PMNs, macrdéfagos e
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células dendriticas; (2) expressos em altos niveis (por

- exemplo, 5.000 a 100.000 por célula); (3) mediadores de

atividades citotdxicas (por exemplo, ADCC, fagocitose); (4)
mediam apresentagdo de antigeno melhorado dos antigenos,
incluindo antigenos propriamente, alvejados para o0s mesmos.

Embora os anticorpos monoclonais humanos sejam
preferidos, outros anticorpos que podem ser empregados nas
moléculas biespecificas da invencéo sdo anticorpos
monoclonais de murino, gquiméricos e humanizados. |

As moléculas biespecificas da presente invencdo
podem ser preparadas por conjugagdo das especificidades de
ligagdo de constituinte, por exemplo, as especificidades de
ligagdo anti-FcR e anti-PD-1, usando os métodos conhecidos
na técnica. Por exemplo, cada especificidade de ligacdo de
molécula biespecifica pode ser gerada separadamente e entdo
conjugada uma com a outra. Quando as especificidades de
ligagdo sao proteina ou peptideos, vArios agentes de
acoplamento ou de ligagdo cruzada podem ser usados para
conjugacgdao covalente. Exemplos de agentes.de ligacdo cruzada
incluem proteina A, carbodiimida, N-succinimidil-S-acetil-
tiocacetato (SATA), 5,5'-ditiobis (4cido 2-nitrobenzdico)
(DTNB), o-fenilenodimaleimida (oPDM), N-succinimidil-3-(2-
piridiltio)propionato (SPDP) e 4- (N-maleimidometil)
cicloexano-1-carboxilato de sulfosuccinimidila (sulfo-SMCC)
(vide, por exemplo, Karpovsky e outros (1984f J. Exp. Med.
160: 1686; Liu, MA e outros (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 82:8648). Outros métodos incluem aqueles descritos em

Paulus (1985) Behring Ins. Mitt. No. 78, 118-132; Brennan e
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outros (1985) Science 229:81-83), e Glennie e outros (1987)
J. Immunol. 139:2367-2375) . Agentes de conjugacgdo preferidos
sao SATA e sulfo-SMCC, ambos disponiveis na Pierce Chemical
Co. (Rockford, IL).

Quando as especificidades de ligacao sao
anticorpos, elas podem ser conjugadas através de ligacédo
sulfidrila das regides de articulacdo de término C das duas
cadeias pesadas. Em uma modalidade especificamente
preferida, a regido de articulacdo é modificada bara conter
um numero impar de residuos sulfidrila, preferivelmente um,
antes da conjugacao.

Alternativamente, ambas‘especificidades de ligacgéo
podem ser codificadas no mesmo vetor e expressas e montadas
na mesma célula hospedeira. Esse método é especificamente
util quando a molécula biespecifica é uma mAb x mAb, mAb x
Fab, Fab x F(ab'}), ou ligante x proteina de fusdo Fab. Uma
molécula biespecifica da invengdo pode ser-uma molécula de
cadeia simples compreendendo um anticorpo de cadeia simples
e um determinante de ligag¢do, ou uma molécula biespecifica
de cadeia simples compreendendo dois determinantes de
ligagdo. Moléculas biespecificas podem compreender pelo
menos duas moléculas de cadeia simples. Métodos para
preparar moléculas biespecificas sd3o descritos, por exémplo,
na Patente US numero 5.260.203; Patente US numero 5.455.030;
Patente US numero 4.881.175; Patente US numero 5.132.405;
Patente US numero 5.091.513; Patente US numero 5.476.786;
Patente US numero 5.013.653; Patente US numero 5.258.498; e

Patente US numero 5.482.858.



10

15

20

25

’ A 114

A" ligagao das moléculas biespecificas -aos seus
alvos especificos pode ser conformada, por exemplo, por
ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA),
radioimunoensaio (RIA), analise FACS, biocensaio (por
exemplo, inibigdo de crescimento) ou ensaio Western Blot.
Cada um desses ensaios geralmente detecta a presenca de
complexos de proteina-anticorpo de interesse especifico por
emprego de um reagente marcado (por exemplo, um anticorpo)
especifico para o complexo de interesse.r Por exemplo, os
complexos de FcR-anticorpo podem ser detectados usando por
exemplo, wum anticorpo 1ligado a enzima ou fragmenfo de
anticorpo que reconhece e se liga especificamente aos
complexos de anticorpo-FcR. Alternativamente, os complexos
podem ser detectados usando qualquer de uma Variedade de
outros imuncensaios. Por exemplo, o anticorpo pode ser
marcado radioativamente e usado em um radioimunoensaio (RIA)
(vide, por exemplo, Weintraub, B., Principles of
Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand
Assay Techniques, The Endocrine Society, margo de 1986, que
€ incorporado aqui como referéncia). O isdtopo radioativo
pode ser detectado por meios, tais como, o uso de um
contador Y ou um contador de cintilacgdo ou por
autoradiografia.

Composigdes Farmacéuticas

Em outro aspecto, a presente invencdo prové uma
composicao, por exemplo, uma composicdo farmacéutica,
contendo um ou uma combinagdo de anticorpos monoclonais, ou

porcao (des) de ligagdo ao antigeno da mesma, da presente
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invencéao, formulada em conjunto comv um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel. Tais composicdes podem incluir
um ou uma combina¢do de anticorpos (por exemplo, dois ou
mais diferentes) ou imunoconjugados ou moléculas
biespecificas da invengdo. Por exemplo, uma composicdo
farmacéutica da invencdo pode compreender uma combinacdo de
anticorpos (ou imunoconjugados ou biespecificos) que se
ligam aos diferentes epitopos no antigené alvo ou que
?ossuem atividades complementares. |

| As composic¢des farmacéuticas da invencdo podem
também ser administradas em terapia de combinaééo, isto é&,
combinada com outros agentes. Por exemplo, a terapia de
combinagdao pode incluir um anticorpo anti-DP-1 da pfesente
invengéao combinado com pelo menos um outro agente
antiinflamatdério ou imunosupressor. Exemplos de agentes
terapéuticos que podem ser usados na terapia de combinacio
sdo descritos em maiores detalhes a seqguir na secdo de usos
dos anticorpos da invencdo.

Conforme usado aqui, "veiculo farmaceuticamente
aceitavel"” inclui qualquer e todos os solventes, meios de
disperséo, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifungo, agentes isotdénicos e de retardo de absorcido e
semelhantes que 530 fisiologicamente - compativeis.
Preferivelmente, o veiculo é apropriado para administracio
intravenosa, intramuscular, subcuténea, parenteral, espinhal

ou epidérmica (por exemplo, por injecdo ou infusdo).

'Dependendo da via de administragdo, o composto ativo, isto

é, anticorpo, imunoconjugado ou molécula biespecifica pode
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ser revestido em um material para prdteger o anticorpo da
agcdao dos 4acidos e outras condicdes naturais que possam
inativar o composto.

Os compostos farmacéuticos da invencdo podem
incluir um ou mais sais farmaceuticamente aceitdveis. Um
"sal farmaceuticamente aceitdvel" se refere ao sal que
mantém a atividade bioldgica desejada do composto de origem
e ndo fornece qualquer efeito toxicolégico indesejado (vide,
por exemplo, Berge, S.M. e 6utros (1977) J. Pharm. Sci.
66:1-19) . Exemplos de tais sais incluem sais de adigdo de
dcido e sais de adicdo de base. Sais dé adicdo de acido
incluem aqueles derivados de Adcidos inorgédnicos ndao téxicos,
tais como, cloridrico, nitrico, fosférico; sulfirico,
bromidrico, iodridico, fésforo e semelhantes, bem como de
acidos orgdnicos ndo téxicos, tais como, Aacidos alifaticos
mono e dicarboxilicos, A&cidos alcandicos substituidos com
fenila, &cidos alcandéicos hidréxi, acidos aromdticos, &acidos
sulfdnicos alifaticos e aromaticos e semelhantes. Sais de
adicdo de base incluem aqueles derivados de metais alcalino
terrosos, tais como, sdédio, potassio, magnésio, calcio e
semelhantes, bem como de aminas orgdnicas ndo tdxicas, tais
como, N,N'-dibenziletilenodiamina, N-metilglucamina,
cloroprocaina, colina, dietanoiamina, etilenodimina,
procaina e semelhantes.

Uma composi¢cdo farmacéutica -da invencdo pode
também incluir um antioxidante farmaceuticamente aceitéavel.
Exemplos de antioxidantes farmaceuticamente aceitéaveis

incluem: 1) antioxidantes solUveis em &gua, tais como, acido
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ascbdrbico, cloridrato de cistéina, bissulfato de sédio,
metabissulfito de sdédio, sulfito de sbédio e semelhantes; 2)
antioxidantes soluveis em 6leo, tais como, palmitato de
ascorbila, hidroxianisol butilado (BHA) , hidroxitolueno
butilado (BHT), lecitina, galato de propil, alfa-tocoferol e
semelhantes; e 3) agentes quelantes de metal, tais como,
acido «citrico, &cido etilenodiamina tetraacético (EDTA),
sorbitol, Acido tartéarico, &acido fosfdédrico e semelhantes.

Exemplos de veiculos aquosos e ndo aquosos
apropriados gque podem ser empregados nas composicdes
farmacéuticas da invencéo incluem agua, etanol, polidis
(tais como, glicerol, propileno glicol, polietileno glicol e
semelhantes) e misturas dos mesmos, éieos vegetais, tais
como, Oleo de oliva e ésteres orgdnicos injetéveis, tais
como, oleato de etila. A fluidez apropriada pode ser
mantida, por exemplo, por uso de materiais de revéstimento,
tais como, lecitina, pela manutencdo do tamanho de particula
desejado no caso de dispersdes, e por uso de agentes
tensoativos.

Essas composi¢des podem conter também adjuvantes,
tais como, preservantes, agentes umectantes, agentes
emulsionantes e agentes dispersantes. A prevencdo da
presencga de microorganismos.pode ser garantida por ambos os
procedimentos de esterilizacdo acima e pela inclusdo de
varios agentes antibacterianos e antifungos, por exemplo,
parabeno, clorobutanol, A&cido fenol sdérbico e semelhantes.
Pode ser também desejdvel incluir agentes isotdnicos, tais

como, aclucares, cloreto de sédio e semelhante nas
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composigdes. Além disso,. a absorcdo prolongada da forma
farmacéutica injetdvel pode ser obtida por inclusdo de
agentes que possam retardar a absorc¢do, tais como,
monoestearato de aluminio e gelatina.

Veiculos farmaceuticamente aceitaveis incluem
solugdes aquosas estéreis ou dispersdes de pds estéreis para
a preparacao extemporadnea de solucgdes injetdveis estéreis ou
disperso. O uso de tais meios e agentes para as substédncias
farmaceuticamente .ativas é conhecido na arte. Exceto, a
medida que qualquer meio convencional ou agente seja
compativel com o composto. ativo, o wuso do mesmo nas
composigdes farmacéuticas. da invengdo é contemplado.
Compostos ativos suplementares podem ser também incorporados
as composicdes.

Os compostos terapéuticos tipicamente devem ser
estéreis e estiveis sob as condigdes de fabricacdo e
armazenamento. A composicdo pode ser formulada como uma
solucdo, microemulsdo, lipossoma ou outra estrutura ordenada
apropriada para concentragdao alta de medicamento. O veiculo
pode ser um solvente ou meio de dispersdo contendo, por
exemplo, &gua, etanol, poliol (por exemplo, glicerol,
propileno glicol e polietileno glicol liquido e semelhantes)
e misturas apropriadas dos mesmos. A fluidez apropriada pode
ser mantida, por exemplo, por uso de um revestimento, tal
como, lecitina, pela manutencdo do tamanho de particula
necessario no caso da dispersdo e por emprego de agentes
tenscativos. Em muitos casos, sera preferivel incluir

agentes isotdnicos, por exemplo, agucares, polidlcoois tais
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como, manitol, sorbitol ou cloreto de sdédio na composig&o. A
absorcado prolongada das composig¢des injetaveis pode ser
obtida por inclusdo na composig¢do de um agente que retarde a
absorgcdo, por exemplo, sais de monoestearato e gelatina.

Solugbes injetéaveis estéreis podem ser preparadas
por incorporagdo do composto ativo na quantidade necessaria
em um solvente apropriado com um ou uma combinacdo de
ingredientes enumerados acima, conforme necessdrio, seguido
por microfiltragéo por esterilizagdo. De modo geral, as
dispersdes sdo preparadas por incorporacdo do composto ativo
em um veiculo estérii que contenha um meio de disperséo
basico e os outros ingredientes necessdrios daqueles
enumerados acima. No caso dos pdés estéreis para preparacdo
de solugdes injetaveis estéreis, os métodos preferidos de
preparacdo sao secagem a vacuo e liofilizacdo que rendem um
pdé de ingrediente ativo mais qualquer ingrediente desejado
adicional de wuma solucdo filtrada estéril anterior dos
mesmos.

A quantidade de ingrediente ativo que pode ser
combinada com um material veiculo pra produzir uma forma de
dosagem simples variard, dependendo do individuo sendo
tratado e do modo especifico de administracdo. A quantidade
de ingrediente ativo que pode ser combinada com um material
veiculo ©para produzig uma forma de dosagem simples
geralmente sera aquela quantidade de composicdo que produz
um efeito terapéutico. De modo geral, fora dos 100%, essa
quantidade variard de cerca de 0,01% a cerca de 99% do

ingrediente ativo, preferivelmente de cerca de 0,1% a cerca
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de 70%, mais-preferivelmente de cerca de 1% a cerca de 30%
do ingrediente ativo em combinagdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel.

Os regimes de dosagem sao ajustados para prover
resposta 6tima desejada (por exemplo, uma resposta
terapéutica). Por exemplo, um bolo simples pode ser
administrado, varias doses divididas podem ser administradas
com o tempo ou a dose pode ser proporcionalmente reduzida ou
aumentada conforme indicado pelas exigéncias da situacao
terap@utica. E especialmente vantajoso formular composicgdes
parenterais na forma de dosagem unitdria para facilitar a
administrac¢do e uniformidade da dosagem. A forma de dosagem
unitaria aqui se refere as unidades fisicamente separadas
apropriadas como dosagens unitarias para os individuos a
serem tratados; cada unidade <contendo uma quantidade
predeterminada de composto ativo, calculada para produzir o
efeito terapéutico desejado em associacdo com o veiculo
farmacéutico necessario. A especificacdo para as formas de
dosagem wunitarias da invengcdo ¢é ditada por e depende
diretamente de a) caracteristicas Unicas do composto ativo e
efeito terapéutico especifico a ser obtido, e b) as
limitagdes 1inerentes na técnica de compostagem de tal
composto. ativo para o tratamento de sensibilidade em
individuos.

Para -administragcdo do anticorpo, a dosagem varia
de cerca de 0,0001 a 100 mg/kg, e mais geralmente de 0,01 a
5 mg/kg d peso do corpo do hospedeiro. Por exemplo, as

dosagens podem ser de 0,3 mg/kg de peso corpdéreo, 1 mg/kg de
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peso cdrpéreo, 3 mg/kg de peso corpdreo, 5 mg/kg de peso
corpéreo ou 10 mg/kg de peso corpdreo ou dentro da faixa de
1-10 mg/kg. " Um regime de tratamento exemplar emprega
administracdo uma vez por semana, uma vez a cada duas
semanas, uma vez a cada trés semanas, uma vez a cada quatro
semanas, uma vez ao més, uma vez a cada trés meses ou uma
vez a cada trés a seis meses. Regimes de dosagem preferidos
para um anticorpo anti-PD-1 da invencdo incluem 1 mg/kg de
peso corpdéreo ou 3 mg/kg de peso corpdreo através de
administragéo intravenosa, com o anticorpo sendo fornecido
usando umé das seguintes programa¢des de dosagem: i) a cada
quatro semanas para sels dosagens, entdo a cada trés meses,
ii) a cada tréé semanas; 1ii) 3 mg/kg de peso corpdreo uma
vez seguido por 1 mg/kg de peso corpdédreo a cada trés
semanas.

Em alguns métodos, dois ou mais anticorpos
monoclonais com especificidades de ligacdo diferentes sé&o
administrados simultaneamente, em cada caso, a dosagem de
cada anticorpo administrado cai pra as faixas indicadas. O
anticorpo € geralmente administrado em multiplas ocasides.
Os intervalos entre dosagens simples podem ser, por exemplo,
semanalmente, mensalmente, a cada trés meses ou anualmente.
Os ihtervalos podem também ser irregulares conforme indicado
pela medigcdo dos niveis sanguineos do anticorpo no antigeno
alvo no paciente. Em alguns métodos, a dosagem é ajustada
para obter uma concentracao de énticorpo no plasma de cerca
de 1-1.000 pg/mL e em alguns métodos, cerca de 25-300 nug/mL.

Alternativamente, o) anticorpo pode ser
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administrado como uma formulagdo de liberacdo prolongada, na
qual administrac¢d3o menos freqlente é necessadria. A dosagem e
freqiiéncia variardo dependendo da meia vida util do
anticorpo no paciente. Em geral, anticorpos humanos mostram
a meia vida atil mais longa, seguido por anticorpos
humanizados, anticorpos quiméricos e anticorpos ndo humanos.
A dosagem e freqgléncia de administracdo podem variar,
dependendo se o tratamento for profildtico ou terapéutico.
Nas aplica¢des profildticas, uma dosagem relativamente baixa
¢ administrada em intervalos relativamente ndo fregilientes
por.um periodo de tempo longo. Alguns pacientes continuam a
receber tratamento por toda vida. Nas aplicacgdes
terapéutiéas, uma dosagem relativamente alta em intervalos
de tempo relativamente curtos ¢é algumas vezes necesséria,
até a progressdo da doenga ser reduzida ou terminada, e
preferivelmente até o paciente mostrar melhora parcial ou
completa dos sintomas da doenga. Apds iSso, 0 paciente pode
receber um regime profilatico.

Niveis de dosagem real dos ingredientes ativos nas
composi¢des farmacéuticas da presente invencdo podem variar
de modo a obter uma quantidade do ingrediente ativo que seja
eficaz para obter a resposta terapéutica desejada para um
paciente especifico, composigdo e modo de administracdo, sem
ser toéxico ao paciente. O nivel de dosagem selecionado
dependera de varios fatores farmacocinéticos incluindo a
atividade das composigéeé especificas da presente invencdao
empregadas, do éster, sal ou amida das mesmas, da via de

administracdo, do tempo de administracdo, da razdo de
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excregao do composto especifico sendo empregado, a duracédo
do tratamento, outros medicamentos, composfos e/ou materiais
usados em combinacéo com as composicdes especificas
empregadas, a idade, sexo, peso, condigdo, saude geral e
histérico médico anterior do paciente sendo tratado e
fatores semelhantes bem conhecidos nas artes médicas.

Uma "dosagem terapeuticamente eficaz" de um
anticorpo anti-PD-1 da invencgdo resulta preferivelmente em
uma diminuigdo na gravidade dos sintomas da doenca, um
aumento na freqiéncia e duraééo dos periodos sem sintomas da
doenga ou a prevengdo de debilitagdo ou incapacidade devido
a afligcdo da doenga. Por exemplo, para o tratamento de
tuﬁores, uma "dosagem terapeuticamente eficaz"
preferivelmente inibe o crescimento celular ou crescimento
tumoral em pelo menos 20%, mais preferivelmente em pelo
menos cerca de 40%, mesmo mais preferivelmente em pelo menos
cerca de 60% e ainda mais preférivelmente em pelo menos
cerca de 80% em relacdo aos individuos nao tratados. A
capacidade de um composto de inibir o crescimento do tumor
pode ser avaliada em um sistema de modelo animal previsivel
da eficadcia em tumores humanos. Alternativamente, essa
propriedade de uma composicdo pode ser avaliada por exame da
capacidade do composto de inibir, tal inibicdo in vitro por
ensaios conhecidos de um versado na técnica. A quantidade
terapeuticamente eficaz de um composto terapéutico pode
diminuir o tamanho do tumor ou de outra forma melhorar os
sintomas em um individuo. Um versado na técnica comum sera

capaz de determinar tais quantidades com base em fatores,
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tais como, tamanho do individuo, gravidade dos sintomas do
individuo e composigdo especifica ou via de administracao
selecionada.

Em outro aspecto, a presente revelacdo prové um
kit farmacéutico de partes compreendendo um anticorpo anti-
PD-1 e um anticorpo anti-CTLA-4 conforme descrito aqui. O
kit pode também compreender, adicionalmente, instrucdes para
uso no tratamento de uma doenca hiperproliferativa (tal
como, cancer, conforme descrito aqui). Em outra modalidade,
0s anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4 pode ser embalados na
forma de dosagem unitéria. '

Em determinadas modalidades, dois ou mais
anticorpos monoclonais com especificidades de ligacgéo
diferentes (por exemplo, anti-PD-1 e anti-CTLA-4) sao
administrados simultaneamente, onde a dosagem de <cada
anticorpo administrado se encontra dentro das faixas
indicadés. O anticorpo pode ser administrado coho uma dose
simples ou mais comumente pode ser administrado em ocasides
miltiplas. Os intervalos entre formas de dosagem simples
podem ser, por exemplo, semanal, mensal, a cada trés meses
ou anualmente. Os intervalos podem ser também irregulares
conforme indicado -pela medigcdo dos niveis sanguineos do
anticorpo para o antigeno alvo no paciente. Em alguns
métodos, a dosagem é ajustada para obter uma concentracdo de
anticorpo no plasma de cerca de 1-1.000 pg/mL e em alguns
métodos de cerca de 25-300 pg/mL.

A composicdo da presente invencdo pode se

administrada através de uma ou mais vias de administracdo
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usando um ou mais dos varios métodos conhecidos na arte.
Conforme sera apreciado pelos versados na arte, a via e/ou
modo de administragdo variard dependendo dos resultados
desejados. Vias preferidas de administragdo para anticorpos
da invengdo incluem vias de administracdo intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, ‘subcuténea,
espinhal ou outras vias parenterais de administracdo, por
exemplo, por injec¢do ou infusdo. A frase "administracdo
parenteral” conforme usada aqui significa modos de
administracdo diferentes da administracgdo entérica e todpica,
geralmente por injeg¢do e inclui, sem limitacdo, intravenosa,
intramuscular, intra-arterial, intratecal, intracapsular,
intra-orbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal,
transtraqueal, schuténea, subcuticular, intra-articular,
subcapsular, subaraquindide, intra-espinhal, epidural e
injegéo intraesterna e infuséo.

Alternativamente, um anticorpo da invengdo pode
ser administrado através de uma via ndo parenteral, ‘tal
como, tdépica, epidérmica ou via de administracdo pelas
mucosas, por exemplo, intranasal, oral, vaginal, retal,
sublingual ou topicamente.

Os compostos ativos podem ser preparados com
velculos que protegerdo o composto contra liberacdo rapida,
tais como, formulagdo de liberacgdo controlada, incluindo
implantes, emplastros transdérmicos e sistemas de liberacao
microeﬁcapsulados. Os polimeros biodegradaveis,
biocompativeis podem ser usados, tais como, acetato de vinil

etileno, polianidridos, acido poliglicédlico, colageno,
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poliortoésteres e &cido polilactico. Muitos métodos para a
preparacao de tails formulagdes sdo patenteados ou geralmente
conhecidos dos versados na técnica. Vide, por exemplo,
Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.
R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

As composicgdes terapéuticas podem ser
administradas com dispositivos médicos conhecidos na
técnica. Por exemplo, em uma modalidade preferida, uma
composigdo terapéutica da invencdo pode ser administrada com
um dispositivo de injecdo hipodérmica, tal como os
dispositivos revelados nas Patentes US numeros 5.399.163;
5.383.851; 5.312.335; 5.064.413; 4.941.880; 4.790.824; ou
4.596.556. Exemplos de implantes bem conhecidos e médulos
uteis na presente invencdo incluem: Patente US numero
4.487.603, que revela uma bomba de microinfusdo implantéavel
para dispensa de medicamento em uma razdo controlada;
Patente US numero 4.486.194, que .revela um dispositivo
terapéutico para administragdo de medicamentos através da
pele; Patente US numero 4.447.233, que revela uma bomba de
infusdo de medicamento para distribuicdo de medicamento em
uma razdao de infusdo precisa; Patente US numero 4.447.224
que revela um aparelho de infusdo implantavel de fluxo
varidvel para distribuicdo continua de medicamento; Patenté
US numero 4.439.196, que revela um sistema de liberacdo de

medicamento osmético possuindo miltiplos compartimentos de

-cémara; e Patente US numero 4.475.196, que revela um sistema

de liberagdo osmdética de medicamento. Essas patentes sao

incorporadas aqui como referéncia. Muitos outros tais
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implantes, sistemas de liberacdo e médulos sdo conhecidos
dos versados na técnica.

Em determinadas modalidades, 0s anticorpos
monoclonais humanos da invengdo podem ser formulados para
garantir distribuicdo apropriada in vivo. Por exemplo, a
barreira hematopoiética (BBR) exclui muitos compostos
altamente hidrdéfilos. Para garantir que o0s compostos
terapéuticos da invencao atravessem a BBB (caso desejado),
eles podem ser formulados, por exemplo, em lipossomas. Para
métodos de fabricagdo dos lipossomas vide, por exemplo, as
Patentes US numeros 4.522.811; 5.374.548 e 5.399.331. Os
lipossomas podem compreender uma ou mais fragdes que sejam
seletivamente transportadas para células ou 6rgdos
especificos, assim melhorando a liberacdo alvejada do
medicamento (vide, por exemplo, V. V. Ranade (1989) J. Clin. .
Pharmacol. 29:0685). Fragdes alvo exemplares incluem
flutuacdo de biotina (vide, pér exemplo, Patente US numero
5.416.016 de Low e outros); manosideos (Umezawa_e outros,
(1988) Biochem. Biophys. Res. Commun. 153:1038); anticorpos
(P.G. Bloeman e outros (1995) FEBS Lett. 357:140; M. Owais e
outros (1995) Antimicrob. Agents Chemother. 39:180);
receptor de proteina A de agente tensoativo (Briscoe e
outros (1995) Am. J. Physiol. 1233: 134); pl20 (Schreier e
outros (1994) J. Biol. Chem. 269:9090); vide também K.
Keinanen; M.L. Laukkanen (1994) FEBS Lett. 346:123; JJ.
Killion; I.J. Fidler (1994) Immunomethods 4:273.

Usos e Métodos da Invencao

Os anticorpos, composigdes de anticorpo e métodos
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da presente invenc¢do possuem varias utilidades in vitro e 1in
vivo envolvendo, por exemplo, deteccao de PD-1 ou
melhoramento da resposta imune por bloqueio de PD-1. Em uma
concretizagao preferida, os anticorpos da presente invencao
sdo anticorpos humanos. Por exemplo, essas moléculas podem
ser administradas as células na cultura, in vitro ou ex vivo
ou aos individuos humanos, por exemplo, in vivo, para
melhorar a imunidade em varias situac¢des. Conseqiientemente,
em um aspecto, a invencdo prové um método para modificar uﬁa
resposta imune em um individuo compreendendo administracdo
ao 1individuo do anticorpo ou porgdo de ligagdo ao antigeno
do mesmo, da invencdo, tal que, a resposta imune no
individuo seja modificada. Preferivelmente, a resposta imune
é melhorada, estimulada ou supra-regulada.

Conforme wusado aqui, o termo "individuo" se
destina a incluir ser humano e animais ndo humanos. Animais
nao humanos incluem todos os vertebrados, por exemplo,
mamiferos e ndao mamiferos, tais como, primatas ndo humanos,
carneiros, cdes, gatos, vacas, cavalos, galinhas, anfibios e
répteis, embora os n@mifepos sejam preferidos, tais como,
nao primatas, carneiros, cdes, gatos, vacas e cavalos.
Individuos preferidos incluem pacientes humanos que precisam
de melhoramento de wuma resposta imune. Os métodos séo
especificamente apropriados para tratamento de pacientes
humanos possuindo um transtorno que podem ser tratados por
aumento da resposta imune mediada por célula T. Em uma
modalidade preferida, os métodos sdo especificamente

apropriados para tratamento de células cancerigenas in vivo.
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Para obter a melhora especifica de antigeno da imunidade, os
anticorpos anti-PD-1 podem ser administrados em conjunto com
um antigeno de interesse. Quando os anticorpos para PD-1 sdo
administrados em conjunto com outro agente, os dois podem
ser administrados tanto em ordem quanto simultaneamente.

A invengdo prové, adicionalmente, métodos para
detecgao da presenca de antigeno PD-1 humano em uma amostra
ou medigdo da quantidade de antigeno PD-1, compreendendo
contato d amostra e uma amostra de <controle, .com um
anticorpo monoclonal humano ou uma porgdo de ligagdo de
antigeno do mesmo, que especificamente se 1liga ao PD-1
humano, sob condi¢des que permitem a formagdo de um complexo
entre o anticorpo ou porgcdo do mesmo e PD-1 humano. A
formacdo de um complexo é entdo detectada, onde uma formacdo
complexa diferente entre a amostra em comparacdo & amostra
de controcle é indicativa da presenga do antigeno PD-1 humano
na amostra. |

Dado a ligacao especifica dos  anticorpos da
invencdo ao PD-1, em comparacdo a CD28, ICOS e CTLA-4, os
anticorpos da 1invencdo podem ser usados para detectar
especificamente a expressdo de PD-1 na superficie das
células e, além disso, pode ser usado pra purificar PD-1
através da purificagdo de imunoafinidade.

Cincer

O bloqueio de PD-1 por anticorpos pode melhorar a
resposta imune as células cancerigenas no paciente. O
ligante para PD—l, PD-1L1 ndo é expresso nas células humanas

normals, porém € abundante em uma variedade de cénceres
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humanos (Dong e outros {2002) Nat. Med. §:787—9). A
interagéo entre PD-1 e PD-L1 resulta em um aumento na
infiltracdo de linfdécitos, uma diminuigdo na proliferacdo
mediada por receptor de célula T, e evasdo imune por células
cancerigenas (Dong e outros (2003) J. Mol. Med. 81:281-7;
Blank e outros (2005) Cancer Immunol. Immunother. 54:307-
314; Konishi e outros (2004) Clin. Cancer Res. 10:5094-100).
A supressao imune pode ser revertida por inibicd3o da
interagdo local de PD-1 para PD-L1 e o eféito é aditivo
guando a interacdo de PD-1 a PD-L2 ¢é bloqueada (Iwai e
outros (2002) PNAS 99: 12293-7; Brown e outros (2003) J.
Immunol. -170:1257-66). Embora estudos anteriores tenham
mostrado que a proliferagdo de células T pode ser restaurada
por inibigdo da interacdo de PD-1 para PD-L1, ndo existem
relatos de um efeito direto no crescimento do tumor
cancerigeno in vivo por bloqueio da interacdo de PD-1/PD-L1.
Em um aspecfo, a presente invengdo se refere ao tratamento
de um individuo in vivo empregando um anticorpo anti-PD-1
tal que, o crescimento dos tumores cancerigenos é inibido.
Um anticorpo anti-PD-1 pode ser usado sozinho para inibir o
crescimento dos tumores cancerigenos. Alternativamente, um
anticorpo anti-PD-1 pode ser empregado em conjunto com
outros agentes imunogénicos, tratamentos ou. outros
anticorpos, conforme descrito a seguir.

Conseqientemente, em uma modalidade, a invencdo
prové um método para inibir o crescimento das células
tumorais em um individuo, compreendendo administracdo ao

individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
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anticorpo anti-PD-1 ou porgdo de ligacdo ao antigeno do

mesmo. Preferivelmente, o anticorpo é um anticorpo anti-PD-1

‘humano (tal como qualquer um dos anticorpos humanos anti-DP-

i humano descritos aqui). Adicional ou alternativamente, o
anticorpo pode ser um anticorpo anti-PD-1 quimérico ou
humanizado.

Cénceres preferidos cujo crescimento pode ser
inibido wusando anticorpos da invencdo incluem cénceres
tipicamente sensiveis a imunoterapia. Exemplos nao
limitantes de cénceres preferidos pra tratamento incluem
melanoma (por exemplo, melanoma maligno metastéticb), cancer
renal (por exemplo, carcinoma de célula limpida), cancer de
préstata (por exemplo, adenocarcinoma de préstata refratério

hormonal), cé&ncer de mama, cancer de cdélon e cancer de

pulmédo (por exemplo, cancer de pulmdo de célula néo
pequena). Adicionalmente, a invengdo inclui malignidades
refratarias ou recorrentes, cujo crescimento pode ser

inibido usando os anticorpos da invencdo.

Exemplos de outros cénceres que podem ser tratados
usando os métodos da invencdo incluem cancer 6sseo, cancer
pancreatico, cancer de pele, cancer de cabeca ou pescoco,
melanoma maligno cutdneo ou intra-ocular, céncer uterino,
cancer ovariano, cancer retal, cdncer da regiéo anal, céncer
do estdmago, cancer dos: testiculos, cancer uterino,
carcinoma das trompas falopianas, carcinoma do endométrio,
carcinoma do cérvice, carcinoma da vagina, carcinoma da
vulva, doenca de Hodgkin, linfoma ndo de Hodgkin, cancer do

esdfago, cancer do intestino delgado, cancer do sistema
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endd6crino, cancer da glandula tireéide,-céncer da gléndula
paratiredide, cancer da gléndula adrenal, sarcoma do tecido
mole, cancer da uretra, cadncer do pénis, leucemias crénica
ou aguda incluindo leucemia mieldide aguda, leucemia
mieldéide crdénica, leucemia linfobléastica aguda, leucemia
linfocitica crénica, tumores sdélidos da infancia, linfoma
linfocitico, céancer da bexiga, cdncer dos rins ou uretra,
carcinoma da pélvis renal, neoplasma do sistema nervoso
central (CNS), linfoma primdrio do CNS,  angiogénese do
tumor, tumor do eixo da espinha, glioma do tronco
encefdlico, adenoma da pituitéaria, sarcoma dé Kaposi, céancer
epidermbéide, cancer da célula escamosa, linfoma da célula T,
canceres - induzidos ambientalmente incluindb agueles
induzidos por asbestos e combinac¢cdes dos canceres. A
presente 1invenc¢do também é Util para o tratamento de
cadnceres metastaticos, especialmente canceres metastaticos
que expressam PD-L1 (Iwai e outros (2005) Int. Immunol.
17:133-144).

Opcionalmente, os anticorpos para PD-L1 podem ser
combinadas com um agente imunogénico, tal como, células
cancerigenas, antigenos de tumor purificados (incluindo
proteinas recombinantes, peptideos, e moléculas de
carboidratos); células e células trénsfectadas cCom genes
codificando estimulagcdo imune das citocinas (He e outros
(2004) J. Immunol. 173:4919-28). Exemplos ndo limitantes de
vacinas tumorais que podem ser usadas incluem peptideos de
antigenos de melanoma, tais como, peptideos de gpl00,

antigenos de MAGE, Trp-2, MART1l e/ou tirosinase ou células
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tumorais transfectadas para expréssar a citocina GM-CSF
(discutida em mais detalhes a seguir).

Nos seres humanos, alguns tumores mostraram ser
imunogénicos, tais como, melanomas. Foi antecipado que, por
elevacdo do limite de ativagdo da célula T por blogueio de
PD-1, ndés podemos esperar a ativacdo das respostas de tumor
no hospedeiro.

O bloqueio de PD-1 ¢é provavelmente mais eficaz
quando combinado com um protocolo de vacinacdo. Muitas
estratégias experimentais para vacinacdo contra tumores
foram previstas (vide, Rosenberg, S.? 2000, Development of
Cancer Vaccines, ASCO Educational Book Spring: 60-62;
Logothetis, C., 2000, ASCO Educational Book Spring: 300-302;
Khayat, D. 2000, ASCO Educational Book Spring: 414-428;
Foon, K. 2000, ASCO Educational Book Spring: 730-738; vide
também Restifo, N. e Sznol, M., Cancer Vaccines, Ch. 61, pp.
3023-3043 em DeVita, V. e outros (eds.), 1997, Cancer:
Principles and Practice of Oncology. Quinta Edicdo). Em uma
dessas estratégias, uma vacina ¢é prepara usando células
tumorais autdlogas ou alogénicas. Essas vacinas celulares
mostraram ser mais eficazes quando as células tumorais s&o
transduzidas para expressar GM-CSF. GM-CSF mostrou ser um
ativador potenté da apresentagéb de antigeno pra vacinagéo
de tumor (Dranoff e outros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90: 3539;43).

O estudo da expressdo génica e padrdo de expresséd
génica em ampla escéia nos varios tumores levou a definicéo

dos assim denominados antigenos especificos de tumor
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(Resenberg, SA (1999) Immunity 10:281-7). Em muitos casos,
esses antigenos especificos de tumor sdo antigenos de
diferenciacdo expressos nos tumores e na célula da qual o
tumor surgem, por exemplo, antigenos de melandécito gpl00,
antigenos de MAGE e Trp-2. De modo mais importante, muitos
desses antigenos podem'ser mostrados como sendo os alvos das
células T especificas para tumor. O bloqueio de PD-1 pode
ser wusado em conjunto com uma colegcdo de proteinas
recombinantes e/ou peptideos expressos em um tumor, a fim de
gerar uma resposta 1imune ©para essas proteinas. Essas
proteinas sdo normalmente vistas pelo sistema imune como
antigenos préprios e sdo, portanto, tolerantes aos mesmos. O
antigeno tumoral pode também incluir a proteina telomerase,
que € necessaria para a sintese de teldémeros de cromossomas
e que € expressa e malis de 85% dos canceres humanos e em
apenas um numero limitado de tecidos somaticos (Kim N. e
outros, (1994) Science 266:2011-2013). (Esses tecidos
somaticos podem ser protegidos do ataque imune por varios
meios). O antigeno tumoral pode também constituir "neo-
antigenos" expressos nas células cancerigenas em razdo das
mutacdes somaticas que alteram a seqiiéncia da proteina ou
criam proteinas de fusdo entre duas seqiiéncias ndao
correlatas (isto é&, bcr—ébl no cromossoma Philadelphia) ou
idiotipo dos tumores de célula B.

Outras vacinas de tumor podem incluir as proteinas
de virus implicadas nos cdnceres humanos tais como, Papiloma
Virus Humano (HPV), Virus da Hepatite (HBV e HCV) e Herpes

Virus Sarcoma de Kaposi (KHSV). Outra forma de antigeno
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especifico de tumor Que pode ser wusada em conjunto com
blogqueio de PD-1 sdo as proteinas de choque térmico
purificadas (HSP) isoladas do tecido tumoral propriamente.
Essas proteinas de choque térmico contém fragmentos de
proteinas das células tumorais e essas HSPs s3o altamente
eficientes na liberacdo as células apresentando antigeno
para promogdo de imunidade de tumor (Suot, R & Srivastava, P
(1995) Science 269:1585-1588; Tamura, Y. e outros (1997)
Science 278: 117—120).

Células dendriticas (DC) s&o células apresentando
antigeno ©potentes que .podem ser usadas para iniciar
respostas especificas de antigeno. As DCs podem ser
produzidas ex vivo e carregédas com varios antigenos de
proteina e peptideo, bem como extratos de célula tumoral
(Nestle, F. e outros (1998) Nature Medicine 4: 328-332). As
DCs podem também ser transduzidas por meios genéticos para
expressar esses antigenos tumorais. As DCs foram também
diretamente fundidas as células tumorais com o fim de
imunizagd&o (Kugler, A. e outros (2000) Nature Medicine
6:332-336) . Como um método de vacinagdo, a imunizacgdo com DC
pode se eficazmente combinada com bloqueio de PD-1 para
ativar respostas anti-tumor mais potentes.

0 bloqueib de PD-1 pode também ser combinado com
tratamentos padrdo para o cancer. O bloqueio de PD-1 pode
ser eficazmente combinado com regimes quimioterapéuticos.
Nesses casos, pode ser possivel reduzir a dosé do reagente
quimioterapéutico administrado (Mokyr, M. e outros, (1998)

Cancer Research 58:5301-5304). Um exemplo de tal combinacgéo
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é um anticorpo énti—PD—l em combinagcdo com decarbazina para
o tratamento do melanoma. Outro exemplo de tal combinacdo é
um anticorpo anti-PD-1 em combinacdoc com interleucina-2 (IL-
2) para o tratamento de melanoma. A racionalizacéo
especifica por tréas do uso combinado de bloqueio de PD-1 e
quimioterapia ¢é que a morte da célula, que ¢é uma
conseqliéncia da agdo citotéxica da maioria dos compostos
quimioterapéuticos, resultaria em nivels aumentados de
antigené tumoral na via de apresentacdo do antigeno. OQOutras
terapias de combinag¢do que podem resultar em sinergia com o
blogqueio de PD-1 Aatravés da morte celular sdo radiacgdao,
cirurgia e auséncia hormonal. Cada um desses protocolos cria
uma fonte de antigeno tumoral no hospedeiro. Os inibidores
de angiogénese podem também ser combinados com bloqueio de
PD-1. A 1inibigdo da angiogénese leva a morte da célula
tumoral que pode alimentar o antigeno tumoral nas vias de
apresentagdo do antigeno hospedeiro.

Os anticorpos de bloqueio de PD-1 podem também ser
usados em combinagdo com anticorpos biespecificos que
alvejam as células efetoras expressando receptor Fc-alfa ou
Fc-gama para células tumorais (vide, por exemplo, Patentes
US numeros 5.922.845 e 5.837.243). Anticorpos biespecificos
podem ser usédos‘para alvejar dois antigenos separados. Por
exemplo, anticorpos biespecificos de receptor anti-
Fc/antigeno antitumoral (por exemplo, Her-2/neu), foram
usados para alvejar macréfagos para sitios de tumor. Esse
alvejamento pode ativar mais eficazmente as respostas

especificas de tumor. A ramificacdo da célula T dessas
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respostasvpoderia ser aumentada por emprego do bloqueio de
PD-1. Alternativamente, 0 antigeno pode ser liberado
diretamente para as DCs por emprego de anticorpos
biespecificos que se ligam ao antigeno tumoral e um marcador
de superficie de célula especifico de célula dendritica.

Os tumores escapam da fiscalizacdo imune do
hospedeiro por uma variedade de mecanismos. Muitos desses
mecanismos podem ser superados pela inativacdo das proteinas
qﬁe sdo expressas pelos tumores e que sdo imunosupressivas.
Essas incluem, entre outras, TGF-beta (Kehrl, J. e outros
(1986) J. Ekp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard, M. &
O'Garra, A. (1992) Immunology Today 13: 198-200), e ligante
Fas (Hahne, M. e butros (1996) Science 274: 1363- 1365). Os
anticorpos para cada uma dessas entidades podem ser
empregados em combinagdo com anti-PD-1 para combater os
efeitos do agente imunossupressivo e favorecer respostas
imunes do tumor geradas pelo hospedeiro.

Outros anticorpos que podem ser usados para ativar
a resposta imune do hospedeiro podem ser empregados em
combinacdo com anti-PD-1. Esses incluem moléculas na
superficie das células dendriticas que ativam a funcdo DC e
apresentacdo do antigeno. Anticorpos anti-CD40 podem ser
substituidos eficazmente por atividade da célula T auxiliar
(Ridge, J. e outros (1998) Nature 393: 474-478) e podem ser
usados em conjunto com anticorpos PD-1 (Ito, N. e outros
{(2000) Immunobiology 201 (5) | 527-40) . Ativacéao dos

anticorpos para moléculas co-estimuladoras de célula T, tais

como CTLA-4A (por exemplo, Patente US numero 5.811.097), OX-
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40 (Weinberg, A. e ocutros (2000) Immunol 164: 2160-2169), 4-
IBB (Melero, I e outros (1997) Nature Medicine 3: 682-685
(1997), e ICOS (Hutloff, A. e outros (1999) Nature 397: 262-
266) podem ser providos para niveis aumentados de ativacao
de célula T.

O transplante de medula &éssea estd sendo usado
correntemente para tratar varios tumores de origem
hematopoiética. Embora a doenca de enxerto versus hospedeiro
seja uma conseqliéncia desse tratamento, o beneficio
terapéutico pode ser obtido de respostas de enxerto versus
tumor.'O bloqueic de PD-1 pode ser empregado para aumentar a
eficacia das células T especificas de tumor enxertadas no
doador. |

Existem também varios protocolos de tratamento
experimental gque envolvem ativacdo ex vivo e expansdo das
células T especificas de antigeno e transferéncia adotiva
dessas células para os receptores em ordem para células T
especificas de antigenos contra tumor (Greenberg, R. &

Riddell, S. (1999) Science 285: 546-51). Esses métodos podem

. também ser empregados para ativar as respostas da célula T

aos agentes infecciosos, tais como, CMV. A ativacdo ex vivo
na presenca de anticorpos anti-PD-1 pode aumentar a
freqiéncia e atividade das <células T transferidas por
adocao.

Doencas Infecciosas

Outros métodos da invencdo sdo empregados para
tratar os pacientes que foram expostos as toxinas ou agentes

patogénicos especificos. Conseqlientemente, outro aspecto da
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invencdo prové um método para tratamento de uma doenca
infecciosa em um individuo compreendendo administracdo ao
individuo de um anticorpo anti-PD-1 ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, tal que, o individuo é tratado da doenca
infecciosa. Preferivelmente, o© anticorpo é um anticorpo
anti-humano PD-1 humano (tal como, quaisquer anticorpos
anti-PD-1 humanos descritos aqui) . Adicional ou
alternativamente, 0 anticorpo pode ser um anticorpo
quimérico ou humanizado.

De modo semelhante a sua aplicagdo aos tumores

conforme revelado acima, o blogqueio de PD-1 mediado por

anticorpo pode ser usado sozinho ou como um coadjuvante, em
combinagéo com vacinas, para estimular a resposta imune aos
agentes patogénicos, toxinas e antigenos propriamente.
Exemplos de agentes patogénicos para os quais essa abordagem
terapéutica podé ser especificamente Util incluem agentes
patogénicos para os quais ndo existe correntemente, qualquér
vacina eficaz ou agentes patogénicos para os quais as
vacinas convencionails sdo menos que completamente eficazes.
Esses incluem, porém naoc estdo limitados ao HIV, Hepatite
(A, B & C), Influenza, Herpes, Giardia, Maléaria, Leishmania,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas Aeruginosa. O bloqueio de
PD-1 é especificamente Util contra infec¢des estabelecidas

por agentes, tais como, HIV que apresentam antigenos

~alterados no curso das infecgdes. Esses novos epitopos sdo

reconhecidos como estranhos quando da administracdo de PD-1
anti-humano, provocando assim uma resposta de célula T forte

que ndo é amortecida por sinais negativos através de PD-1.
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Alguns exemplos de virus patogénicos que causam
infecgdes trataveis por métodos da invencdo incluem HIV,
hepatite (A, B ou C), herpes virus (por exemplo, VZV, HSV-1,
HAV-6, HSV-II e CMV, virus Epstein Barr), adenovirus, virus
influenza, flavivirus, ecovirus, rinovirus, virus Coxsackie,
cornovirus, virus respiratério cincitial, virus da cachumba,
rotavirus, virus do sarampo, virus da rubéola, parvovirus,
virus da vacinia, virus HTLV, virus da dengue, papiloma
virus, virus de molusco, virus da pdélio, virus da raiva,
virus JC e virus arborial encefalite.

Alguns exemplos de bactérias patogénicas que
causam infecgdes tratdveis por métodos da invencdo incluem
clamidia, bactéria rickettsial, micobactéria, staphylococci,
streptococci, pneumococci, meningococci e cornococci,
klebsiella, proteus, serratia, pseudomonas, legionela,
difteria, salmonela, bacilos, cbélera, tétano, botulismo,
antrax, plague, leptospirose e bactériavda doenca de Lymes.

Alguns exemplos de fungos patogénicos - que causam
infecgbes trataveis pelos métodos da invencdo incluem
Candida (albicans, krusei, glabrata, tropicalis, etc.),
Cryptococcus neoformans, Aspergillus (fumigatos, niger,
etc.), Género Mucorales (mucor, absidia, rhizophus),
Sporothrix schenkii, Blastomyces dermatitidis,
Paracoccidioides brasiliensis, Coccidioides immitis e
Histoplasma capsulatum.

Alguns exemplos de ©parasitas patogénicos que
causam infecgdes tratdveis por métodos da invencdo incluem

Entamoeba histolytica, Balantidium coli, Naegleriafowleri,
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Acanthamoeba sp., Giardia lambia, Cryptosporidium sp.,
Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax, Babesia microti,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzy, Leishmania donovani,
Toxoplasma gondi, e Nippostrongylys brasiliensis.

Em todos os métodos acima, o bloqueio de PD-1
pode ser combinado com outras formas de imunoterapia, tais
como, tratamento com citocina (por exemplo, interferons, GM-
CSF, G-CSF, IL-1) ou terapia de anticorpo biespecifica, que
prové apresenta¢do melhorada dos antigenos tumorais (vide,
por exemplo, Holliger (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
90:0444-6448; Poljak (1994) Structure 2:1121-1123).

Rea¢dbes Autoimunes

Anticorpos anti-PD-1 podem provocar e ampliar as
respostas imunes. Na realidade, a inducdo das respostas
antitumor usando célula tumoral e vacinas de peptideo revela
qué muitas respostas antitumor envolvem anti-reatividades
préprias (despigmentacdo observada em anti—CTLA—4 + melanoma
Bl16 modificado com GM-CSF em van Elisas e outros supra;
despigmentacdo em camundongos vacinados com Trp2 (Overwijk,
W. e outros (1999) Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 96: 2982-

2987); prostatite autoimune evocada por vacinas de célula de

tumor TRAMP (Hurwitz, A. (2000) supra), vacinacdo com

“antigeno de peptideo de melanoma e vitiligo observada em

experimentos clinicos humanos (Rosenberg, SA e White, DE

(1996) J. Immunother Emphasis Tumor Immunol 19(1): 81-4).
Portanto, ¢ ©possivel considerar o emprego de

bloqueio anti-PD-1 em conjunto com varias proteinas préprias

a fim de projetar protocolos de vacinagdo para gerar
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respostas imune eficientes contra essas proteinas préprias
para tratamento de doenca. Por exemplo, a doenca de
Alzheimer envolve acumulo inapropriado de peptideo AR nos
depbdésitos amildides no cérebro; respostas de anticorpo
contra amildéide sdo capazes de limpar esses depdsitos de
amildéide (Schenk e outros, (1999) Nature 400: 173-177).
Outras proteinas préprias podem também ser usadas
como alvos, tais como, IgE para o tratamento da alergia e da
asma, e TNFoa para artrite reumatdide. Finalmente, as
respostas de anticorpo para varios horménios podem ser
induzidas pelo uso de anticorpo anti-DP-1. A neutralizacdo
das respostas de anticorpo aos horménios de reproducdo pode
ser usada para contracepg¢do. A neutralizacgdo da resposta do
anticorpo aos hormbénios e outros fatores soldveis que s&o
necessarios pra o crescimento de tumores especificos podem
também ser considerados como alvos de vacinagdo possiveis.
Métodos andlogos conforme deséritos aquli para uso
de anticorpo anti-PD-1 podem ser usados para indugdo de
respostas autoimunes terapéuticas para tratar pacientes
possuindo um acimulo inapropriado de outros antigenos
préprios, tais como depdsitos de amildide, incluindo AR na

doenca de Alzheimer, citocinas, tails como, TNFa e IgE.

Vacinas

Anticorpos anti-PD-1 podem  ser usados para
estimular respostas imunes especificas para antigeno por co-
administracdo de um anticorpo anti-PD-1 com um antigeno de

interesse (por exemplo, uma vacina). Conseqilientemente, em
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outro aspecto, a invengdo prové um método para melhorar a
resposta imune a um antigeno em um individuo, compreendendo
administragcdo ao 1individuo de: i) o antigeno, e ii) um
anticorpo anti-PD-1 ou porgao de ligacdo ao antigeno, tal
que, uma resposta imune ao antigeno no individuo é
melhorada. Preferivelmente, o anticorpo € um anticorpo anti-
humano PD-1 humano (tal como qualquer um dos anticorpos
anti-PD-1 humanos descritos aqui) . Adicional ou
alternativamente, o) anticorpo pode ser um anticorpo
quimérico ou humanizado. O antigeno pode ser, por exemplo,
um antigeno tumoral, um antigeno viral, um antigeno
bacteriano ou um antigeno de um agente patogénico. Exemplos
nao limitantes de tais antigenos incluem aqueles discutidos
nas seg¢des acima, tais como, antigenos tumorails (ou vacinas
para tumor) discutidos acima ou antigenos de virus,

bactérias ou outros agentes patogénicos descritos acima.

As vias apropriadas de administracéo das
composicdes de anticorpo (por exemplo, anticorpos
monoclonais humanos, moléculas multiespecificas e

biespecificas e imunoconjugados) da invencgdo in vivo e 1in
vitro sao bem conhecidos na arte e podem ser selecionados
pelos versados na técnica. Por exemplo, as composicdes de
anticorpo podem ser administradas por injecdo (por exemplo,
intravenosa ou subcutanea) . Dosagens apropriadas das
moléculas usadas dependerdo da idade e peso do individuo e
da concentracgdo e/ou formulagdo da composigdo de anticorpo.
Conforme descrito aqui anteriormente, 0s

anticorpos asnti-PD-1 humanos da invencdo podem ser
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administrados com um ou mais outros agentes terapéuticos,
por exemplo, um agente citotdxico, um agente radiotdxico ou
um agente imunosupressivo. O anticorpo pode ser ligado ao
agente (como um imunocomplexo) ou pode ser administrado
separado do agente. No ultimo caso (administracdo separada),
o anticorpo pode ser administrado antes, apds ou
concorrentemente com © agente ou pode ser co-administrado
com outras terapias conhecidas, por exemplo, uma terapia
anticéncer, por exemplo, radiagdo. Tais agentes terapéuticos
incluem, entre outros, agentes antineoplésticos, tais como,
doxorubicina (adriamicina), sulfato de cisplatina
bleomicina, carmustina, clorambucila, descarbazina e hidroéxi
uréia ciclofosfamida, que propriamente, sdo apenas eficazes
em niveis que sdoc tdxicos ou subtdxicos a um paciente.
Cisplatina é administrada intravenosamente como 100 mg/dose
a cada quatro semanas e a adriamicina ¢é administrada
intravenosamente como uma dose de 60-75 mg/mL uma vez a cada
21 dias. A coadministragdo dos anticorpos anti-PD-1 humanos
ou fragmentos de ligagdo ao antigeno dos mesmos, da presente
invengao com agentes quimioterapéuticos prové dois agentes
anticdncer que operam com diferentes mecanismos que resultam
em um efeito citotdxico as células tumorais humanas. Tal
coadministracéao pode solucionar problemas devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos ou uma
alteracdo na antigenicidade das células tumorais o que
tornaria as mesmas ndo reativas com o0 anticorpo.

Também dentro do escopo da presente invencdo se

encontram os kits compreendendo as composigdes de anticorpo
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da invencgdo (por exemplo, anticorpos humanos, moléculas
biespecificas ou multiespecificas ou imunoconjugados) e
instrugcdes de uso. O kit pode conter adicionalmente pelo
menos um reagente adicional ou um ou mais anticorpos humanos
adicionais da inveng¢do (por exemplo, um anticorpo humano
possuindo uma atividade complementar que se liga a um
epitopo no antigeno PD-1 distinto do primeiro anticorpo
humano) . Os kits incluem tipicamente um marcador indicando o
uso pretendido do conteddo do kit. O termo marcador inclui
qualquer matéria escrita ou gravada fornecida no ou com o
kit ou que de outra forma acompanhe o kit.

Terapia de Combinagéo

A presente invengdo se baseia, em parte, nos dados
experimentais que se seguem. Modelos de tumor em camundongo
{cdncexr de cbélon MC38 e fibrosarcoma SA1/N) foram usados
para examinar o efeito in vivo de tratamento de um tumor por
combinagdao dos anticorpos terapéuticos imunoestimuladores -
anti-CTLA-4 e anti-PD-1. A combinacdo imunoterapéutica foi
provida tanto simultaneamente com o implante das células
tumorais (Exemplos 14 e 17) quanto apds as células tumorais
serem implantadas por um tempo suficiente para se tornaram
um tumor estabelecido (Exemplos 15, 16 e 18). Independente
do tempo de tratamento do anticorpo, foi verificado que_d
tratamento com o anticorpo anti-CTLA-4 sozinho e tratamento
com anticorpo anti-PD-1 sozinho (anticorpo quimérico no qual
um PD-1 anti-camundongo de rato foi modificado com uma
regido Fc de imunoglobulina de camundongo, vide Exemplo 1)

teve um efeito modesto na reducdo do crescimento do tumor no
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modelo de tumor MC38 (vide, por exemplo, figuras 21, 24 e
27). O anticorpo anti-CTLA-4 sozinho foi muito eficaz no
modelo de tumor SAl/N (vide figura 30D), o que precisou uma
dose de anticorpo anti-CTLA-4 inferior para estudos de
combinacdo nesse modelo. Nao obstante, o tratamento de
combinag¢do do anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo anti-DP-1
mostrou um efeito significativamente maior e inesperado na
reducdo do crescimento do tumor em comparacdo ao tratamento
com o anticorpo sozinho (vide, por exemplo, Figuras 21D,
24D, 30F e 33H-J). Além disso, os resultados dos Exemplos
14, 16 e 18 mostram gque o tratamento de combinacao dé
anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1 possui um efeito
(sinergistico) significativo no crescimento do tumor, mesmo
em doses terapéuticas ~ subdétimas quando comparado @ ao
tratamento tanto com o anticorpo sozinho (isto é, a terapia
de combinacdo foi surpreendentemente mais eficaz em doses
subterapéuticaé que na monoterapia). Sem desejar estar
ligado a qualquer teoria, ¢é possivel que elevando-se o
limite de ativagdo da célula T por bloqueio de PD-1 e CTLA-
4, as respostas antitumorais possam ser ativadas em um
hospedeiro.

Em uma modalidade, a presente invencdo prové um
método para tratamento de wuma doencga hiperprolifeiativa,
compreendendo administragdo de um anticorpo PD-1 e um
anticorpo CTLA-4 a um individuo. Nas modalidades adicionais,
0 anticorpo anti-pPD-1 é administrado em uma dose
subterapéutica, o anticorpo anti-CTLA-4 ¢ administrado em

uma dose subterapéutica ou ambos sdo administrados em uma
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dose subterapéutica. Em outra modalidade, a. presente
invengao prové um método para alterar um evento adverso
associado ao tratamento de uma doenca hiperproliferativa com
um agente imunoestimulador, compreendendo administracdo de
um anticorpo anti-PD-1 e uma dose subterapéutica de um
anticorpo anti-CTLA-4 a um individuo. Em determinadas
modalidades, o individuc é um ser humano. Em determinadas
modalidades, o) anticorpo anti-CTLA-4 é o) anticorpo
monoclonal de seqgiiéncia humana 10Dl e o énticorpo anti-PD-1
¢ o anticorpo monoclonal de seqgiiéncia humana, tal como,
17D8, 2D3, 4H1, 5C4 e 4All. Anticorpos monocloﬁais de
seqiéncia humana 17D8, 2D3, 4H1l, 5C4 e 4Al1l1 foram isolados e
caracterizados estruturalmente conforme descrito na Pateﬁte
Provisdéria US numero 60.679.466.

0 anticorpo anti-CTLA-4 e oS anticorpos
monoclonais anti-PD-1 (mAbs) e os anticorpos de seqiiéncia
humana da invengdao podem ser produzidos por varias técnicas,
incluindo metodologia de anticorpo monoclonal convencional,
por exemplo, a técnicas de hibridizagcdo de célula somatica
padrdo de Kohler e Milstein (1975) Nature 256:495. Qualquer
técnica para produgdo de anticorpo monoclonal pode ser
empregada, por exemplo, transformagdo viral ou oncogénica de
linfécitos  B. Um sistema animal ©para _pfeparagéo de
hibridomas é o sistema murino. A produgdo de hibridoma no
camundongo é uma producgdo bem estabilizada. Os protocolos de
imunizagdo e técnicas para 1isolamento de esplendcitos
imunizados para fusdo sdo conhecidos na arte. Os parceiros

de fusdo (por exemplo, células de mieloma de murino) e
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procedimentos de fusdo sdo também conhecidos (vide, por
exemplo, Harlow e Lane (1988) Antibodies, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor New York).

Anticorpos anti-CTLA-4 da presente invencdo se
ligam a um epitopo na CTLA-4 humana, de modo a inibir a
interacdao de CTLA-4 com um contrareceptor B7 humano. Em
razdo da interacdo do CTLA-4 humanc com B7 transduzir um
sinal conduzindo a inativacgdao daé células T portando o
receptor de CTLA-4 humano, o antagonismo da interacdo induz,
eficazmente, aumentos ou prolongamentos de .ativagéo das
células T portando o receptor CTLA-4 humano, pelo que,
prolongando ou aumentando a resposta imune. Anticorpos anti-
CTLA-4 s&o descritos nas Patentes US numeros 5.811.097;
5.855.887; 6.051.227; nas Publicacbes de Pedido PCT nutmeros
WO 01/14424 e WO 00/37504; e na Publicacdo de Patente U.S.
nﬁmero 2002/0039581. Cada uma dessas referéncias é
especificamente incorporada aqui como referéncia para fins
da descrigao dos anticorpos anti-CTLA-4. Um anticorpo anti-
CTLA-4 clinico exemplar é o anticorpo monoclonal humano 10D1
conforme revelado no WO 01/14424 e Pedido de Patente US
nimero 09/644.668. O anticorpo 10Dl foi administrado em
doses simples e multiplas, sozinho ou em'combinagéo coﬁ uma
vacina, quimioterapia, ou 1interleucina-2 em mais de 500
pacientes diagnosticados com melanoma metastatico, cancer de
prostata, linfoma, cdncer de célula renal, cdncer de mama,
cdncer ovariano e HIV. Outros anticorpos anti-CTLA-4

englobados pelos métodos da presente invencdo incluem, por
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exemplo, aqueles revelados em: WO 98/42752; WO 00/37504;
Patente US numero 6.207.156; Hurwitz e outros (1998) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95(17):10067-10071; Camacho e outros
(2004) J. Clin. Oncology 22(145): Resumo numero 2505
(anticorpo CP-675206); e Mokyr e outros. (1998) Cancer Res.
58:5301-5304. Em determinadas modalidades, os métodos da
presente invencdo compreendem o uso de um anticorpo anti-
CTLA-4 que é um anticorpo de sequéﬁcia humana,
preferivelmente urm anticorpo monoclonal e em outra
modalidade é um anticorpo monoclonal 10DI1.

Em determinadas modalidades,. O0 anticorpo anti-
CTLA-4 se liga ao CTLA-4 humano com uma Kp de 5 x 10°% M ou
menos, - se liga a CTLA-4 humana com‘uma Kp dé 1 x 10® M ou
menos, se liga a CTLA-4 humana com uma Kp, de 5 x 10°° M ou
menos, ou se liga a CTLA-4 humana com uma Kp entre 1 x 1078 M
e 1 x 107" M ou menos.

A combinagdo de anticorpos é util para melhorar
uma resposta imune contra a doenga hiperproliferativa por
blocqueio de PD-1 e CTLA-4. Em uma concretizacdo preferida,
os anticorpos da presente inveng¢do sdo anticorpos humanos.
Por exemplo, essas moléculas podem ser administradas as
células em cultura, in vitro ou ex vivo, ou aos individuos
humanos, por exemplo, in vivo, pafa aumentar a imunidade em
varias situacodes. Consequeﬁtemente, em um aspecto, a
invengdo prové um método para modificacdo de uma resposta
imuné em um individuo compreendendo administracdo ao
individuo de uma combinagdo de anticorpo ou uma combinacio

de porgdes de ligacdo de antigeno do mesmo, da invencdo, tal
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que, a resposta imune no‘ individuo é modificada.
Preferivelmente, a resposta ¢é melhorada, estimulada ou
supra-regulada. Em outra modalidade, a presente revelacédo
prové um método para alterar os eventos adversos associados
ao tratamento de uma doenga hiperproliferativa com um agente
térapéutico imunoestimulador, compreendendo administracdo de
um anticorpo anti-PD-1 e wuma dose subterapéutica de
anticorpo anti-CTLA-4 ao individuo.

O bloqueio dé PD-1 e CTLA-4 por anticorpos pode
melhorar a resposta 1imune as células cancerigenas no
paciente. Os cénceres que se desehvolvém podem ser inibidos
usando os anticorpos da presente invencdo que incluem
canceres tipicamente sensiveis a iﬁunoterapia. Exemplos
representativos de canceres para tratamento com a terapia de
combinagdo da presente revelagdo incluem melanoma (por
exemplo, melanoma maligno metastdtico), cancer rehal, cancer
de proéstata, cdncer de mama, céncer de célon e céncer de
pulmdo. Exemplos de outros canceres que podem ser tratados
usando os métodos da invencdo incluem céncer &sseo, céancer
pancreatico, cancer de pele, cancer de cabeca ou pescoco,
melanoma maligno cutdneo ou intra-ocular, céncer uterino,
cancer ovariano, cancer retal, clncer da regido anal, cancer
do - estdmago, cancer dosv testiculos, cancer uterino,
carcinoma das trompas falopianas, carcinoma do endométrio,
carcinoma do cérvice, <carcinoma da vagina, carcinoma da
vulva, doenca de Hodgkin, linfoma ndo de Hodgkin, cancer do
esbfago, cédncer do intestino delgado, clncer do sistema

endbdbcrino, céncer da glédndula tiredide, céncer da gléandula
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paratiredéide, cancer da gléndula adrenal, sarcoma do tecido
mole, cancer da uretra, cancer do pénis, leucemias crdnica
ou aguda incluindo leucemia mieldide aguda, leucemia
mieldéide crdnica, leucemia 1linfoblé&stica aguda, 1leucemia
linfocitica crdnica, tumores sélidos da infancia, linfoma
linfocitico, cancer da bexiga, céncer dos rins ou uretra,
carcinoma da pélvis renal, neoplasma do sistema nervoso
central (CNS), linfoma primadrio do CNS, angiogénese do
tumor, tumor do eixo da espinha, glioma do tronco
encefdlico, adenoma da pituitaria, sarcoma de Kaposi, céncer
epidermbéide, céncer da célula escamosa, linfoma da célula T,
canceres induzidos ambientalmente incluindo aqueles
induzidos por asbestos e Combinagées dos cénceres. A
presente invencdo também é Gtil para o tratamento de
canceres metastédticos.

Em determinadas modalidades, a combinacdo de
anticorpos terapéuticos discutida aqui pode ser administrada
concorrentemente em uma composicdo simples em um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel ou concorrentemente como
composigdes separadas com cada anticorpo em um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Em outra modalidade, a
combinagdo de anticorpos terapéuticos pode ser administrada
seqliencialmente. Por éxemplo, um anticorpo anti-CTLA-4 e um
anticorpo anti-PD-1 podem ser administrados seqgiiencialmente,
tal como anti-CTLA-4 sendo administrado primeiro e o anti-
PD-1 sendo administrado depois ou o anti—PD—l sendo
administrado primeiro e o anti-CTLA-4 em segundo lugar.

Adicionalmente, se mais de uma dose da terapia de combinacdo
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for administrada seqliencialmente, a ordem de administracdo
seqliencial pode ser revestida ou mantida na mesma ordem em
cada ponto de tempo de administracéao, administracdes
seqiienciais podem ser combinadas com administracéo
concorrentes ou qualquer combinag¢do das mesmas. Por exemplo,
a primeira administragdo de uma combinacdo de anticorpo
anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1 pode ser concorrente, a
segunda administragdo pode ser seqliencial com anti-CTLA-4 em
primeiro é anti-PD-1 em segundo lugar, e a terceira
administragdo pode ser seqliencial com anti-PD-1 em primeiro
e anti-CTLA-4 em segﬁndo lugar. Outro esquema de ‘dosagem
representativo pode envolver uma primeira administracido que
é seqgliencial com anti—PDQI em primeiro e anti-CTLA-4 em
segundo lugar, e administrag¢des subseqlientes podem ser
concorrentes.

Opcioconalmente, a combinagéb dos anticorpos anti-
PD-1 e anti-CTLA-4 pode ser adicionalmente combinada com
agente imunogénico, tais como, células cancerigenas,
antigenos de tumor purificados (incluindo proteinas
recombinantes, peptideos e moléculas de carboidratos),
células e células transfectadas com genes codificando
citocinas de estimulagdo imune (He e outros. (2004) J.
Immunol. l1§:49i9—28). Exemplos ndo limitantes de vacinas de
tumor que podem ser usadas incluem peptideos de antigenos de
melanoma, tais como, peptideos de gpl00, antigenos MAGE,
Trp-2, MART1 e/ou tirosinase ou células tumorais
transfectadas para expressar a citocina GM-CSF (discutida

adicionalmente a seguir).
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UmAbloqueio de PD-1 e CTLA-4 combinado pode ser
adicionalmente combinado com um protocolo de vacinacéao.
Muitas estratégias experimentais para vacinacdo contra
tumores foram projetadas (vide, Rosenberg, S. (2000)
Development of Cancer Vaccines, ASCO Educational Book
Spring: 60-62; Logothetis, C., 2000, ASCO Educaticnal Book
Spring: 300-302; Khayat, D. (2000) ASCO Educational Book
Spring: 414-428; Foon, K. (2000) ASCO Educational Book

Spring: 730-738; vide também, Restifo e Sznol, Cancer

Vaccines, capitulo 61, paginas 3023-3043 em DeVita e outros

(eds.), 1997, Cancer: Principles and Practice of Oncology.
Quinta Edigdo). Em uma dessas estratégias, uma vacina &
preparada usando céiulas tumorais autdélogas ou alogénicas.
Essas vacinas celulares mostraram ser mais eficazes quando
as células tumorails sdo transduzidas para expressar GM-CSF.
GM-CSF mostrou ser um ativador potente da apresentacdo de
antigeno para vacinacdo tumoral (Dranoff e outros. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A. 90: 3539-43).

O estudo da expressdo génica e padrdo de expresséao
génica em grande escala em varios tumores conduziu a
definicdo dos assim chamados antigenos especificos de tumor
(Rosenberg (1999) Immunity 10:281-7). Em muitos casos, esses
antigenosv especificos de tumor 530 antigenos de
diferenciagdo expressos nos tumores e na célula a partir da
qual o tumor -surge, por exemplo, antigenos de melandcito
gpl00, antigenos MAGE e Trp-2. De modo mais importante,
muitos desses antigenos podem ser mostrados como sendo os

alvos das células T especificas de tumor encontradas no
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hospedeiro Em determinadas modalidades, um blogueio de PD-1
e CTLA-4 combinado wusando as composigdes de anticorpo
descritas aqui pode ser usado em conjunto com uma colecgdo de
proteinas recombinantes e/ou peptideos expressos em um
tumor, a fim de gerar uma resposta imune a essas proteinas.
Essas proteinas sdao normalmente vistas pelo sistema imune
como antigenos préprios e sdo, portanto, tolerantes aos
mesmos. O antigeno tumoral pode também incluir a proteina
telomerase, que é necessdria para a sintese dos teldmeros
dos cromossomas e que & expressa em mais de 85% dos cénceres
humanos é em apenas um nUmero limitado de tecidos sométicos
(Kim e outros (1994) Science 266: 2011-2013). (Esses tecidos
somaticos podém ser protegidos de ataque imune por varios
meios) O antigeno tumoral pode também se constituir nos
"neo-antigenos" expressos nas células cancerigenas em razdo
das mutacdes somaticas que alteram a seqliéncia da proteina
ou criam proteinas de fusdo entre duas seqliéncias ndo
correlatas (isto é, bcr-abl no cromossoma Philadelphia) ou
idiotipo de tumores da célula B.

Outras vacinas tumorais podem incluir as proteinas
dos virus implicados nos canceres humanos tais como, Virus
do Papiloma Humano (HPV), Virus da Hepatite (HBV e HCV) e
Hefpes Virus Sarcoma de Kaposi (KHSV). Outra forma de
antigeno especifico de tumor que pode ser usada em conjunto
com bloqueio de PD-1 sao as proteinas de choque térmico
purificadas (HSP) isoladas do tecido tumoral propriamente.
Essas proteinas de choque térmico contém fragmentos de

proteinas das células tumorais e essas HSPs sdo altamente
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eficientes na liberacgdo as células apresentando antigeno

para promo¢do de imunidade de tumor (Suot, R & Srivastava, P
(1995) Science 269:1585-1588; Tamura, Y. e outros (1997)
Science 278: 117-120).

Células dendriticas (DC) sdo células apresentando
antigeno potentes que podem ser usadas para iniciar
respostas especificas de antigeno. As DCs podem | ser
produzidas ex vivo e carregadas com varios antigenos de
proteina e peptideo, benl como extratos de célula tumoral
(Nestle, F. e outros (1998) Nature Medicine 4: 328-332). As
DCS podem também ser transduzidas por meios genéticos para
expressar esses antigenos tumorais. As DCs foram também
diretaménte fundidas as células tumorais com o fim de
imunizag¢dao (Kugler, A. e outros (2000) Nature Medicine
6:332-336). Como um método de vacinagdo, a imunizacdo com DC
pode se eficazmente combinada com bloqueio de PD-1 e CTLA-14
para ativar respostas antitumor mais potentes.

Um bloqueio de PD-1 e CTLA-4 combinado pode também
ser adicionalmente combinado com tratamentos padrdo para o
cancer. Por exemplo, um bloqueio de PD-1 e CTLA-4 combinado
pode ser eficazmente combinado com regimes
quimioterapéuticos. Nesses casos, como é observado com a
combinagdo de anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4, pode ser
possivel reduzir a dose do reagente quimioterapéutico
administrado com a combinacdo da presente revela@éo (Mokyr,
M. e outros, (1998) Cancer Research 58:5301-5304). Um
exemplo de tal combinagdo é a combinagdo de anticorpos anti-

PD-1 e anti-CTLA-4 em combinagcdo com decarbazina para o
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tratamento do melanoma. Outro exemplo é a combinagdo dos
anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4 adicionalmente em
combinagdo com interleucina-2 (IL-2) para o tratamento de
melanoma. A racionalizagdo especifica por trds do uso
combinado de bloqueio de PD-1 e CTLA-4 com quimioterapia &
que a morte da célula, que ¢é uma conseqiéncia da acdo
citotdéxica. da maioria dos compostos quimioterapéuticos,
resultaria em niveis aumentados de antigeno tumoral na via
de apresentacdo do antigeno. Outras terapias de combinacao
que podem resultar em sinergia com o bloqueio de PD-1 e
CTLA-4 através da morte celular s&o radiacdo, cirurgia e
auséncia hormonal. Cada um desses protocolos cria uma fonte
de antigeno tumoral no hospedeiro. Os inibidores de
angiogénese podem também ser combinados com blogqueio de PD-1
e CTLA-4. A inibigdo da angiogénese leva a morte da célula
tumoral que'pode também ser uma fonte de antigeno tumoral a
ser alimentada as vias de apresentacdo do antigeno
hospedeiro. .

Uma combinagdo de anticorpos de bloqueio PD-1 e
CTLA-4 pode também ser usada em combinacdo com anticorpos
biespecificos que alvejam as células efetoras expressando
receptor Fca ou Fcy para células tumorais (vide, por
exemplo, Patentes US numeros 5.922.845 e 5.837.243).
Anticorpos biespecificos podem ser usados para alvejar dois
antigenos separados. Por exemplo, anticorpos biespecificos
de receptor anti—Fc/antigeno antitumoral (por exemplo, Her-
2/neu), foram usados para alvejar macréfagos para sitios de

tumor. Esse alvejamento pode ativar mais eficazmente as
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respostas especificas de tumor. A ramificagdo da célula T
dessas respostas poderia ser aumentada por empregoe do
bloqueio de PD-1 e CTLA-4 combinados. Alternativamente, o
antigeno pode ser liberado diretamente para as DCs por
emprego de anticorpos biespecificos que se ligam ao antigeno
tumoral e um marcador de superficie de célula especifico de
célula dendritica.

Em outro exemplo, wuma combinacdao de anticorpos
especificos anti-PD-1 e anti-CTLA-4 pode ser usada em

conjunto com anticorpos antineopléasticos, tais como,

(R) )

Rituxan (rituximab), Herceptinm (transtuzumab), Bexxar'®
(tositumomab), Zevalin'® (ibritumomab)-, Campath‘®
(alentuzumab), Lymphocide® (eprtuzumab), Avastin®

() (erlotinib) e semelhantes. Como

(bevacizumab) e Tarceva
exemplo e ndo desejando estar ligado a qualquer teoria, o
tratamento com um anticorpo anticéncer ou um anticorpo
anticadncer conjugado a uma toxina pode levar & morte da
célula cancerigena (por exemplo, células tumorais), o que
potencializa uma resposta imune mediada por CTLA-4 ou PD-1.
Em uma modalidade exemplar, um tratamento de uma doenca
hiperproliferativa (por exemplo, um tumor cancerigeno) pode
incluir um anticorpo anticdncer em combinacdo com anticorpos
anti-PD-1 e anti-CTLA-4 concorrente ou seqiiencialmente ou
gualquer combina¢do dos mesmos, que possa potencializar
respostas imunes antitumor pelo hospédeiro.

Os tumores escapam da fiscalizagdo imune do

hospedeiro por uma variedade de mecanismos. Muitos desses

mecanismos podem ser superados pela inativacdo das proteinas
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que sdo expressas pelos tumores e que sdo imunosupressivas.
Essas incluem, entre outras, TGF-B (Kehrl, J. e outros
(1986) J. Exp. Med. 163: 1037-1050), IL-10 (Howard, M. &
O'Garra, A. (1992) Immunology Today 13: 198-200), e ligante
Fas (Hahne, M. e outros (1996) Science 274: 1363- 1365). Em
outro exemplo, o0s anticorpos para cada uma dessas entidades
podem ser adicionalmente associados com combinacgdo de anti-
PD-1 e anti-CTLA-4 para combater os efeitos do agente
imunossupressivo e favorecer respostas imunes do tumor
geradas pelo hospedeiro.

Outros anticorpos que podem ser usados para ativar
a resposta 1imune do hospedeiro podem ser adicionalmente
empregados em associagdo com uma combinacdo de anti-PD-1 e

anti-CTLA-4. Esses incluem moléculas na superficie das

células dendriticas que ativam a funcdo DC e apresentacdo do

‘antigeno. Anticorpos anti-CD40 podem ser substituidos

eficazmente por atividade da célula T auxiliar (Ridge, J. e
outros (1998) Nature 393: 474-478) e podem ser usados em
conjunto com uma combinac¢&o de anticorpos anti-PD-1 e anti-
CTLA-4 (Ito, N. e outros (2000) Immunobiology 201 (5) 527-
40) . Ativacgdo dos anticorpos para moléculas co-estimuladoras
de célula T, tais como OX-40 (Weinberg, A. e outros (2000)
Immunol 164: 2160-2169), 4-IBB (Melero, I e outros (1997)
Nature Medicine 3: 682-685 (1997), e ICOS (Hutloff, A. e
outros (1999) Nature 397: 262-266) podem ser providos para
niveié aumentados de ativacdo de célula T.

O transplante de medula O&ssea estd sendo usado

correntemente para tratar varios tumores de origem
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hematopoiética. Embora a doenca de enxerto versus hospedeiro
seja uma conseqliéncia desse tratamento, o beneficio
terapéutico pode ser obtido de respostas de enxerto versus
tumor. O Dbloqueio de PD-1 e CTLA-4 combinado pode ser
empregado para aumentar a eficdcia das células T especificas
de tumor enxertadas no doador.

Existem também varios protocolos de tratamento
experimental que envolvem ativagdo ex vivo e expansdo das
células T especificas de antigeno e transferéncia adotiva
dessas células para os receptores em ordem para células T
especificas de antigenos contra tumor (Greenberg, R. &
Riddell, S. (1999) Science 285: 546-51). Esses métodos podem
também ser empregados para ativar as respostas da célula T
aos agentes infecciosos, tais como, CMV. A ativacdo ex vivo
na presenca de anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4 pode
aumentar a freqiiéncia e atividade das células T transferidas
por adogao. |

Conforme estabelecido aqui, os 6rgdos podem exibir
eventos adversos correlatos imunes seguindo-se a terapia com
anticorpo terapéutico imunoestimulador, tal como o trato GI
(diarréia e <colite) e a pele (erupgdo e prurido) apds
tratamento com anticorpo anti-CTLA-4. Por exemplo, eventos
adversos correlatos imunes gastrointestinais ndo ‘coldnicos
vém sendo observados no esbdfago (esofagite), duodeno
{(ducdenite) e 1ileo (ileite) apbés tratamento com anticorpo
anti-CTLA-4.

Em determinadas modalidades, a presente invencdo

prové um método para alterar um evento adverso associado ao
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tratamento de uma doenca hiperproliferativa com um agente
imunocestimulador, compreendendo um anticorpo anti-PD-1 e uma
dose subterapéutica de anticorpo anti-CTLA-4 a um individuo.
Por exemplo, os métodos da presente invencdo fornecem um
processo para reduzir a incidéncia de colite induzida por
anticorpo terapéutico imunoestimulador ou diarréia por
administragdao de um esterdide ndo absorvivel ao paciente.
Uma vez que qualquer paciente que receba um anticorpo
terapéutico imunoregulador <corre o risco de desenvolver
colite ou diarréia induzidas por tal anticorpo, toda essa
populacdo de pacientes é apropriada para receber terapia de
acordo com os meéetodos da presente invencdo. Embora os
esterdéides venham sendo administrados para tratar doenca dos
intestinos inflamados (IBD) e prevenir exacerbacdes da IBD,
eles ndo vém sendo usados ©para iprevenir (diminuir a
incidéncia) de IBD em pacientes ndo diagnosticados com IBD.
Os efeitos colaterais significativos associados aos
esterdides, me smo esterdides nao absorviveis, vém
desencorajando o seu uso profiléatico.

Nas modalidades adicionais, uma combinacdo de
bloqueio de PD-1 e CTLA-4 (isto é, anticorpos terapéuticos
imuncestimuladores anti-PD-1 e anti-CTLA-4) podem ser
adicionalmente associadas ao uso de qualquer esterdide ndo
absorvivel. Conforme empregado aqui, um "esterdide néo
absorvivel"” & 1nn'glicocorticéide que exibe metabolismo de
primeira passagem extensivo, tal que, seguindo-se o
metabolismo no figado, a biodisponibilidade do esterdide é

baixa, 1sto é, inferior a cerca de 20%. Em uma modalidade da
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invencdo, o esterdide ndc absorvivel ¢é budenosideo. O
budenosideo é um glicocorticosterdéide atuando localmente que
€ extensivamente metabolizado, primariamente pelo figado,
seguindo-se administracdo oral. ENTOCORT EC® (Astra-Zeneca)
€ uma formulagdo oral dependente de pH e tempo de
budesonideo desenvolvido para otimizar a liberacdo do
medicamento ao ileo e através de todo o cdélon. ENTOCORT EC®
€ aprovado nos Estados Unidos da América para o tratamento
de doenga de Crohn branda a moderada envolvendo o ileo e/ou
codlon ascendente. A dosagem oral usual de ENTOCORT EC'® para
o tratamento da doenca de Crohn é de 6 a 9 mg/dia. ENTOCORT
EC® & liberado nos intestinos antes de ser absorvido e
retido na mucosa dos intestinos. Uma vez que passa através
do tecido alvo da mucosa dos intestinos, ENTOCORT EC® ¢
extensivamente metabolizado pelo sistema citocromo P450 no
figado para metabdlitos com atividade ‘giicocorticéide
insignificante. Portanto, a biodisponibilidade é Dbaixa
(cerca de 10%). A biodisponibilidade baixa do budesonideo
resulta em uma razao terapéutica aperfeigoada em comparagio
aos outros glicocorticdides com metabolismo de primeira
passagem menos extenso. O budesonideo resulta em poucos
efeitos colaterais incluindo menos supressdo do hipotédlamo-
pituitéaria, que os corticdides atuando sistematicamente. .
Contudo, , a administracdo crénica de ENTOCORT EC'® pode
resulta em efeitos de glicocorticédide, tais como,
hipercorticismo e supressdo adrenal. Vide PDR, 582 Edicao,
2004: 608-610.

Ainda nas modalidades adicionais, uma combinacdo



10

15

20

25

162

de bloqueio de PD-1 e CTLA-4 (isto &, anticorpos anti-PD-1 e
anti-CTLA-4 terapéuticos imunoestimuladores) em conjunto com
um esterdide ndo absorvivel podem ser adicionalmente
combinadas com um salicilato. Os salicilatos incluém agentes
5-ASA tais como, por exemplo: sulfasalazina (AZULFIDINE®,
Pharmacia & UpJohn); olsalazina (DIPENTUM"Y, Pharmacia &
UpJdohn) ; balsalazida (COLAZAL'®, Salix Pharmaceuticals,
Inc.) e mesalamina (ASACOL‘®, Procter & Gamble
Pharmaceuticals;  PENTASA'™, Shire Us; CANASA™,  Axan
Scandipharm, Inc.; ROWASA'®, Solvay).

De acordo com os métodos da presente invencdo, o
salicilato administrado em combinagdo com os anticorpos
anti-PD-1 e anti-CTLA-4 e um esterdide ndo absorvivel pode
incluir qualquer sobreposicgdo ou administracdo seqiiencial do
salicilato e do esterdéide ndo absorvivel para fins de
diminuicdo da incidéncia de colite induzida por anticorpos
imunoestimulatérios. Assim, por exemplo, os métodos para
redugdo da vincidéncia de <colite induzida por anticorpos
imunoestimuladores de acordo com a presente invencdo
englobam administracdo do salicilato e um ndao absorvivel
concorrente ou seqiencialmente (por exemplo, um salicilato é
administrado 6 horas apdés um esterdide ndo absorvivel) ou
qualquer combinagdo dos mesmos. Adicionalmente, de .aéordo
com a presente invengdo, um salicilato e um esterdide ndo
absorvivel podem ser administrados pela mesma via (por
exemplo, ambos sdo administrados oralmente) ou por vias
diferentes (por exemplo, um salicilato ¢é administrado

oralmente e um esterdide ndo absorvivel é administrado
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retalmente), o que pode diferir da(s) via(s) usada(s) para
administrar os anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4.

A presente 1invengdo ¢é adicionalmente ilustrada
pelos exemplos que se seguem que ndo devem ser tidos como
limitantes. O conteudo de todas as figuras e todas as
referéncias, patentes e pedidos de patente publicados
citados através de todo esse pedido sdo expressamente
incorporados como referéncia.

EXEMPLOS

Exemplo 1l: Geragdo de Anticorpos Monoclonais

Humanos Contra PD-1

Antigenos

Protocolos de imunizag¢do utilizaram como antigenoé
ambos 1) uma proteina de fusdo recombinante compreendendo a
porgdao extracelular de PD-1 e ii) PD-1 de comprimento pleno
ligado & membrana. Ambos os antigenos foram gerados por
métodos dé transfecgdo recombinante em uma linhagem de
células CHO.

Camundongos HuMab e KM™® transgénicos

Anticorpos monoclonais completamente. humanos para
PD-1 foram preparados usando a cepa HCo7 de camundongos
transgénicos HuMab e a cepa KM de camundongos
transcromossdémicos transgénicos, cada uma . das quais
expressando os genes de anticorpo humano. Em cada uma dessas
cepas de camundongo, o gene de cadeia leve capa de
camundongo enddgeno foi interrompido homozigoneamente
conforme descrito em Chen e outros (1993) EMBO J. 12:811-820

e o gene de cadeia pesada de camundongo enddégeno foi
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interrompido homozigoneamente conforme descrito no Exemplo 1
da Publicacdao PCT WO 01/09187. Cada uma dessas cepas de
camundongo transporta um transgene de cadeia leve capa
humano, KCo5, conforme descrito em Fishwild e outros (1996)
Nature Biotechnology 14:845-851. A cepa HCo7 transporta o
transgene de cadeia pesada humana HCo7 conforme descrito nas
Patentes US numeros 5.545.806; 5.625.825 e 5.545.807. A cepa
KM contém o cromossoma SC20 conforme descrito na Publicacdo
PCT WO 02/43478. |

Imunizacdes de HuMab e KM

Para gerar anticorpos monoclonais coﬁpletamente
humanos.para PD-1, camundongos HuMab e camundongos KM foram
imunizados com proteina de fusdo de PD-1 recombinante
purificada e as células CHO transfectadas com PD-1 como
antigeno. Esquemas de imunizagdo geral para camundongo HuMab
sdo descritos em Lonberg, N. e outros (1994) Nature 368
(6474):856—859; Fishwild, D. e outros {(1996) Nature
Biotechnology 14:845-851 e Publicacdo PCT WO 98/24884. Os
camundongos tinham 6-16 semanas de idade quando da primeira
infusdo de antigeno. Uma preparagdo recombinante purificada
(5-50 pg) de antigeno de proteina de fusdo de PD-1 e 5-10 x
10° células foram usadas para imunizar os camundongos HuMab
e camundongos KM™ intraperitoneamente, subcutaneamente (Sc)
ou através de injecgdo na almofada da pata.

Os camundongos transgénicos foram imunizados duas
vezes com antigeno em adjuvante de Freund ou adjuvante IP
Ribi, segqguido por 3-21 dias com IP (até um total de 11

imunizacdes) com o antigeno no adjuvante de Freund
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incompleto ou de Ribi. A resposta imune foi monitorada por
sangramentos retro-orbitais. O plasma foi classificado por
ELISA (conforme descrito abaixo) e camundongos com
titulagdes suficientes de imunoglobulina humana anti-PD-1
foram usados para fusdes. Os camundongos foram reforcados
intravenosamente com antigeno 3 dias antes do sacrificio e
remogao do bago. Tipicamente, 10-35 fusdes para cada
antigeno foram realizadas. VAarias duzias de camundongos
foram imunizados para cada antigéno.

Selegcdo de Camundongos HuMab ou KM™ Produzindo

Anticorpos Anti-PD-1

Para selecionar camundongos HuMab ou KM™ que
produzam anticorpos que se ligam a PD-1, ds soros de
camundongos imunizados foram testados por ELISA conforme
descrito por Fishwild, D. e outros (1996). Em resumo, placas
de microtitulagido foram revestidas com proteina de fusdo de
PD-1 recombinante purificada de células CHO transfectadas em
1-2 pg/mL em PBS, 100 pl/pocos incubada a 4°C por toda
noite, entdo bloqueada com 200 pl/poco de soro fetal bovino
a 5% em PBS/Tween (0,05%). Diluigdes de soros de camundongos
imunizados com PD-1 foram adicionadas a <cada pogo e
incubadas por 1-2 horas a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas com PBS/Tween e entdo incubadas com anticorpo
policlonal de IgG anti-humano de cabra conjugado com
peroxidase de rabano silvestre (HRP) - por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds lavagem, as placas foram
reveladas com substrato ABTS (Sigma, A-1888, 0,22 mg/mL) e

analisadas por espectrofotdmetro em OD 415-495. Os
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camundongos que desenvolveram as.titulagées mais altas de
anticorpos anti-PD-1 foram usados para fusdes. As fusdes
foram realizadas conforme descrito abaixo e sobrenadantes de
hibridoma foram testados quanto a atividade anti-PD-1 por
ELISA.

Geracgao de Hibridomas Produzindo Anticorpos

Monoclonais Humanos para PD-1:

Os esplendécitos de camundongo, isolados dos
camundongos HuMab ou KM, foram infusados a uma linhagem de
célula de mieloma de camundongo usandoc tanto PEG com base
nos protocolos padrdo ou eletrofuééo com base no campo
elétrico wusando um eletroporador de fusdo de célula de
cdmara grande Cyto Pulse (Cyto Pulse Sciences, Inc., Glen
Burnie, MD) . Os hibridomas resultantes foram entdo
classificados quanto a produgdo de anticorpos especificos
para antigeno. As suspensdes de célula simples de
esplendécitos de camundongo imunizado foram fundidas para um
quarto do numero de células de mieloma de camundongo nao
seretando SP2/0 (ATCC, CRL 1581) com PEG a 50% (Sigma). As
células foram colocadas em placas em aproximadamente 1 x
lOs/pogo em placa de microtitulacgcdo de fundo plano, seguido
por incubacdo de cerca de duas semanas em meio seletivo
contendo soro fetal bovino a 10%, meio condicionado P388D1 a
10% (ATCC, CRL TIB-63), 3-5% de origeno (IGEN) em DMEM
(Mediatech, CRL 10013, com glicose alta, L-glutamina e
piruvato ~de sbédio) mais 5 mM HEPES, 0,055 mM 2-
mercaptoetanol, 50 mg/mL de gentamicina e 1x HAT (Sigma, CRL

P-7185). Apbds 1-2 semanas, as células foram cultivadas em
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meio onde o HAT foi substitﬁido por HT. Os po¢os individuais
foram entdo classificados por ELISA (descritoc acima) para
anticorpos IgG monoclonais anti-PD-1 humanos. Uma vez que
tenha ocorrido o crescimento extensivo do hibridoma, o meio
foi monitorado geralmente apds 10-14 dias. Os hibridomas
secretando anticorpo foram recolocados na placa,
classificados novamente e, caso ainda positivos quanto a IgG
humana, 0s anticorpos monoclonais anti-PD-1 seriam
subclonados pelo menos duas vezes por diluicdo limitante. Os
subclones estaveis foram entdo cultivados in vitro para
gerar pequenas quantidades de.anticorpo no meio de cultura
do tecido para caracterizacdo adicional.

Clones de hibridoma 17D8,.2D3, 4H1, 5C4, 4A11, 7D3
e 5F4 foram selecionados para analise adicional.

EXEMPLO 2: Caracterizagdo estrutural de anticorpos

monoclonais humanos 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4A11[ 7D3 e 5F4

As sequéncias de DNAc codificando as regides
variaveis de cadeila pesada e leve dos anticorpos monoclonais
17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4All, 7D3 e b5F4 foram obtidas dos
hibridomas 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4A11, 7D3 e 5F4,
respectivamente, empregando técnicas PCR padrdo e foram
sequenciadas usando técnicas de seqgienciamento de DNA
padrao. |

As seqiéncias de nucleotideo e aminodcido da

‘regido variavel de cadeia pesada de 17D8 sdo mostradas na

figura 1A e na SEQ ID NO:57 e 1, respectivamente.
As seqiéncias de nucleotideo e aminoadcido da

regidao variavel de cadeia leve de 17D8 'sdo mostradas na
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figura 1B e na SEQ ID‘NO: 64 e 8, respectivamente.

A comparacao da seqiéncia de imunoglobulina de
cadelia pesada 17D8 com as seqiiéncias de cadeia pesada da
imunoglobulina de 1linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia pesada 17D8 utiliza um segmento de
VH da linhagem germinal humana VH 3-33, um segmento D
indeterminado, e um segmento JH da linhagem germinal humana
JH 4b. O alinhamento da seqiiéncia 17D8 VH em relacdo a
seqiiéncia da.linhagem germinal VH 3-33 é mostrado na figura
8. Andlise adicional da seqiiéncia 17D8 VH usando o sistema
Kabat de deterﬁinagéo da regido CDR levou ao delineamento
das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CD3 conforme
mostrado nas figuras 1A e 8,.e nas SEQ ID NOs: 15, 22 e 29,
respectivamente.

A comparagdo da segléncia de imunoglobulina de
cadeia leve 17D8 com as seqiiéncias de cadeia pesada da
imunoglobulina de linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia pesada 17D8 utiliza um segmento de
VL da linhagem germinal humana VK L6, um segmento JK da
linhagem germinal humana JK 4. O alinhamento da seqiiéncia
17D8 VL em relacdo a seqliéncia da linhagem germinal VL L6 é
mostrado na figura 9. Anadlise adicional da seqgiiéncia 17D8 VL
usando o sistema Kabat de determinacdo da regido CDR levou
ao delineamento das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e
CD3 conforme mostrado nas figuras 1B e 9, e nas SEQ ID NOs:
36, 43 e 50, respectivamente.

O nucleotideo e seqiiéncias de aminoadcido da regido

varidvel da cadeia pesada de 2D3 sdo mostrados na figura 2A
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e nas SEQ ID NOs:58 e 2, respectivamente.

O nucleotideo e seqiiéncias de aminodcido da regido
varidvel da cadeia leve 'de 2D3 sdo mostrados na figura 2B e
nas SEQ ID NOs:65 e 9, respectivamente.

A comparagao da seqliéncia de imunoglcobulina da
cadeia pesada 2D3 em relacdo as seqiiéncias da cadeia pesada
de imunoglobulina de linhagem germinal humana conhecidas
demonstraram que a cadeia pesada 2D3; utiliza um segmento VH
da linhagem germinal humana VH 3-33, um segmento da linhagem

germinal humana 7-27 e um segmento JH da linhagem germinal

humana JH 4b. O alinhamento da seqiéncia 2D3 VH em relacdo a

seqiéncia VH 3-33 da linhagem germinal é mostrado na figura
8. Andlise adicional da seqliéncia 2D3 VH usando o sistema
Kabat da determinacdo da regido CDR conduziu ao delineamento
das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CD3 como mostrado
na figuras 2A e 8, e nas SEQ ID NOs: le, 23 e 30,
respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia da imunoglobulina de
cadeia leve 2D3 em relacdo as seqiiéncias da cadeia leve de
imunoglobulina da linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia leve 2D3 emprega um segmento VL da
linhagem germinal humana VK L6 e um segmento JK da linhagem
germinal huﬁana JK 4. O alinhamento da seqiiéncia 2D3 VL em
relagdo a seqiéncia VK L6 de linhagem germinal é& mostrado na
figura 9. Analise adicional da sequéncia 2D3 VL usando o
sistema Kabat da determinacdo da regiéo CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3 as

mostrado nas figuras 2B e 9, e nas SEQ ID NOs: 37, 44 e 51,
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respecti&amente.

O nucleotideo e seqliéncias de aminodcido da regido
varidvel de cadeia pesada de 4H1 sdo mostrados na figura 3A
e nas SEQ ID NOs:59 e 3, respectivamente.

O nucleotideo e seqgliéncias de aminoidcido da regido
variavel de cadeia leve de 4H1 sdo mostrados na figura 3B e
nas SEQ ID NOs:66 e 10, respectivamente.

A comparagdo da seqiéncia de imunoglobulina da
éadeia pesada 4H1 em relacdo as seqliéncias da cadeia pesada
de imunoglobulina de linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou Que a cadeia pesada 4H1 utiliza um segmento VH da
linhagem germinal humana VH 3-33, um segmento D
indeterminado, e.um segmento JH da linhagem germinal humana
JH 4b. O alinhamento da seqiéncia 4H1 VH em relacdo a
segiiéncia VH 3-33 da linhagem germinal é mostrado na figura
8. Andlise adicional da séquéncia 4H1 VH usando o sistema
Kabat da determinacdo da regido CDR conduziu ao delineamento
das regides de cadeia pesada CDR1l, CDR2 e CD3 como mostrado
na figuras 3A e 8, e nas SEQ ID NOs: 17, 24 e 31,
respectivamente.

A comparagdao da seqiéncia de imunoglobulina da
cadeia leve 4H1 em relagido as seqiiéncias da cadeia leve de
imunoglobulina da linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia 4H1 leve emprega um segmento VL da
linhagem germinal humana VK L6 e um segmento JK da linhagém
germinal humana JK 1. O alinhamento da seqiéncia 4H1 VL em
relagdo a seqliéncia VK L6 de linhagem germinal é mostrado na

figura 10. Analise adicional da seqiéncia 4H1 VL usando o
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siétema Kabat da determinacdo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3
conforme mostrado nas figuras 3B e 10, e nas SEQ ID NOs: 38,
45 e 52, respectivamente.

O nucleotideo e seqiiéncias de aminodcido da regido
variavel de cadeia pesada de 5C4 s&o mostrados na figura 4A
e nas SEQ ID NO:60 e 4, respectivamente.

O nucleotideoc e seqiliéncias de aminocdcido da regido
variavel de cadeia leve de 5C4 sdo mostrados na figura 4B e
nas SEQ JJD NOs:61 e 11, respectivamente.

| A comparacao da seqléncia de imunoglobulina da
cadeia pesada 5C4 em relacdo as sequéncias da cadeia pesada -
de imunogiobulina de linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia 5C4 pesada utiliza um segmento VH da
linhagem germinal humana VH 3-33, um segmento D
indeterminado, e um Segmento JH da linhagem germinal humana
JH 4b. O alinhamento da seqiiéncia 5C4 VH em relacdo a
seqléncia VH 3-33 da linhagem germinal é mostrado na figura
8. Analise adicional da seqiiéncia 5C4 VH usando o sistema
Kabat da determinag¢do da regido CDR conduziu ao delineamento
das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CD3 como mostrado
na figuras 4A e 8, e nas SEQ JD NOs: 18, 25 e 32,
respectivamente.

A compara¢dao da seqliéncia de imunoglobulina da
cadeia leve 5C4 em relacdo as seqiiéncias da cadeia leve de
imunoglobulina da linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia leve 5C4 emprega um segmento VL da

linhagem germinal humana VK L6 e um segmento JK da linhagem
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germinal humana JK 1. O alinhamento da seqiiéncia 5C4 VL em
relagdao a seqiiéncia VK L6 de linhagem germinal é mostrado na
figura 10. Analise adicional da seqliéncia 5C4 VL usando o
sistema Kabat da determinagcdo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3
conforme mostrado na figuras 4B e 10, e nas SEQ JD NOs: 39,
46 e 53, respectivamente.

O nucleotideo e seqliéncias de aminodcido da regido
variavel de cadeia pesada de 4Al1 sdo mostrados nas figura
5A e nas SEQ ID NOs:61 e 5, respectivamente.

O nucleotideo e seqliéncias de aminoacido da regido
variavel de cadeia leve de 4A11 sdo mostrados na figura 5B e
nas.SEQ ID NOs:68 e 12, respectivamente.

A comparagdo da seqgiéncia de imunoglobulina de
cadeia pesada 4All com relagdo as seqgliéncias da cadeia
pesada de imunoglobulina "de linhagem germinal humana
conhecidas demonstrou que a cadeia pesada 4Al1l utiliza‘um
segmento VH da linhagem germinal humana VH 4-39, um segmento
D da 1linhagem germinal humana 3-9, e um segmento JH da
linhagem germinal humana JH 4b. O alinhamento da seqiiéncia
4A1l1 VH em relagdo a seqiéncia VH 4-39 da linhagem terminal
é mostrado na figura 11. Andlise adicional da seqiéncia 4Al11
VH usando o sistema Kabat da determinacdo da regido CDR
conduziu ao delineamento das regides de cadeia pesada CDRI1,
CDR2 e CD3 como mostrado na figuras 5A e 11, e nas SEQ ID
NOs: 19, 26 e 33, reépectivamente.

A comparagdo da seqiéncia de imunoglobulina da

cadeia leve 4Al1l em relagdo as seqiiéncias da cadeia leve de
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imunoglobulina da 1linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia leve 4All emprega um segmento VL da
linhagem germinal humana VK L15 e um segmento JK da linhagem
germinal humana JK 1. O alinhamento da seqiiéncia 4Al1l VL em
relagdo a seqiiéncia VK L6 de linhagem germinal é mostrado na
figura 12. Analise adicional da seqliéncia 4Al11 VL usando o
sistema Kabat da determinacdo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3
conforme mostrado nas figuras 5B e 12, e nas SEQ JD NOs: 40,
47 e 54, respectivamente.

O nucleotideo e seqiiéncias de aminoacido da regido
variavel de cadeia pesada de 7D3 sdo mostrados na figura 7A
e nas SEQ ID NOs:62 e 6, respectivamente.

O nucleotideo e seqiéncias de aminodcido da regiao
variavel de cadeia leve de 7D3 sdo mostrados na figura 7B e
nas SEQ ID NOs:69 e 13, respectivamente.

A comparagdo da seqgiéncia de imunoglobulina da
cadeia pesada 7D3 em relagdo as seqiéncias da cadeia pesada

de imunoglobulina de linhagem germinal humana conhecida

demonstrou que a cadela pesada 7D3 utiliza um segmento VH da

linhagem germinal humana VH 3—33,’ um segmento 7-27 D da
linhagem germinal humana e um segmento JH da linhagem
germinal humana JH 4b. O alinhamento da seqiiéncia 7D3 VH em
relagdao a seqiiéncia VH 3-33 da linhagem germinal é mostrado
na figura 8. Andlise adicional da seqUéhcia 1D3 VH usando o
sistema Kabat -da determinacdo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CD3

como mostrado nas figuras 6A e 8, e nas SEQ ID NOs: 20, 27 e
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34, respectivamente.

A comparacgao da seqiéncia de imunogloblina da
cadeia leve 7D3 em relacdo as seqiiéncias da cadeia leve de
imunoglobulina da linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia 7D3 leve emprega um segmento VL da
linhagem germinal humana VK L6 e um segmento JK da linhagem
germinal humana JK 4. O alinhamento da seqiiéncia 7D3 VL em
relagao a .seqiéncia VK L6 de linhagem germinal é mostrado na
figura 9. BAndlise adicional da seqiéncia 7D3 VL usando o
sistema Kabat da determinagéo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3
conforme mostrado nas figuras 6B e 9, e nas SEQ JD NOs: 41,
48 e 55, respectivamente.

O nucleotideo e seqiiéncias de aminodcido da regido
variavel de cadeia pesada de 5F4 sdo mostrados na figura 7A
e nas SEQ JD NOs:63 e 7, respectivamente.

O nucleotideo e seqliéncias de amindécido da regiao
variavel de cadeia leve de 5F4 sdo mostrados na figura 7B e
nas SEQ ID NOs:70 e 14, respectivamente.

A comparacdo da seqiéncia de imunoglobulina da
cadeia pesada 5F4 em relacido as seqliéncias da cadeia pesada
de imunoglobulina de 1linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia pesada 5F4 utiliza um segmento VH da
linhagem germinal humana VH 4-39, um segmento D da linhagem
germinal humana 3-9, e um segmeﬁto JH da linhagem germinal
humana JH 4b. O alinhamento da seqiiéncia 5F4 VH em relacédo a
seqiéncia VH 4-39 de linhagem germinal é mostrado na figura

11. Analise adicional da seqgiiéncia VH de 5F4 usando o



10

15

20

25

175

sistema Kabat da determinagdo da regido CDR conduziu ao
delineamento das regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CD3
como mostrado na figuras 7A e 11, e nas SEQ ID NOs: 21, 28 e
35, respectivamente.

A comparacao da seqiéncia de imunoglobulina da
cadeia leve 5F4 em relacdo as sequiéncias da cadeia leve de
imunoglobulina da linhagem germinal humana conhecidas
demonstrou que a cadeia leve 5F4 emprega um segmento VL da
linhagem germinal humana VK L15 e um segmento JK da linhagem
germinal humana JK 1. O alinhamento da seqiiéncia 5F4 VL emn
relagcdo a seqiiéncia VK L6 de linhagem germinal é mostrado na
figura 12. Analise adicional da seqiéncia 5F4 VL usando o
sistema Kabat da determinagdo da regido CDR conduziu ‘ao
delineamento das regiéesAde cadeia leve CDR1, CDR2 e CD3
conforme mostrado nas figuras 7B e 12, e na SEQ ID NOs: 42,
49 e 56, respectivamente.

EXEMPLO 3: Caracterizacgéo da Especificidade do

Ensaio e Cinética do Ensaio de Anticorpos Monoclonais

Humanos Anti-PD-1

Nesse exemplo, a afinidade de ligacdo e cinética
de ligacdo dos anticorpos anti-PD-1 foram examinadas por
anadlise Biacore. A especificidade de ligacdo e competicéio
cruzada foram examinados como citometria de fluxo.

Afinidade e cinética de ligacgao

Anticorpos asnti-PD-1 foram caracterizados por
afinidades e cinética de ligagdo por anédlise Biacore
(Biacore AB, Uppsala, Suécia). A proteina de fusdo PD-1

humana recombinante purificada foi covalentemente ligada a
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um chip CM5 (chip revestido com carbdéxi metil dextrano)
atraveés de aminas priméarias, empregando quimica de
acoplamento de amina padrdo e kit fornecido pela Biacore. A
ligagao foi medida por fluxo de anticorpos no tampdo HBS EP
(provido pela Biacore AB) a uma concentracdo de 267 nM em
uma razdo de fluxo de 50 pug/min. A cinética de associacdo de
anticorpo-antigeno foi seguida por 3 minutos e a cinética de
dissociacgdo foi seguida por 7 minutos. As curvas de
associagdo e dissociagdo foram ajustadas para um modelo de
ligagdo 1:1 Langmuir usando software BIAevaluation (Biacore
AB). Para minimizar os efeitos de avidez na estimativa das
constantes de ligacdo, apenas o segmento inicial dos dados
correspondendo as fases de associagdo e dissociacdo foram
usados para ajuste. Os valores Kp, Kon e Koer que foram
determinados s&o mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Dados de liga¢do Biacore para anticorpos

monoclonais humanos PD-1.

Namero da Identificacgdo | Afinidade K, x Razdo Razdo
Amostra da Amostra 107° (M) Aumentada Ky, diminuida
x 10° (1/Ms) Kogs x 107

1l/s

1 17D8 0,16 2,56 0,45

2 2D3 1,20 3,77 4,52

3 4HI 5,46 3,15 1,72

4 5C4 0,73 4,32 3,15

5 4A11 0,13 0,76 0,099

6 7D3 2,49 18,2 4,54

7 5F4 2,91 8,74 2,54
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Especificidade de ligacgdo por citometria de fluxo

Linhagens de células de ovario de hamster chinés
(CHO) que expressam PD-1 humano recombinante na superficie
da célula foram desenvolvidas e usadas para determinar a
especificidade dos anticorpos monoclonais humanos PD-1 por
citometria de fluxo. Células de CHO foram transfectadas com
plasmideos de expressdo contendo formas de transmembrana
codificando DNAc de comprimento pleno de PD-1. A ligacdo de
anticorpos monoclonais humanos anti-PD-1 5C4 e 4H1 foi
avaliada por incubag¢do das células transfectadas com os
anticorpos monoclonais humanos anti-PD-1 a uma concentracdo
de 20 pg/mL. As células foram lavadas e a ligacdo foi
detectada com IgG Ab anti-humano marcado com FITC. Andlises
citométricas de fluxo foram realizadas usando citometria de
fluxo FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA) . Os
resultados sdao ilustrados nas figuras 13A (5C4) e 13B (4H1).
Os anticorpos monoclonaié humanos anti-PD-1 ligados as
células de CHO transfectaram com PD-1 porém ndo com relacdo
as células de CHO que nao foram transfectadas com PD-1.
Esses dados demonstram a especificidade dos anticorpos
monoclonais humanos anti-PD-1 para PD-1.

Especificidade de ligagdo por ELISA contra outros

elementos da familia CD28

Uma comparag¢do da ligagdo de anticorpos anti-PD-1
aos elementos da familia CD28 foi realizada por ELISA padrio
empregando quatro elementos diferentes da familia CD28 para
examinar a especificidade de ligacdo a PD-1.

As proteinas de fusdo dos elementos da familia
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CD28, 1ICOS, CTLA-4 e CD28 (R&D Biosystems) foram testadas
quanto a ligagdo contra anticorpos monoclonais humanos anti-
PD-1 17D8, 2D3, 4Hl1, 5C4 e 4All. Os procedimentos ELISA
padraoc foram realizados. Os anticorpos monoclonais humanos
anti-PD-1 foram adicionados a uma concentracdo de 20 pg/mL.
Anticorpo policlonal de IgG anti-humana de cabra (especifico
da cadeia capa) conjugado com peroxidase de rédbano silvestre
(HRP) foi usado como anticorpo secunddrio. Os resultados s&o
mostrados na figura 14. Cada um dos anticorpos monoélonais
humanos anti-PD-1 17D8, 2D3, 4H1, 5C4, 4All, 7D3 e 5F4 se
ligou com alta especificidade ao PD-1, porém ndo aos outros
elementos da familia CD28.

EXEMPLO 4: Caracterizagdo de ligacdo do anticorpo

anti-PD-1 ao PD-1 expresso na superficie das células humanas

e de macaco

Anticorpos anti;PD—l foram testados quaﬂto a
ligagdo as células. expressando PD-1 em sua superficie de
célula por citometria de fluxo.

Células T humanas ativadas, células mononucleares
de sangue periférico de macaco (PBMC) e <células CHO
transfectadas com PD-1 foram testadas cada uma quanto a
ligagdo ao anticorpo. As células T humanas e PBMC de
Cynomolgus foram ativadas por - anticorpo anti-CD3 pafa
induzir expressdo de PD-1 nas células T antes da ligacdo a
um antiCorpo monoclonal anti-PD-1 humano. A ligacdo dos
anticorpos monoclonais humanos anti-PD-1 5C4 e 4H1 foi
avaliada por incubacdo das células transfectadas tanto com

IgGl quanto IgG4 dos anticorpos monoclonais humanos anti-PD-
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1 em concentracdes diferentes. As células foram lavadas e a
ligagdo foi detectada com uma IgG Ab anti-humana marcada com
FITC. Andlises citométricas de fluxo foram realizadas usando

uma citometria de fluxo FACScan (Becton Dickinson, San Jose,

CA). Os resultados sdo mostrados nas figuras 15A (células T
humana ativadas), 15B (PBMC de macaco Cynomolgous) e 15C
(células de CHO transfectadas com PD-1). Os anticorpos

monoclonais anti-PD-1 5C4 e 4H1 se 1ligam as células T
humanas ativadas, PBMCs de macaco ativados e células CHO
transfectadas com PD-1 humano, conforme medido pela
intensidade fluorescente média (MFI) da coloracdo. Esées
dados demonstram que anti-PD-1 de HuMAbs se liga a ambos PD-
1 de superficie de célula de macaco Cynomolgus e humano.

EXEMPLO '5: Efeito de anticorpos anti-PD-1 humanos

na proliferagdo celular e producdo de citocina em uma Reacdo

de Linfécito Mista

Uma reacdo de linfdécito mista foi empregada para
demonstrar o efeito de bloqueio da via de PD-1 as células
efetoras de linfdécito. Células T no ensaio foram testadas
quanto a proliferacdo, secregdo de IFN-gama e secrecdo de
IL-2 na presenga ou auséncia de um anticorpo anti-PD-1 de
HuMADb.

As células T humanas foram purificadas ‘de PBMC
usando uma coluna de enriquecimento de célula T humana CD4+
(R&D Systems) . Cada cultura continha 10° células T
purificadas e 10° células dendriticas alocgénicas em um
volume total de 200 ML. Anticorpo monoclonal anti-PD-1 5C4,

4H1, 17D8, 2D3 ou uma porcado de fragmento Fab de 5C4 foi
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adicionada a <cada cultura em concentracdes de anticorpo
diferentes. Ndo foi usado anticorpo ou anticorpo de controle
de isotipo como um controle negativo. As células  foram
cultivadas por 5 dias a 37°C. Apds o dia 5, 100 pL de meio
foram retirados de cada cultura para medigdo da citocina. Os
niveis de IFN-gama e outras citocinas foram medidos usando
kits OptEIA ELISA (BD Biosciences). As células foram
marcadas com 3H-timidina, cultivadas por mais 18 horas e
analisadas quanto a proliferacéo celulaf. Os resultados sdao
mostrados na figuras 16A (proliferacdo de célula T), 16B
(secre¢cdo de IFN-y) e 16C (secrecdo de IL-2). Os aﬁticorpos
monoclonais humanos anti-PD-1 promoveram proliferacido de
célula T, secregdo de IFN-gama e secrecdo de IL-2 em um modo
dependente da concentracédo. O fragmento Fab de 5C4 também
promoveu a proliferacdo da célula T, secrecdo de IFN-gama e
secregao de IL-2 em um modo dependente da concentracdo. Em
contraste, culturas contendo o anticorpo de controle de
isotipo ndo mostraram um aumento na proliferacdo de célula
T, IFN-gama ou secrecdo de IL-2.

EXEMPLO 6: Bloqueio de unido de ligante ao PD-1

por anticorpos anti-DP-1 humanos

Anti-PD-1 de HuMAbs foi testado quanto a
capacidade de bloquear unido dos ligantes PD—Ll e PD-L2 a
PD-1 expresso nas células CHO transfectadas por emprego e
ensaio de citometria de fluxo.

As células de CHO expressando PD-1 foram suspensas
em,'tampéo FACs (EBS com soro bovino fetal a 4%). VArias

concentra¢gdes de anti-PD-1 de HuMAbs 5C4 e 4H1 foram
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adicionadas & suspensdo de célula e incubadas a 4°C por 30
minutos. O anticorpo ndo ligado foi lavado e tanto proteina
de fusdao PD-L1 marcada com FITC ou proteina de fusdo PD-L2
marcada com FITC foi adicionada aos tubos e incubada a 4°C
por 30 minutos. Andlises citométricas de fluxo foram
reélizadas usando um citémetro de fluxo FACScan (Bectn
Dickinson, San Jose, CA). Os resultados sdo ilustrados nas
figuras 17A (bloqueio de PD-L1) e 17B (bloqueio de PD-L2).
Os anticorpos monoclonais anti—PD;l 5C4 e 4H1 bloquearam a
ligagdo de PD-L1 e PD-L2 as células CHO transfectadas com
PD-1 humano, conforme medido pela intensidade fluorescente
média (MFI) de coloragdo. Esses dados demonstram que anti-
PD-1 de HuMAbs blogqueia a unido do ligante (ambds PD-L1 e
PD-L2) em relacdo ao PD-1 na superficie celular.

EXEMPLO 7: Efeito de anticorpos anti-PD-1 humanos

na liberacdo de citocinas em sangue humano

| O anti-PD-1 de HuMAbs foi misturado com sangue
integral fresco humano a fim de determinar se o anti-PD-1 de
HuMAbs sozinho estimulou a liberagdo de determinadas
citocinas das células sangliiineas humanas.

500 UL de sangue integral humano fresco
heparinizado foram adicionados a cada pogo. Tanto 10 pg ou
100 pg de anti-PD-1 de HuMAb (4H1 ou 5C4, o ultimo sendo um
isotipo IgGl ou IgG4) foram adicionados a cada poc¢o. Alguns
pocos foram incubados com o anticorpo anti-CD3 como um
controle positivo ou um anticorpo IgGl humano ou IgG4 como
controle negativos combinados com isotipo. As células foram

incubadas a 37°C tanto em 6 quanto em 24 horas. As células
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foram giradas e o plasma foi colétado para medicdo das
citocinas IFN-gama, TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-
12 usando um ensaio de fileira de microesfera citométrica de
citocina (BD Biosciences). A concentracdo de cada citocina
(pg/mL) é mostrada nas tabelas 3a, com uma incubacdo de 6
horas e 3b com uma incubacdo de 24 horas a seguir. Os
resultados mostram que o tratamento com os antibiéticos de
anti-PD-1 humano, 5C4 e 4H1 sozinhos nd3o estimulou as
células sangiiineas humanas va liberarem qualquer uma das
citocinas IFN-gama, TNF-alfa, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-

12.

Tabela 3a: Produgdao de citocina seguindo-se

incubacdo de 6 horas

Ab IFN-gama TNF-alfa IL-10 IL-6 IL-4 IL-2
(pg/ml) (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
Ndo Ab 12,3 2 3 5 3,6 1,9
10 mg/ml 5000 : 530 82,6 510,14 37,2 467,9
anti-CD3
100 mg/ml 5000 571 91,3 530 43,9 551,5
anti-CD3
10 mg/ml 7 1,8 2,8 4,4 2,6 1,5
hIgCl
100 mg/ml 0 2,2 2,7 [9) 2,0 1,4
hIgGl |
10 mg/ml 5,4 1,4 2,5 4,5 2,1 1,3
hIgG4
100 mg/ml 6,4 2,3 3 32,6 2,9 1,4
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hIgG4
10 mg/ml 6,2 1,8 2,4 4,1 2,8 1,6
4H1
100 mg/ml 11,8 2 2,6 3,5 2,6 1,7
4H1
10 mg/ml 4,2 1,6 2,3 3,9 2,5 1,3
5C4 IgGl
100 mg/ml 0 1,4 2,2 3,6 2,1 1,2
5C4 IgG1
10 mg/ml 8,3 2,5 1,9 4,8 1,6 1,5
5C4 IgG4
100 mg/ml 3,6 1,7 2,4 . 3,9 2,3 1,5
5C4 IgG4

Tabela  3b: Produgcdo de citocina seguindo-se

incubacdo de 24 horas

Ab IFN-gama TNF-alfa IL-10 IL-6 IL-4 IL-2
(pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/ml)
Ndo Ab 11,2 2 6,1 5,9 2,6 1,7
10 mg/ml 5000 565,9‘ 432 5000 64,5 1265, 3
anti-CD3
100 mg/ml 5000 535 461 5000 73,8 1334, 9
anti-CD3
10 mg/ml 0 0 0 0 0 0
hIgCl
100 mg/ml 11,5 1,7 7,9 60,8 2,9 1,5
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hIgGl

10 mg/ml 24,6 3,1 8,3 63,4 3,1 2,3

hIgG4

100 mg/ml 11,2 1,8 8 27,7 3,1 2,4

hIgG4

10 mg/ml 27,3 2,9 8 13,9 5,3 2,6

4H1

100 mg/ml 17,5 2,5 4,4 7 4 2,1

4H1

10 mg/ml 9,1 2 7,6 68,5 3,5 1,8

5C4 IgGl

100 mg/ml 12,9 1,9 6,1 25,3 2,9 1,7

5C4 IgGl

10 mg/ml 14 1,9 4,4 3,3 2,6 1,9

5C4 IgG4

100 mg/ml 0 0 0 0 0 0

5C4 IgG4

EXEMPLO 8: Efeito dos anticorpos anti-PD-1 na

apoptose das células T

O efeito dos anticorpos anti-PD-1 na inducdo da
apoptose das células T foi medido usando um teste de
coloracd&o com anexina V.

As células foram cultivadas em uma reacdo de
linfécito misto, conforme descrito acima no Exemplo 5. O
anticorpo anti-PD-1, 5C4, foi adicionado ao tubo a uma
concentracdo de 25 pg/mL. Um anticorpo ndo especifico foi

usado como um controle. Anexina V e iodeto de propidio foram
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adicionados de - acordo com o protocolo padréo (BD
Biosciences). A mistura foi incubada por 15 minutos no
escuro a temperatura ambiente e entdo analisada quanto ao
uso do citdmetro de fluxo FACScan (Becton Dickinson, San
Jose, CA). Os resultados sdo mostrados na figura 18. O
anticorpo anti-PD-1, 5C4, ndo teve efeito na apoptose da
célula 'T.

EXEMPLO 9: Efeito dos anticorpos anti-PD-1 na

secrecao de citocina por células PBMC estimuladas por virus

de um doador positivo de virus

Nesse exemplo, as células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) de um doador positivo para CMV foram
isoladas e expostas a ﬁm lisado de CMV na presenca ou
auséncia de anticorpos anti-PD-1 para examinar o efeito dos
anticorpos na secrecdo de citocina simulada por antigeno.

2 x 10° PMBCs humanas de um doador positivo de CMV
foram cultivadas em um volume total de 200 pL e adicionadas
a cada pog¢a juntamente com um lisado de células infectadas
por CMV. Anti-PD-1 de HuMAb 5C4 foi adicionado a cada poca
em varias concentragdes por 4 dias. Apds o quarto dia, 100
UL de meio foram retirados de cada cultura para medicdo da
citocina. O nivel de IFN-gama foil medido usando kits OptEIA
ELISA (BD Bioéciences). As células foram marcadas com °H-
timidina, cultivadas por mais 18 horas e analisadas quanto a
proliferacdo celular. A proliferacdo celular foi analisada
usando o reagente Cell Titer-Glo (Promega). Os resultados
sdo mostrados na figura 19. O anti-PD-1 de HuMaB 5C4

aumentou a secrecdo de IFN gama em uma maneira dependente da
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concentragéo. Esses resultados mostram que anti-PD-1 de
HuMAbs pode estimular a liberacdo de IFN-gama em uma memdbria
de resposta de célula T a partir de <células PBMC
anteriormente estimuladas contra um antigeno.

EXEMPLO 10: Efeito do anticorpo anti-PD-1 na

resposta de anticorpo secundaria ao antigeno

Camundongos foram imunizados e desafiados
novamente com um antigeno T1 (DNP-Ficoll) e também tratados
coﬁ um anticorpo PD-1 anti-camundongo de rato, ou um
anticorpo de controle para examinar o efeito do anticorpo
anti-PD-1 nas.titulagées de anticorpo.

Fémeas de camundongos C57BL6 foram divididas em
dois grupos com 6-camundongos/grupo. Um grupo foi tratado
com uma IgG de rato de controle e o outro com um anticorpo
PD-1 anti-camundongo de rato. Os camundongos foram
imunizados com 5 ug de DNP-Ficoll (um antigeno T1l) em 50 pL
de CFA por i.p. no dia 0. Tanto o anticorpo da IgG do rato
de controle ou o anticorpo mPD-1 de rato (200 pg/camundongo)
foi fornecido por i.p. nos dias -1, 0 e 2. Quatro semanas
mais tarde, os camundongos foram desafiados novamente com 5
pg de DNP-Ficoll em 50 pg IFA por i.p. no dia 0. Anticorpo
anti-mPD-1 de rato ou anticorpo de controle (200
pg/camuﬁdongo) foi fornecido por i.p. nos dias 0 e 1. As
titulagdes de anticorpo foram medidas por ensaio ELISA
padréo no dia 7 apds o reforgco. Os resultados s3io mostrados
né Tabela 4 abaixo. No camundongo'tratado com o anticorpo
anti-mPD-1, ambos isotipos de IgM e IgG3 mostram o maior

aumento na titulacdo seguindo-se o desafio com o antigeno de
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T1, ém comparagcadao aos camundongos tratados com um anticorpo
de controle. Esses resultados demonstram que o tratamento
anti-PD-1 pode aumentar as titulagdes de anticorpo em
resposta ao antigeno T1.

Tabela 4: Resposta secunddria de murino seguindo-

se o tratamento com anticorpo anti-PD-1

Isotipo de Grupo de Anticorpo PD-1 Valor P
Anticorpo Controle anti-camundongo
de rato
IgM 606 1200 0,026
I1gG 9 15,55 0,18
IgGl 1,2 1,1 0,83
IgG2b 5,05 9,26 0,18
IgG3 21,9 81,2 0,03

*Os resultados mostrados s&o a concentracdo média do isotipo do

anticorpo (pg/mL).

EXEMPLO 11: Tratamento do modelo tumoral in vivo

usando anticorpos anti-PD-1

Os camundongos implantados com um tumor
cancerigeno foram tratados in vivo com anticorpos anti-PD-1
para examinar o efeito in vivo dos anticorpos no crescimento
do tumor. Foi wusado um anticorpo anti-CTLA-4 como um
controle positivo, uma vez que tais anticorpos mosfraram
inibir o crescimento do tumor'in vivo.

Nesse experimento, o anticorpo anti-PD-1 usado era

um anticorpo PD-1 anti-camundongo de rato gerado usando
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técnicas laboratoriais Dbem conhecidas. Para gerar o
anticorpo anti-PD-1 de rato, os ratos foram imunizados com
células de camundongo transfectadas para expressar uma
proteina de fusdo de PD-1 de camundongo recombinante (R&D
Systems numero do catalogo 1021-PD) e anticorpos monoclonais
foram <classificados para ligagdo ao antigeno PD-1 de
camundongo por ensaio ELISA. As regides V de anticorpo anti-
PD-1 de rato foram entdo ligadas recombinantemente a uma
regido constante de IgGl de murino wusando técnicas de
biologia molecular e reclassificados para ligacdo ao PD-1 de
cémundongo por ELISA e FACS. O anticorpo PD-1 anti-
camundongo de rato quimérico usado aqui é referido como 4H2.

Para estudos de tumor, camundongos AJ fémea entre
6-8 semanas de vida (Harlan Laboratories) foram
aleatorizados por peso em 6 grupos. Os camundongos foram
implantados subcutaneamente no flanco direito com 2 x 10°
células de fibrosarcoma SAl/N dissolvidas em 200 pL de meid
os DMEM no dia 0. Os camundongos foram tratados com veiculo
PBS, ou anticorpos em 10 mg/kg. Os animais foram dosados por
inje¢do intraperitoneal com aproximadamente 200 uL de
anticorpo contendo PBS ou veiculo nos dias 1, 4, 8 e 11.
Cada grupo continha 10 animais e os grupos consistiam em: i)
um grupo veiculo, ii) IgG de camundongo controle, iii) IgG
de hamster de controle, iv) anticorpo CTLA-4 anti—éamundongo
de hamster e v) o anticorpo anti-PD-1 quimérico 4H2. Os
camundongos foram contfolados duas vezes por semana quanto
ao crescimento do tumor por aproximadamente 6 semanas.

Usando um calibrador eletrdénico, os tumores foram medidos
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tridimensionalmente (altura x largura  x comprimento) e o
volume do tumor foi calculado. Os camundongos sofreram
eutanadsia quando os tumores alcancaram o ponto final do
tumor (1.500 mm®*) ou mostraram perda de peso superior a 15%.
Os resultados sdo mostrados na figura 20. O anticorpo anti-
PD-1 se estendeu ao tempo médio para alcancar o volume de
ponto final de tumor (1.500 mm3®) a partir de ~25 dias nos
grupos de controle até ~40 dias. Assim, o tratamento com um
anticorpo anti-PD-1 tem um efeito inibidor direto in vivo no
crescimento do tumor.

EXEMPLO 12: Geracado do Anticorpo Anti-PD-1

Quimérico 4H2 (Rato-Camundongo)

Os anticorpos PD-1 de camundongo contra anticorpo
monoclonal de rato (anti-mPD-1 de rato) foram gerados de
ratos imunizados com proteina de fusdo mPD-1-hFc usando
métodos de produgcdo de hibridoma padrdo (vide Kohler e
Milstein (1975) Nature 256:495; e Harlow e Lane .(1988)
Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor New York). Oito
hibridomas foram subclonados e os anticorpos foram isolados
e classificados quanto a sua capacidade de bloquear a
ligagao de PD-L2 de camundongo (mPD-L2) ao mPD-1. VArios
anticorpos anti-mPD-1 capazes de bloquear ligacdo de mPD-L2
ao mPD-1 foram identificados (vide, por exemplo, atividade
de 4H2, figura 41) e a afinidade de ligacdo de varios desses
anticorpos a proteina de fusado mPD-1-Fc foi determinada por
ELISA (figura 42).

0 anticorpo 4H2 .B3 foi adicionalmente
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caracterizado, sendo referido intercambiavelmente agqui como
"4H2". As células CHO expressando PD-1 de camundongo foram‘
construidas e incubadas com anticorpo 4H2 anti-mPD-1 a uma
concentracdo variando de 200 pg/mL a 0,012 pg/mL para
determinar a afinidade de ligagdo de 4H2 ao PD-1. A ligacao
do anticorpo anti-mPD-1 as células CHO expressando PD-1 foi
detectada por incubagdo com IgG anti-rato de Dburro,
conjugada com FITC e medida por FACS. O anticorpo anti-mPD-1
tinha uma ECsg (concentracao 50% eficaz) de cerca de 0,38 ug
(figura 43) e uma Kp de 4,7 x 107° M. Para examinar a
inibicdoc da ligagdo de PD-L1 ao PD-1, o mesmo ensaio foi
realizado, exceto que as células foram também incubadas com
0,16 pg de proteina e fusdo mPD-L1-hFc, entdo ligacdo de PD-
L1 as <células CHO .expressando PD-1 foi detectada por
incubagcdo com IgG anti-humana de cabra (especifica Fc),
conjugada com FITC e medindoc o sinal de ligacdo FACS (MFI,
intensidade de fluorescéncia média). O anticorpo anti-mPD-1
tinha uma ECso de cerca de 0,72 pg (figura 44) .

Para uso nos modelos de tumor de camundongo, anti-
mPD-1 de rato 4H2 precisou ser modificado de modo que o
sistema imune do camundongo ndo neutralizasse o anticorpo
imunoterapéutico (isto é, de modo que o anticorpo tivesse
farmacocinéticas melhores) e evitasse a citotoxicidade -
celular dependente de anticorpo (ADCC) por reducdao das
interacdes do receptor Fc (isto é, assim blogueio por anti-
PD-1 seria avaliado como sendo comprometido por efeitqs
ADCC). O anticorpo anti-mPD-1 de rato original, 4H2, foi

determinado como sendo um isotipo IgG2a de rato.
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Conseqglientemente, a porgdeo Fc do anticorpo 4H2 foi
substituida por uma porcdo Fc de um isotipo IgGl de
camundongo. Usando o ensaio descrito acima, foi verificado
que a afinidade de ligagdo de 4H2 gquimérico de camundongo de
rato a mPD-1 era comparavel a do anticorpo anti-mPD-1 de
4H2 .B3 de rato (figura 45). De modo semelhante, a inibicdo
da ligag¢do de PD-L1 para PD-1 era comparavel a ambos
anticorpos (figura 46). Assim, o anticorpo anti-mPD-1 4H2
quimérico de camundongo de rato foi usado para examinar a
eficdcia terapéutica de anti-PD-1 em combinacdo com anti-
CTLA-4.

EXEMPLO 13: Eficacia In ‘'vivo da Terapia de

Combinacéo (Anticorpos anti-CTLA-4 e anti-PD-1) no

Estabelecimento e Crescimento do Tumor

Células cancerigenas coloretais MC38 (PD-L17)
(disponiveis na Dr. N. Restifo, National Cancer Institute,
Bethesda, MD; ou Jeffrey Schlom, Natibnal Institutes of
Health, Bethesda, MD) foram implantadas em camundongos
C57BL/6 (2 x 10° células/camundongo}. No dia 0 (isto é, no
dia em que as células MC38 foram implantadas nos
camundongos), cada um dos quatro grupos de 10 camundongos
recebeu injecdo intraperitoneal (IP) com um dos que se
seqguem: 1) IgG de camundongo (controle), 2) anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (CTLA-4 anticamundongo de
camundongo, obtida a J. Allison, Memorial Sloan-Kettering
Cancér Center, New York, NY), 3) anticorpo monoclonal anti-

PD-1, 4HZ2 (anticorpo quimérico onde PD-1 anti-camundongo de

rato foi modificado com uma regido Fc de camundongo,



10

15

20

192

conforme descrito no Exemplo 6) ou 4) anticorpo anti-CLTA-4,
9 D9 e anticorpo anti-PD-1, 4H2. As injegdes de anticorpos
foram entdo administradas adicionalmente nos dias 3, 6 e 10.
Os tratamentos com anticorpo simples foram dosados a 10
mg/kg e a combinagdo de anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo
anti-PD-1 foi dosada a 5 mg/kg de cada anticorpo (isto &, 10
mg/kg de anticorpo total). Usando um calibrador eletrénico,
os tumores foram medidos tridimensionalmente (altura x
largura x comprimento) e o volume do tumor foi calculado. Os
camundongos sofreram eutandsia quando os tumores alcancaram
o ponto final do tumor. Os resultados sd8o mostrados na
Tabela 5 e figura 21.

Tabela 5: Porcentagem de Camundongos Sem Tumor

Seguindo Tratamento com Anti-PD-1 e/ou anti-CTA-4

Tratamento Total de camundongos Camundongos sem
estudédos tumor (%)
mIgGl 10 0
Anti-CTLA-4 10 1(10)
Anti-PD-1 10 3(30)
AAnti—CTLA—4 + anti-PD-1 10 6(60)

Oito camundongos no grupo IgG alcangaram o ponto
final de tumor por volta do 30° dia e dois camundongos
(86066 e 87260) no giupo IgG tiveram tumores ulcerados
(figura 21A). No grupo de anticorpo anti-CTLA-4 sozinho,
sete camundongos alcangaram o ponto final do tumor por volta

do 60° dia, um camundongo teve um tumor ulcerado (84952), um
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camundongo teve um tumor com um volume inferior a 1.500 mm?3
(85246) e um camundongo nao teve tumor (86057) (figura 21B).
No grupo de anticorpo anti-PD-1 sozinho, seis camundongos
alcangaram o ponto final de tumor por volta do 60° dia, um
camundongo teve um tumor ulcerado (86055) e trés camundongos
ndo apresentaram tumor (84955, 85239 e 86750) (figura 21C).
No grupo de combinacdo de anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo
anti-PD-1, quatro camundongos alcangaram o ponto final do
tumor por volta do 40° dia e seis ndo apresentaram tumor
(84596, 85240, 86056, 86071, 86082 e 86761) (Figura 21D).

A figura 22 mostra que o volume médio do tumor
medido no dia 21 era de cerca de 2.955 mm?® para o grupo de
controle de IgG; cerca de 655 mm® para o grupo de anticorpo
CTLA-4 soczinho, cerca de 510 mm® para o grupo do anticorpo
PD-1 sozinho e cerca de 280 mm® para o grupo de combinacdo
do anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1. A figura 23
mostra que o volume médio de tumor medido no dia 21 era de
cerca de 2.715 mm?® para o grupo IgG; cerca de 625 mm*® para o
grupo de anticorpo CTLA-4 sozinho; cerca de 525 mm?* para o
grupo de anticorpo PD-1 'sozinho; e cerca de 10 mm® para o
grupo de combinag¢do de anticorpo CTLA-4 e PD-1 (e para baixo
para 0 mm?® no dia 32).

Esse estudo indica que, no modelo de tumor de
murino, ©0 tratamento com anticorpo CTLA-4 sozinho e
tratamento com anticorpo PD-1 sozinho teve um efeito modesto
no crescimento do tumor e que o tratamento de combinacido de
anticorpo CTLA-4 e PD-1 teve um efeito significativamente

maior no crescimento do tumor. E interessante observar gue o
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tratamento de combinacdo com anticorpo CTLA-4 e anticorpo
PD-1 teve um efeitos mais significativo no crescimento do
tumor em uma dose de 5 mg/kg de cada anticorpo, em
comparagdao ao efeito de cada anticorpo sozinho, quando cada
um é administrado em uma dose maior de 10 mg/kg.

EXEMPLO 14: Eficdcia In vivo da Terapia de

Combinacéao (Anticorpos anti-CTLA-4 e anti-PD-1) no

Crescimento do Tumor Estabilizado

Células cancerigenas coloretais MC38 (PD;LlW
foram implantadas em camundongos C57BL/6 (2 x 10°
células/camundongo) por um tempo suficiente (cerca de 6 a 7
dias) para permitir a formagdo dos tumores. No dia 6 apds o
implante (dia-1), as medig¢des do tumor foram realizadas e os
camundongos classificados aleatoriamente, com base no volume
médio do tumor (cerca de 250 mm®*), em 11 grupos para terapia
subseqiiente com anticorpo. No dia 0 (isto é, uma semana apds
as células MC38 terém sido implantadas), os camundongos
receberam injecdo IP com: 1) IgG de camundongo (controle),
2) anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9, 3) anticorpo
monoclonal anti-PD-1, 4H2, ou 4) anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, 9D9 e anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2, a uma
concentragdo de 10 mg/kg por camundongo. As 1injecdes de
anticorpos foram também administradas adicionalmente nos
dias 3, 6 e 10. As composigdes de anticorpo monoclonal
usadas tinham niveis baixos de endotoxina e ndo agregaram
significativamente. Usando um calibrador eletrénico, os
tumores foram medidos tridimensionalmente (altura x largura

x comprimento) e o volume do tumor foi calculado. As
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medi¢gdes foram realizadas no dia 0 (tumores no comegoido
tratamento tinham um volume de cerca de 125 mm3®) e nos dias
3, 6, 10, 13, 17 e 20 apds injecdo de anticorpo. Os
camundongos sofreram eutandsia quando os tumores alcancaram
o ponto final do tumor (um volume de tumor especifico, tal
como, de 1.500 mm* e/ou quando os camundongos mostraram
perda de peso maior a cerca de 15%).

Todos onze camundongos no grupo IgG alcancaram o
ponto final de tumor por volta do 17° (figura 24Aj. No grupo
de anticorpo anti-CTLA-4 sozinho, sete dos onze camundongoé
alcancaram o ponto final do tumor por volta do 12° dia.
(figura 24B). No grupo de anticorpo anti-PD-1 sozinho,
quatro camundongos alcancaram o ponto final de tumor por
volta do 13° dia e dois camundongos ndo apresentaram tumor
(figura 24C). No grupo de combinacdo de anticorpo anti-CTLA-
4 e anticorpo anti-PD-1, um camundongo alcangou o ponto
final do tumor por volta do 45° dia e nove camundongos ndao
apresentaram tumor por volta do dia 45 (figura 24D).

A figura 25 mostra que o volume médio do tumor
medido no dia 10 era de cerca de 1.485 mm?® para o grupo de
controle de IgG; cerca de 1010 mm® para o grupo de anticorpo
CTLA-4 sozinho, cerca de 695 mm® para o grupo do anticorpo
PD-1 sozinho e cerca de 80 mm* para o grupo de combinaééo do
anticorpo anti-CTLA-4 e anticorpo anti-PD-1. A figura 26
mostra que o volume médio de tumor medido no dia 10 era de
cerca de 1.365 mm?® para o grupo IgG; cerca de 1060 mm?® para
o grupo de anticorpo CTLA-4 sozinho; cerca de 480 mm?® para o

grupo de anticorpo PD-1 sozinho; e cerca de 15 mm?® para o
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grupo de combinacdo de ahticorpo CTLA-4 e PD-1 (qﬁe estava
abaixo de 0 mm®* no dia 17).

Esse estudo indica que, em um modelo de tumor de
murino, o tratamento com a combinacdo do anticorpo CTLA-4
com anticorpo PD-1 teve um efeito significativamente maior
no crescimento do tumor em relacdo a cada anticorpo sozinho,
mesmo quando o tumor‘jé estava bem estabelecido.

EXEMPLO 15: Titulagdo de Dose da Terapia de

Combinacao (Anticorpos anti-CTLA-4 e anti-PD-1) no

Crescimento do Tumor Estabelecido

Células cancerigenas coloretais MC38 (PD—LlW
foram - implantadas em camundongos C57BL/6 (2 X 10°
células/camundongo) por um tempo suficiente (cerca de 6 a 7
dias) para permitir a formacdo dos tumores, conforme
descrito no Exemplo 3. Grupos de 10 camundongos receberam
injegdes IP nos dias 0, 3, 6 e 10 como se segue: Grupo (A)
IgG de cémundongo (controle, 20 mg/kg), Grupo (B) anticorpo
monoclonal de anti-PD-1, 4H2 (10 mg/kg) e IgG de camundongo
(10 mg/kg), Grupo (C) anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9
(10 mg/kg) e IgG de camundongo (10 mg/kg), Grupo (D)
anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (10 mg/kg) e anticorpo
monoclonal anti-PD-1, 4H2 (10 mg/kg), Grupo (E) anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, -9D9 (3 mg/kg) e anticorpo monoclonal
anti-PD-1 (3 mg/kg) ou Grupo (F) anticorpo monoclonal anti-
CLTA-4, 9D9 (1 mg/kg) e anticorpo monoclonal anti-PD-1 (1
mg/kg) . Usando um calibrador eletrdénico, os tumores foram
medidos tridimensionalmente (altura x largura x comprimento)

e o volume do tumor foli calculado. As medicbdes foram
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realizadas no comeco do tratamento (isto é} no dia 0 os
tumores tinham um volume médio de cerca de 90 mm®) e nos
dias 3, 6, 10, 13, 17 e 20 apds tratamento com anticorpo. Os
camundongos sofreram eutandsia quando os tumores alcancaram
o ponto final do tumor (um volume de tumor especifico, tal
como, de 1.500 mm® e/ou quando os camundongos mostraram
perda de peso maior a cerca de 15%).

A figura 27A mostra que todos os 10 camundongos de
controle alcangaram um ponto final de tumor. A figura 27B
mostra que o grupo tratado com 10 mg/kg de anticorpo anti-
PD-1 (Grupo B) tinha 6 camundongos gque alcanqéram o ponto
final do tumor e 4 camundongos tinham um volume de cerca de
750 mm?® ou menos. A figura 27C mostra que o grupo‘tratado
com 10 mg/kg de anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo C) teve 3
camundongos que alcancaram o ponto final do tumor e 7
camundongos com tumores possuindo um volume de cerca de
1.000 mm?* ou menos. A figura 27D mostra que o grupo tratado
com uma combinag¢do de 10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com 10
mg/kg de anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo D) teve 2 camundongos
com tumores possuindo um volume de cerca de 1.000 mm?® ou
menos e B8 camundongos que ndo apresentaram tumor. A figura
27E mostra que o grupo tratado com uma combinag¢do de 3 mg/kg
de anticorpo anti-PD-1 com 3 mg/kg de anticorpo anti-CTLA-4
(Grupo E) teve um camundongo que alcangou o ponto final do
tumor, 7 camundongos com tumor possuindo um valor de cerca
de 500 mm®* ou menos e 2 camundongos que ndo apresentaram
tumor. A figura 27F mostra que o grupo tratado com uma

combinacdo de 1 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com 1 mg/kg de
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anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo F) tevé 4 camundongos que
haviam alcangado o ponto final do tumor, 5 camundongos com
tumores possuindo um volume de 1.100 mm®* e um camundongo que
nao apresentou tumor.

As figuras 27G e 27H mostram os volumes de tumor
em camundongos tratados seqliencialmente com anticorpo anti-
PD-1 primeiro e anticorpo anti-CTLA-4 em sequndo lugar, e
vice versa. Os camundongos da figura 27G receberam primeiro
10 mg/kg de anti-CTLA-4 em cada um dos dias 0 e 3, e entéo
receberam 10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 em cada um dos
dias 6 e 10. Os camundongos da figura 27H.receberam primeiro
10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 em cada um dos dias 0 e 3, e
entdo receberam 10 mg/kg de anticorpo anti—CTLA—4 em cada um
dos dias 6 e 10. Para o grupo G no dia 27, 8 camundongos
alcancaram o ponto final do tumor, um camundongo teve um
tumor muito pequeno (que, apds um retardo significatiVo,
eventualmente cresceu) e um camundongo ndo apresentou tumor.
Para o grupo H no dia 27, 8 camundongos alcancaram o ponto
final do tumor e 2 nidoc apresentaram tumor.

A figura 28 mostra que o volume médio de tumor

3

medido no dia 10 foi de cerca de 1.250 mm’ para o grupé de

controle de IgG; cerca de 470 mm’

para o anticorpo PD-1 com
o0 controle ‘de IgG; cerca de 290 mmj para o anticorpo CTLA-4
com o controle de IgG (medido no dia 6); cerca de 40 mm?
para o grupo de combinagdo de anticorpo anti-CTLA-4 (10
mg/kg) e anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg); cerca de 165 mm?
para o grupo de combinagdo de anticorpo anti-CTLA-4 (3

mg/kg) e anticorpo anti-PD-1 (3 mg/kg); e cerca de 400 mm’
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para o grupo de combinacéo dé anticorpo anti-CTLA-4 (1
mg/kg) e anticorpo aﬁti—PD—l (1 mg/kg). A figura 29 mostra
que o volume médio do tumor medido no dia 13 foi cerca de
1.680 mm® para o grupo de controle de IgG; cerca de 400 mm?
para o anticorpo PD-1 com o controle IgG; cerca de 660 mm’
para o anticorpo CTLA-4 com o controle IgG; O mm® para o
grupo de combinacdo de anticorpo anti-CTLA-4 (10 mg/kg) e
anticorpo anti-PD-1 (10 mg/kg); cerca de 90 mm® para o grupo
de combinacdo de anticorpo anti-CTLA-4 (3 mg/kg) e anticorpo
anti-PD-1 (3 mg/kg): e cerca de 650 mm® para o grupo de
combina¢do anticorpo anti-CTLA-4 (1.mg/kg) e anticorpo anti-
PD-1 (1 mg/kg). Para o tratamento de combinacdo do anticorpo
anti-PD-1 com e} anticorpo anti—CTLA—4, o) nﬁmero de
camundongos por Jgrupo gue ndo apresentaram tumor no dia 27
do estudo foi de 8/10 (10 mg/kg), 2/10 (3 mg/kg) e 1/10 (1
mng/kg) (dados ndo mostrados).

Esse estudo indica que, no modelo de tumor de
murino, o tratamento com a combinagdo de anticorpo CTLA-4 e
anticorpo PD-1 funciona em uma maneira dependente de dose e
possui efeito significativamente maior o <crescimento do
tumor que ambos os anticorpos sozinhos, mesmo em uma dose
menor e mesmo quando um tﬁmor ja esta bem estabelecido. Além
disso, os anticorpos podem sef administrados seqgiiencialmente
(anticorpo anti-CTLA-4 primeiro e anticorpo anti-PD-1 em
segundo lugar, ou vice versa) e a combinacdo ainda é
superior as monoterapias com anticorpo.

EXEMPLO 16: Eficédcia In vivo da Terapia de

Combinacéo (Anticorpos Anti-CTLA-4 e Anti-PD-1) no
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- Estabelecimento e Crescimento do Fibrosarcoma

Células de fibrosarcoma SAl1/N (PD-L1") (Leach e
outros (1996) Science 271:1734-1736) foram implantadas
subcutaneamente em camundongos A/J (2 X 10<6>
células/camundongo) no dia 0. Nos dias 1, 4, 7 e 11 apés
implantacdo, os camundongos receberam injecdo IP como se
segue: Grupo a) PBS sozinha (referida como o "veiculo");
Grupos b) IgG de camundongo (controle, 10 mg/kg por
camundongo), Grupé c) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2
(10 mg/kg por camundongo), Grupo d) anticorpo monoclonal
anti-CTLA-4, 9D9 (10 mg/kg oﬁ 0,2 mg/kg por camundongo), e
Grupo e) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2 (10 mg/kg por
camundongo) em combinacdo com ahticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, 9D9 (0,2 mg/kg por camundongo). O volume do tumor
foi calculado por medicdo tridimensional dos tumores {altura
x largura x comprimento) usando um calibrador eletrdnico. Os
camundongos sofreram eutandsia quando os tumores alcancaram
o ponto final do tumor, um volume de 1.500 mm?® e/ou um tumor
ulcerado.

As figuras 30A e 30B mostram que 19 dos 20
camundongos de controle (9/10 no Grupo A e 10/10 no Grupo B)
tinham alcangcado um ponto final de tumor ou haviam
desenvolvido tumores,uicerados. A figura 30C mostra que o
grupo tratado com 10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 (Grupo C)
tinha 6 camundongos que alcangaram um ponto final de tumor
(2 com um volume superior a 1.500 mm3 e 4 conlvum tumor
ulcerado) e 4 camundongos que ndo apresentaram tumores. A

figura 30D mostra que o© grupo tratado com 10 mg/kg de
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anticorpo anti—CTLA—4 (Grupo D) teve 5 camundongos dJue
alcangaram um ponto final de tumor (2 com um volume superior
a 1.500 mm* e 3 com um tumor ulcerado), um camundongo com um
tumor menor (volume de cerca de 70 mm®) e 4 camundongos que
nao apresentaram tumor. A figura 30E mostra que o grupo
tratado com 0,2 mg/kg de anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo E)
tinha 10 camundongos que alcangaram um ponto final de tumor
(6 com um volume superior a 1.500 mm®*® e 4 com um tumor
ulcerado). A figura 30F mostra que o grupo tratado com uma
combinagdo de 10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com 0,2 mg/kg
de anticorpo anti—CTLA;4 (Grupo F) tinha 2 camundongos que
alcangaram um ponto final de tumor (um com um volume
superior a 1.500 mm3® e ﬁm com um tumor ulcerado) e 8
camundongcs que ndao apresentaram tumor.

As figuras 31 e 32 mostram que a média e volume
médio de tumor, respectivamente, qué se desenvolveram em
camundongos tratados e ndo tratados no curso desse estudo. A
inibigdo do crescimento do tumor em camundongos tratados com
esses anticorpos, em comparacdo aos camundongos tratados com

IgG de camundongo de anticorpo de controle é resumida na

Tabela 6.
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Tabela 6: 1Inibicdo do Crescimento do Tumor e
Camundongos qgue nao Apresentaram Tumor Seguindo-se

Tratamento com Anti-PD-1 e/ou Anti-CTLA-4

GrupoT volume TGI* (%) volume TGI (%) Nimero de
médio do (dia 15) médio do (dia 19) Camundongos
tumor - mm?3 tumor - mm3 que nao
(dia 15) (dia 19) apresentaram
tumor
(dia 41)
A 985 - 1140 - 0/10
B | 635 - 1060 - 0/10
C 465 27 310 71 4/10
D 235 63 90 91 4/10
E 600 6 805 24 0/10
F 330 48 .90 92 8/10
* TGI = inibic¢do do crescimento do tumor; a média seria calculada apenas

" quando cerca de 50% dos camundongos alcangassem o ponto final de tumor.

' 0s grupos sdo conforme definidos na figura 30. A = veiculo (PBS); B =
IgG de camundongo; C = anti-PD-1, 10 mg/kg; D = anti-CTLA-4, 10 mg/kg; E
= anti-CTLA-4, 0,2 mg/kg; e F = anti-PD-1, 10 mg/kg com anti-CTLA-4, 0,2

mg/kg.

Esses dados indicam adicionalmente que a terapia
de combinacdo compreendendo anticorpos anti-PD-1 e anti-
CTLA-4 ¢é substancialmente mais eficaz que o tratamento com
cada anticorpo sozinho. Na realidade, a combinacdo ainda é

mais eficaz gque o0s tratamentos com anticorpo sozinho mesmo
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quando a terapia de combinagédo contém uma dose
subterapéutica de anticorpo anti-CTLA-4. Esses dados também
indicam surpreendentemente que a presenca ou auséncia de PD-
L1 no tumor pode ndo ter efeito na eficécia do tratamento
com essa combinag¢do de anticorpos, embora a presenca de PD-
L1l possa influenciar o efeito das monoterapias de anticorpo,
pelo que a expressdo de PD-L1 no tumor pode também conduzir

a inibig¢do das respostas da célula T antitumor (vide figura

-40).

EXEMPLO 17: Eficdcia In vivo e Titulacdo da Dose

da Terapia de Combinagd6 (Anticorpos anti-CTLA-4 e Anti-PD-

1) no Crescimento do Fibrosarcoma PD-L1°

Célulés de fibrosarcoma SAl/N ({PD-L17) foram
implantadas subcutaneamente em camundongos A/J (2 x 10°
células/camundongo) no dia 0 por um periodo tempo suficiente
(cerca de 7 dias) para permitir O estabelecimento do tumor.
Nos dias 7, 10, 13 e 16 apdés implantacdo, dez grupos de 8
camundongos possuindo um volume médio de tumor de 110 mm?3

receberam 1injegdo IP como se segue: Grupo a) PBS sozinha

'(referida como o "veiculo"); Grupo b) IgG de camundongo

(controle, 10 mg/kg por camundongo); Grupo <c) anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, 9DS (0,25 mg/kg); Grupo d) anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (0,5 mg/kg por camundongo);
Grupo e) anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (5 mg/kg):;
Grupo f) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2 (3 mg/kg por
camundongo) ; Grupo (G) anticorpé monoclonal anti-PD-1, 4H2
(10 mg/kg por camundongo); Grupo (H) anticorpo monoclonal

anti-PD-1, 4H2 (10 mg/kg por camundongo) em combinacdo com
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ahticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (0,25 mg/kg por
camundongo); Grupo (I) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2
(10 mg/kg por camundongo) em combinacdo com anticorpo
monoclonal anti-CTLA-4, 9D9 (0,5 mg/kg por camundongo); e
Grupo (J) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2 (3 mg/kg por
camundongo) em combinagdo com anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, 9D9 (0,5 mg/kg por camundongo) .

Nos dias 10, 13, 16 e 19 apds implantacdo, dois
grupos de 6 camundongos possuindo um volume médio de tumor
de 255 mm’ receberam injecdo IP como se segue: Grupo (K) IgG
de éamundongo (controle, 10 mg/kg por camundongo); e Grupo
(L) anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2 (10 mg/kg por
camundongo) em combinagdo com anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, 9D9 (1 mg/kg por camundongo). O estudo foi realizado
por 51 -dias e as medig¢des do tumor foram realizadas em
varios dias através de todo o curso do estudo (vide figuras
33-38). O wvolume do tumor foi calculado por medicédo
tridimensional dos tumores (altura x largura x comprimento)
usando um calibrador eletrdnico. Os camundongos sofreram
eutandsia quando os tumores alcancaram o ponto final do
tumor, um volume de 1.500 mm3® e/ou um tumor ulcerado.

A figura 33 mostra a resposta ao tratamento
imunoestimulador com anticorpo em camundongos com tumores
possuindo um volume inicial de cerca de 110 mm?® (isto &, na
época do primeiro tratamento com anticorpo). As figuras 33A
e 33B mostram que todos os 16 camundongos de controle
(Grupos A e B) alcancaram um ponto final de tumor (15 com um

volume de tumor superior a 1.500 mm® e 1 com um tumor
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ulcerado). As figuras 33C-33E mostram que o camundongo
portanto tumor responde ao tratamento com anticorpo anti-
CTLA-4 em uma maneira dependente da dose (por exemplo, Grupo
C recebendo 0,25 mg/kg tinha 7/8 camundongos que alcancaram
o ponto final de tumor e um camundongo com um volume de
tumor inferior a 200 mm3®, considerando-se que o Grupo E que
recebeu 5 mg/kg tinha 6/8 camundongos que alcancaram o ponto
final de tumor e dois camundongos que ndo apresentaram
tumor). As figuras 33F e 33G mostram que os camundongos
responderam de forma igual da dosagem de anticorpo anti-PD-1
(Grupo F recebeu 3 mg/kg e Grupo G recebeu 10 mg/kg). Em
contraste, os camundongos recebendo um tratamento de
combinagéo contendo 10 ou 3 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com
0,25 ou 0,5 mg/kg de anticorpo anti-CTLA-4 (Grupos H, I e J)
mostraram uma reduc¢do significativa no crescimento do tumor.
Por exemplo,'a figura 33J mostra que o grupo tratado com uma
combinagdo de 3 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com 0,5 hg/kg
de anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo J) possui 2 camundongos que
possuiam tumores ulcerados, 2 camundongos com um volume de
tumor inferior a 500 mm® e 4 camundongos que n&o
apresentaram tumor. O efeito sinergistico inesperado de um
anticorpo anti-PD-1 combinado com um anticorpo anti-CTLA-4,

juntamente com a eficacia surpreendente dos niveis

.subterapéuticos do anticorpo anti-CTLA-4 em combinacdo, sao

mostrados nas figuras 34 (volume médio de tumor) e 35
(volume médio numéfico de tumor).
A figura 36 mostra a resposta ao tratamento

imunoestimulador com anticorpo em camundongos com tumores
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maiores, aqueles possuindo um volume inicial de cerca de 250

mm?* (isto é, a época do primeiro tratamento com anticorpo).

A figura 36A mostra que todos os 6 camundongos de controle

(Grupo K) alcancaram um ponto final de tumor (4 com um

volume de tumor superior a 1.500 mm® e 2 com um tumor

ulcerado). A figura 36B mostra que o grupo tratado com uma

combinagdo de 10 mg/kg de anticorpo anti-PD-1 com 1 mg de

anticorpo anti-CTLA-4 (Grupo L) tinha um camundongo com um

tumor ulcerado, 4 camundongos com um volume de tumor

superior a 1.500 mm® e um camundongo ndo apresentou tumor.
Os volumes de tumor médio e médio numérico sdo mostrados nas
figuras 37 e 38.

A inibig¢do do crescimento do tumor em camundongos
tratados com esses anticorpos, em comparagdo aos camundongos

tratados com a IgG de camundongo de anticorpo de controle é

resumida na Tabela 7 e figura 39.

Tabela 7: Inibigdo do Crescimento do Tumor
Seguindo-se Tratamento com Anti-PD-1 e/ou Anti-CTLA-4
Grupo volume médio TGI* volume médio TGI Camundongos N° de
do tumor - (média) do tumor - (média) que nao camundongos
mm? mm? apresentaram no ponto
(dia 23) (dia 23) tumor final de
(dia 51) tumor
A 700 - 1.380 - - -
B 1. 716 - 1.360 - - -
C 1.050 39% 925 32 - -
D 770 55% 505 63 - -
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E 155 91% 100 93 2/8 6/8
F 1.050 39% 675 50 - 7/8
G 1.070 37% 1.145 16 - 6/8
H 85 95% 25 98 4/8 3/8
I 75 96% 60 95 4/8 1/8
J 80 95% 5 99 4/8 0/8
K 1.900 - 2.125 - - -

L ©1.115 41 1.090 49 1/6 -

* TGI = inibicdo do crescimento do tumor; a média seria calculada apenas

quando cerca de 50% dos camundongos alcangassem o ponto final de tumor.

' 0s grupos

sdo conforme definidos nas figuras 33 e 36. Para o tumor

inicial menor: A = veiculo (PBS); B = IgG de camundongo, 10 mg/kg; C =

anti-CTLA-4, 0,25 mg/kg; D = anti-CTLA-4, 0,5 mg/kg; E = anti-CTLA-4, 5

ng/kg; F = anti-PD-1, 3 mg/kg; G = anti-PD-1, 10 mg/kg; H = anti-PD-1,

10 mg/kg com anti-CTLA-4, 0,25 mg/kg; I = anti-PD-1, 10 mg/kg com anti-

CTLA-4, 0,5 mg/kg; e J = anti-PD-1, 3 mg/kg com anti-CTLA-4, 0,5 mg/kg.

Para tumor inicial maior: K = IgG de camundongo, 10 mg/kg; e L = anti-

PD-1, 10 mg/kg com anti-CTLA-4, 0,25 mg/kg.

Em conjunto esses dados indicam que a terapia de
combinagdo compreendendo anticorpos anti-PD-1 e anti-CTLA-4

é substancialmente mais eficaz que o tratamento com os

anticorpos separadamente. Além disso, surpreendentemente, a

dose de cada anticorpo pode ser reduzida sem afetar a
eficacia sinergistica dessa combinacgéo de anticorpos
imunocestimuladores terapéuticos. A terapia de combinacdao

parece ser eficaz mesmo quando a massa de tumor estd mais

madura (isto &, maior).
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EXEMPLO 18: Imunidade ao Tumor em Camundongos

Seguindo-se o Tratamento com Anticorpo Anti-PD-1 e Novo

Desafio com Células de Fibrosarcoma PD-L1°

Os camundongos que sobreviveram ndo apresentando
tumor de um desafio com células tumorais e tratamento com
anticorpo anti-PD-1 (isto é, tratamento semelhante aos
estudos de eficdcia descritos nos Exemplos 5 e 6) foram
entdo desafiados novamente com células tumorais ©para

investigar imunidade a formagcdo de tumor apéds tal

tratamento. Em resumo, no desafio inicial, células de
fibrosarcoma SA1/N (PD-L1") foram implantadas
subcutaneamente em camundongos A/J (1 x 10° células/

camundongo). Nos dias 1, 4, 7, 10, 14, 17 - e 20 apbs
implantagdo, grupos de camundongos receberam injecdo IP
tanto com IgG de camundongo {(controle, 10 mg/kg por
camundongo) ou com uma das varias doses de anticorpo
monoclonal anti-PD-1, 4H2 (30, 10, 3, 1 e 0,3 mg/kg por
camundongo) . A formagcdo e o volume do tumor foram
monitorados com um calibrador eletrdénico de precisao, duas
vezes por semana, até o estudo estar completo. Um grupo de 8
camundongos ndo apresentaram tumor apds tratamento com
anticorpo anti-PD-1 (4 que haviam sido tratados com 30
mg/kg, 2 com 3 mg/kg, um com 1 mg/kg e um com 0,3 mg/kg) .

Os oito camundongos A/J tratados que ndo
apresentaram tumor foram desafiados novamente por
implantagéo subcutdnea de 1 x 10° SA1/N células de
fibrosarcoma/camundongo. Como um controle, nove camundongos

ndo previamente desafiados ou tratados foram subcutaneamente
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implantados com 1 X 10° SA1/N células de
fibrosarcoma/camundongo. A formacdo e volume de tumor foram
monitorados com um calibrador eletrdénico  de precisdo duas
vezes por semana até o dia 62 apds implantacido. Todos os
nove camundongos ndo previamente desafiados ou tratados
(controle) alcangaram o ponto final de tumor por volta do
dia 22 apég a implantacgdo das células de fibrosarcoma. Em
contraste, os oito camundongos que ndo apresentaram tumor
desafiados novamente com células de fibrosarcoma ‘néo
desenvolveram tumores até 62 dias apds implantacdo. A figura
47 mostra o volume médio do tumor para camundongos nao
previamente desafiados ou tratados e camundongos desafiados
novamente. Esses resultados demonstram que o tratamento com
um anticorpo imunoestimulador, tal como, anti-PD-1, fornece
ao individuo tratado a imunidade para formacdo adicional de
tumor, mesmo na presen¢ga de células capazes de formarem um
tumor.

EXEMPLO 19: Imunidade ao Tumor em Camundongos

Seguindo-se Terapia com Anticorpo Simples (anti-PD-1) ou

Terapia de Anticorpo de Combinacdo (Anti-CTLA-4 e Anti-PD-1)

Desafiados Novamente com Células Cancerigenas Coloretais PD-

Ll

Os camundongos que sobreviveram sem apresentarem
tumor de um desafio com células tumorais e trafamento com
anticorpo anti-PD-1 sozinho ou anticorpo anti-PD-1 combinado
com anticorpo anti-CTLA-4 (isto &, tratamento semelhante aos

estudos de eficdcia descritos nos Exemplos 2-4) foram entao

desafiados novamente com células tumorais para investigar a
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imunidade a formagdo do tumor apds tais tratamentos. Em
resumo, no desafio inicial, células cancerigenas coloretais
MC38 (PD-L1") foram implantadas nos qamundongos CH7BL/6 (2 x
10° células/camundongo) no dia 0. Nos dias 0, 3, 6 e 10 apos
implantacdo, os grupos de camundongos receberam injecdo IP
com um dos seguintes tratamentos: 1) IgG de camundongo
(controle, 10 mg/kg por camundongo), 2) anticorpo monoclonal
anti-PD-1, 4H2 ou 3) combinacdo de anticorpo monoclonal PD-
1, 4H2 e anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9. | O
crescimento do tumor foi monitorado com um calibrador
eletrénico de precisdo, conforme descrito no Exemplo 15.
Onze camundongos de '‘um grupo ndo apresentaram tumor apds
tratamento com anticorpo anti-PD-1 (2 total) ou a combinacdo
de tratamento de combinagdo com anticorpo andi-PD-1/anti-
CTLA-4 (9 total).

Os onze camundongos C57BL/6 tratados e gque ndao
apresentaram tumor foram desafiados novamente por
implantacéao de 2 X 10’ células cancerigenas MC38
coloretais/camundongo (isto é, uma dose de células 10 vezes
maior que o desafio inicial). Foram usados como controle,
sete camundongos ndo previamente desafiados ou tratados com
2 x 10’ células cancerigenas MC38 coloretais/camundongo. A
formagdo e volume do tumor foram monitorados com um
calibrador eletrdénico de preciséao pela duracdo do
experimento de novo desafio (pelo menos 20 dias). A figura
48 mostra que todos os sete camundongos ndo previamente
desafiados ou tratados (controle) desenvolveram um tumor e

alcangaram o ponto final de tumor por volta do dia 18 apébs
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implantacéao das células cancerigenas coloretais. Em‘
contraste, todos o0s onze camundongos que ndo apresentaram
tumor e desafiados novamente com <células cancerigenas
coloretais ndo desenvolveram tumores até 18 dias apds
implantacdo. A figura 49 mostra o volume médio de tumor para
0s camundongos nao previamente desafiados ou tratados e os
camundongos desafiados novamente. Esses dados indicam que,
semelhante & monoterapia com anticorpo, a terapia de
combinacdo de anticorpos resultando em bloqueio com PD-1 e
CTLA-4 produz uma imunidade persistente a reincidéncia do
tumor.

EXEMPLO 20: Eficdcia In vivo da Terapia de

Combinacdo (Anticorpos anti-CTLA-4 e Anti-PD-1) no

Crescimento de Tumores Estabelecidos

Células cancerigenas coloretais CT26 foram
implantadas em camundongos BALB/C (2 x 10° células/
camundongo) por uﬁ. periodo suficiente (cerca de 10 dias)
para permitir a formacdao dos tumores. No dia 10 apbs
implantacdo, as medig¢des do tumor foram realizadas e os
camundongos foram classificados aleatoriamente em 5 grupos,
com base no volume médio do tumor (cerca de 250 mm3)'para
terapia subseqliente com anticorpo. No dia 0 (isto é, 10 dias
apds as células CT26 terem sido implantadas), os camundongos
receberam injegao IP com 1) IgG do camundongo (controle), 2)
anticorpo monoclonal anti-CTLA-4, 9D9, 3) anticorpo
monoclonal anti-PD-1, 4H2 ou 4) anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4, 9D9 e anticorpo monoclonal anti-PD-1, 4H2 em uma

concentracao de 10 mg/kg por camundongo. As injecdes de
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anticorpo foram também administradas nos dias 3, 6 e iO. As
composi¢des de anticorpo monoclonais usadas tinham niveis
baixos de endotoxina e ndo agregaram significativamente.
Empregando um calibrador eletrdnico, os tumores foram
medidos tridimensionalmente (altura x largura x comprimento)
e o volume do tumor foi calculado. As medicdes de tumor
foram realizadas no dia 0 (tumores no comeco do tratamento
tinham um volume de cerca de 125 mm?®) e nos dias 3, 6, 10,
13, 17 e 20 apds 1injegcdo de anticorpo. Os camundongos
sofreram eutandsia gquando os tumores alcangaram o ponto
final do tumor (um volume de tumor especifico, tal cémo,
1.500 mm?* e/ou quando os camundongos mostraram perda de peso
superior a 15%). Os resultados s&o mostrados na figura 50.
Esse estudo indica gque, no modelo de tumor de murino, o
tratamento com anticorpo CTLA-4 sozinho e tratamento com
anticorpo PD-1 sozinho teve um efeito significativamente
maior no créscimento do tumor que o anticorpo sozinho, mesmo
quando o tumor ja esta bem estabelecido.

EXEMPLO 21: Efeito do Anticorpo Anti-PD-1 Humano

na Funcdo das Células Reguladoras T

As células requladoras T s&o linfdécitos que
suprimem a resposta imune. Nesse exemplo, as células
reguladoras T foram testadas quanto a sua funcdo inibidora
na proliferagcdo a secregdo de IFN-gama das <células T
CD4+CD25-, na presenga ou auséncia de um anticorpo
monoclonal humano anti-PD-1.

As células reguladoras T foram purificadas de PBMC

usando um kit de isolamento de célula T regulador CD4+CD25+
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(Miltenyi Biotec). As células reguladoras‘ T - foram
adicionadas a uma reacdo de linfécito misto (vide acima)
contendo células T CD4+CD25- purificadas e células
dendriticas alogénicas em uma razdo 2:1 de CD4+CD25- para
células reguladoras T. O anticorpo monoclonal anti-PD-1, 5C4
foi adicionado a uma concentragdo de 10 ug/mL. Nenhum
anticorpo ou um anticorpo de controle de isotipo foi usado
como um controle negativo. Os sobrenadantes da cultura foram
colhidos no dia 5 para medicdo da citocina usando um sistema
de detecgdo de citocina Beadlyte (Upstate). As células foram

marcadas com 3H—timidina, cultivadas por mais 18 horas e

‘analisadas quanto a proliferagdo celular. Os resultados séo

mostrados nas figuras 51A (proliferacdo de célula T) eISIB
(secrecdao de IFN-gama). A adi¢do do anticorpo monoclonal
humano anti-PD-1, 5C4 liberou parcialmente a inibicgdo
imposta pelas células Treg na proliferacdoc e secrecdo de
IFN-gama das células T CD4+CD25-, indicando que os
anticorpos anti-PD-1 tinham um efeito nas células
reguladoras T.

EXEMPLO 22: Efeito de Anticorpo Anti-PD-1 Humano

na Ativacdo da Célula T

Nesse exemplo, foi examinado o efeito do bloqueio
da wvia PD-1 pelo anticorpo anti-PD-1, 5C4 ha ativagdo da
célula T. Células T CD4+ humanas, purificadas (kit de
purificacdo de célula T CD4 Dynal) foram ativadas com 1
pg/mL de anticorpo anti-CD3 soluvel (BD) na presenca de
mondécitos autdlogos ou células dendriticas derivadas de

mondcito (DCs). Os mondcitos foram purificados usando kit de
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purificagdo de mondcito CD14 Miltenyi e DCs foram geradas 1in
vitro apds cultivo dos mondécitos <com GM-CSF e IL-4
(PeproTech) por 7 dias. Apds trés dias de ativacdo na
presenga ou auséncia de anticorpo anti-PD-1 titulado ou
controle mAb de isotipo irrelevante, os sobrenadantes da
cultura foram colhidos por andlise ELISA de secrecdo IFNy,
enquanto timidina tritiada foi adicionada durante as 18
horas finais do ensaio a fim de medir a proliferacdo da
célula T. Os resultados mostrados nas figuras 52A e 53B
demonstram que o bloqueio de PD-1 pelo anticorpo anti-PD1
resultou em proliferag¢d&o de célula T melhorada e secrecdo de
IFN-y. Foi também observado que o efeito sinérgico pelo
anticorpo anti-PD-1 e anticorpo anti-CTLA-4 na ativacdo da
célula T (especificamente na secregdo IFN-y) na presenca de
mondcitos.

EXEMPLO 23: Avaliacdo da Atividade de ADCC do

Anticorpo Anti-PD-1

Nesse exemplo, um ensaio de citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) foi realizado para avaliar se
o anticorpo anti-PD-1 induziria ADCC nas células alvo. Duas
versdes de 5C4, uma com uma regido Fc de IgGl humana (5C4-
IgGl) e a outra com a regido Fc da IgG4 humana (5C4-IgG4),
foram testadas no ensaio. O kit de Cifotoxicidade de Célula
Delfia da Perkin Elmer foi usado para o ensalio. Em resumo,
as células T CD4 humanas purificadas (kit de purificacdo de
célula T CD4 da Dynal) foram ativadas por anticorpo anti-CD3
ligado a placa (BD) para induzir expressdo de PD-1. As

células T CD4 foram adicionadas a uma placa de 96 pocos de
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fundo em V, seguido por adicgéao de.PBMC humana (uma efetora
para razdo celular alvo (E/T) de 50:1) e anticorpo
designado. Apdés incubagdo por 1 hora a 37°C, a placa foi
girada. O sobrenadante foi transferido para uma placa de 96
pocos de fundo plano e a placa foi lida usando um leitor de
placa RubyStar. Os resultados mostraram que 5C4-IgG4 nao
mediaram ADCC nas ce€lulas T CD4 ativadas, enquanto 5C4-IgGl
mediam ADCC nas «células T CD4 ativadas (figura 53),
indicando que a atividade.de ADCC esta relacionada a sua
regido Fc do anticorpo anti-PD-1.

EXEMPLO 24: Avaliacdo da Citotoxicidade Dependente

de Complemento de Anticorpo Anti-PD-1

Nesse exemplo, foi examinada ra citotoxicidade
dependente de complemento (CDC) de anticorpo anti-PD-1. Duas
veréées de 5C4, uma com regido Fc da IgGl humana (5C4-IgG1l0
e outra com regido Fc de IgG4 humana (5C4-IgG4), foram
testadas no ensaio. Em resumo, células T CD4 humanas
purificadas (kit de purificacdo de célula T CD4 Dynal) foram
ativadas por anticorpo anti-CD3 de ligacdo a placa (BD) para
induzir expressdo de PD-1. As diluigcdes em série de
anticorpo anti-PD-1 (5C4) e anticorpos de controle de 50
pg/mL para 640 pg/mL foram testadas quanto a CDC na presenca
de complemento humano (QuidelfAil3). Alamar blue (Biosource
International) foi usado para medir a citotoxicidade. A
placa foili lida em um leitor de placa fluorescente (EX530
EMS590) . Contagens de células viaveilis sdo proporcionais A
unidades de fluorescéncia. Os resultados mostraram que nem

5C4-IgGl ou 5C5-IgG4 mediou CDC nas células T CD4 ativadas,
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enquanto o anticorpo de coﬁtrole (anticorpo anti-HLA-ARC)
mediou (figura 54).

EXEMPLO 25: Avaliagdo da Expressdo de PD-1 nas

Células T Humanas

Nesse exemplo, PBMCs humanas de doadores
diferentes foram examinadas quanto a expressdo de PD-1 nos
varios subconjuntos celulares por FACS. Foli empregado no
ensaio anticorpo anti-PD-1 Dbiotinilado que revelou uma
sensibilidade muito. maior que o anticorpo anti-PD-1
disponivel comercialmente na detecgdo das moléculas de PD-1
na superficie celular. Anticorpo de ligagdo foi detectado
usando uma estreptavidina conjugada com PE. Analise
citométrica de fluxo foi realizada uéando uma citometria de
fluxo FACScan (Becton Dickinson) e software Flowjo (Tree
Star). A expressao de PD-1 foi detectada em algumas células
T humanas, porém ndo nas células B ou mondécitos. O exame
adicional dos subconjuntos de célula T indica que PD-1 &
expresso na meméria de CD4 e CD8 e células T efetoras, porém
ausente nas células T CD4 ou CD8 dos n&o previamente
desafiados ou tratados.

A presente invengdo ndo estd limitada em seu
escopo as modalidades especificas descritas aqui. Na
realidade, varias modifidagées da invencgdo, além daquelas

descritas aqui, ficard@o claras aos versados na técnica a

partir da descricao precedente e figuras anexas. Tais
modificacdes se encontram dentro do €sSCOopo das
reivindicagdes apensas. A 1inven¢do, portanto, deve ser

limitada apenas pelos termos das reivindicac¢des apensas,
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juntamente com o escopo pleno dos equivalentes aos quais as

reivindicacdes se referem.
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<400> 19

Arg Ser Ser Phe Phe Trp Gly

1 5

11
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<210> 20
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Ser Tyr Gly Phe His

1 5

<210> 21
<211> 7
<212> PRI

<213> Homo sapiens

<400> 21
Arg Ser Ser Tyr Phe Trp Gly

1 5

<210> 22
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 22
Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 23
<211> 17 -
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 23



13

Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 24
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24
Leu Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 25
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25
Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Arg Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 26
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26
Ser Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15

<210> 27



14

<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27
Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 28
<211> 16
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Ser Ile Phe Tyr Ser Gly Glu Thr Tyr Phe Asn Pro Ser Leu Lys Ser

1 5 10 15

<210> 29
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Asn Asp Asp Tyr

1

<210> 30
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
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Gly Asp Asp Tyr
1

<210> 31
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Asn Val Asp His

1

<210> 32
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Asn Asp Asp Tyr

1

<210> 33
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33
Asp Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Asp Glu Asp Tyr

1 5 10

<210> 34
<211> 4
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 34
Gly Asp Asp Tyr
1

<210> 35
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Asp Tyr Asp Ile Leu Thr Gly Asp Glu Asp Tyr

1 5 10

<210> 36
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 37
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 : 10

<210> 38 .
<211> 11

<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 38
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 39
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 40
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 40
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 41
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 41
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 42
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<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 42
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala

1 5 10

<210> 43
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 44
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 44
Asp Thr Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 45
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 45
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5



<210> 46
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 46
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 47
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
Ala Ala Ser Asn Leu Arg Ser

1 5

<210> 48
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

1 5

<210> 49
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49



‘Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser

1 5

<210> 50
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1 5

<210> 51
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1 5

<210> 52
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52
Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg Thr

1 5

<210> 53
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

20



<400> 53
Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg Thr

1 5

<210> 54
<211> ¢
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 55
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr

1 5

<210> 56
<211> 9
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Gln Gln Tyr Tyr Ser Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 57
<211> 339

<212> DNA

21



<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 57
cag gtg cag ctg gtg
Gln Val Gln Leu Val
1 5
tcc ctg aga ctc tcc
Ser Leu Arg Leu Ser
20
ggc atg cac tgg gtc
Gly Met His Trp Val
35
gca gtt atc tgg tat
Ala Val Ile Trp Tyr
50
aag ggc cgg ttc acc
Lys Gly Arg Phe Thr
65
ctg caa atg aac agc
Leu Gln Met Asn Ser
85

gcg agg aac gat gac

Ala Arg Asn Asp Asp
100

tca

Ser

<210> 58

<211> 339

<212> DNA

gag
Glu

tgt

Cys

cgc

Arg

gat

Asp

atc
Ile

70
ctg

Leu

tac

Tyr

tct

Ser

gca

Ala

cag

Gln

gga
Gly

55
tce

Ser

aga

Arg

tg9

Trp

999
Gly

gcg
Ala

gct
Ala

40
agt

Ser

aga

Arg

gce

Ala

ggc
Gly

gga
Gly

tct
Ser

25
ccc

Pro

aat

Asn

gac

Asp

gag
Glu

cag
Gln

105

22

gac
Asp
10

gga
Gly

ggc
Gly

aaa

Lys

aat

Asn

gac
Asp
90

gga
Gly

gtg
Val

gtc

Val

aag

Lys

tac

Tyr

tcc
Ser

75
acg

Thr

acc

Thr

gtc

Val

gcc

Ala

999
Gly

tat
Tyr

60
aag

Lys

gct

Ala

ctg

Leu

cag

Gln

ttc

Phe

ctg
Leu

45
gca

Ala

aac

Asn

atg

Met

gtc

Val

cct

Pro

agt
Ser

30

gag

Glu

gac

Asp

atg

Met

tat

Tyr

acc
Thr

110

999
Gly

15
aac

Asn

tgg

Trp

tce

Ser

ctc

Leu

tac
Tyr

95
gtc

Val

999
Gly

tat

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

tat
Tyr

80
tgt

Cys

tcc

Ser

48

96

144

192

240

288

336

339



<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 58
cag gtg cag ctg gtg
Gln Val Gln Leu Val
1 5
tcc ctg aga ctc tcc
Ser Leu Arg Leu Ser
20
ggc ttc cac tgg gtc
Gly Phe His Trp Val
35
gct gtt ata tgg tat
Ala Val Ile Trp Tyr
50
aag ggc cga ttc acc
Lys Gly Arg Phe Thr
65
ctg caa atg aac aac
Leu Gln Met Asn Asn
85
gcg act ggg gat gac
Ala Thr Gly Asp Asp
100
tca

Ser

<210> 59
<211> 339

<212> DNA

gaa

Glu

tgt

Cys

cgce

Arg

gat

Asp

atc
Ile

70
ctg

Leu

tac

Tyr

tct

Ser

gca

Ala

cag

Gln

gga
Gly

55
tcc

Ser

aga

Arg

tgg

Trp

g99
Gly

gcg

Ala

gct
Ala

40
agt

Ser

aga

Arg

gcc

Ala

ggc
Gly

gga
Gly

tct
Ser

25
cca

Pro

aag

Lys

gac

Asp

gag
Glu

cag
Gln

105

23

gac
Asp
10

gga
Gly

ggc
Gly

aaa

Lys

aat

Asn

gac
Asp
90

gga
Gly

gtg
Val

tta

Leu

aag

Lys

tat

Tyr

tcc
Ser

75
acg

Thr

acc

Thr

gtc

Val

acc

Thr

999
Gly

tat

Tyr

60

aag

Lys

gct

Ala

ctg

Leu

cag

Gln

ttc

Phe

ctg
Leu

45
gca

Ala

aac

Asn

gtg
Val

gtc

Val

cct

Pro

act
Thr

30
gag
Glu

gac

Asp

acg

Thr

tat

Tyr

acc
Thr

110

999
Gly

15
aac

Asn

tgg

Trp

tcc

Ser

ctg

Leu

tac
Tyr

95
gtc

Val

agg

Arg

tat

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

tat
Tyr

80
tgt

Cys

tce

Ser

48

96

144

192

240

288

336

339



]

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 59
cag gtg tac ttg gta
Gln Val Tyr Leu Val
1 5
tcc ctg aga ctc tcc
Ser Leu Arg Leu Ser
20
ggc atg cac tgg gtc
Gly Met His Trp Val
35
gca ctt ata tgg tat
Ala Leu Ile Trp Tyr
50
aag ggc cga ttc acc
Lys Gly Arg Phe Thr
65
ctg caa atg acc agt
Leu Gln Met Thr Ser
85
gcg agc aac gtt gac
Ala Ser Asn Val Asp
100
tca

Ser

<210> 60
<211> 339

<212> DNA

gag
Glu

tgt

Cys

cgc

Arg

gat

Asp

atc
Ile

70
ctg

Leu

cat

His

tct

Ser

gca

Ala

cag

Gln

gga
Gly

55
tce

Ser

aga

Arg

tgg

Trp

999
Gly

gcg
Ala

gct
Ala

40
agt

Ser

aga

Arg

gtc

Val

ggc
Gly

gga
Gly

tct
Ser

25
cca

Pro

aat

Asn

gac

Asp

gag
Glu

cag
Gln

105

24

ggc
Gly

10
gga
Gly

ggc
Gly

aaa

Lys

aat

Asn

gac
Asp
90

gga
Gly

gtg
Val

ttc

Phe

aag

Lys

tac

Tyr

tcec
Ser

75
acg

Thr

acc

Thr

gtc

Val

acc

Thr

999
Gly

tat
Tyr

60
aag

Lys

gct

Ala

ctg

Leu

cag

Gln

ttc

Phe

ctg
Leu

45
gca

Ala

aac

Asn

gtg
Val

gtc

Val

cct

Pro

agt
Ser

30
gag
Glu

gac

Asp

acg

Thr

tat

Tyr

acc
Thr

110

999
Gly

15
aac

Asn

tgg
Trp

tcc

Ser

ctg

Leu

tat
Tyr

95
gtc

Val

agg

Arg

tat

Tyr

gtg
Val

gtg
Val

tat
Tyr

80
tgt

Cys

tcc

Ser

48

96

144

192

240

288

336

339



<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 60

cag gtg cag ctg gtg

Gln Val Gln Leu Val

tcc ctg aga ctc gac
Ser Leu Arg Leu Asp
20
ggc atg cac tgg gtc
Gly Met His Trp Val
35
gca gtt att tgg tat
Ala Val Ile Trp Tyr
50
aag ggc cga ttc acc
Lys Gly Arg Phe Thr
65
ctg caa atg aac agc
Leu Gln Met Asn Ser
85
gcg aca aac gac gac
Ala Thr Asn Asp Asp
100
tca

Ser

<210> 61
<211> 363

<212> DNA

gag
Glu

tgt

Cys

cgc

Arg

gat

Asp

atc

Ile

tct

Ser

aaa

Lys

cag

Gln

gga
Gly

55
tcc

Ser

70

ctg

Leu

tac

Tyr

aga

Arg

tgg

Trp

999
Gly

gcg
Ala

gct
Ala

40
agt

Ser

aga

Arg

gcce

Ala

ggc
Gly

gga
Gly

tct
Ser

25
cca

Pro

aaa

Lys

gac’

Asp

gag
Glu

cag
Gln

105

25

ggc
Gly

10
gga
Gly

ggc
Gly

aga

Arg

aat

Asn

gac
Asp
90

gga
Gly

gtg
Val

atc

Ile

aag

Lys

tac

Tyr

tcc
Ser

75
acg

Thr

acc

Thr

gtc

Val

acc

Thr

999
Gly

tat
Tyr

60
aag

Lys

gct

Ala

ctg

Leu

cag

Gln

ttc

Phe

ctg
Leu

45
gca

Ala

aac

Asn

gtg
Val

gtc

Val

cct

Pro

agt
Ser

30
gag
Glu

gac

Asp

acg

Thr

tat

Tyr

acc
Thr

110

999
Gly

15
aac

Asn

tgg

Trp

tcc

Ser

ctyg

Leu

tac
Tyr

95
gtc

Val

agg

Arg

tct

Ser

gtg
Val

gtg
Val

ttt
Phe

80
tgt

Cys

tce

Ser

48

96

144

192

240

288

336

339



<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 61
cag ctg cag ctg cag
Gln Leu Gln Leu Gln
1 5
acc ctg tcc ctec acc
Thr Leu Ser Leu Thr

20
agt ttc ttc tgg ggc
Ser Phe Phe Trp Gly
35
tgg att ggg agt atc
Trp Ile Gly Ser Ile
50
ctc aag agt cga gtc
Leu Lys Ser Arg Val
65
tcc ctg aag ctg agc
Ser Leu Lys Leu Ser
85
tgt gtg aga gat tac
Cys Val Arg Asp Tyr
100

cag gga acc ctg gtc
Gln Gly Thr Léu vVal

115

<210> 062

<211> 339

gag
Glu

tgc

Cys

tgg

Trp

tat

Tyr

acc
Thr

70
tet

Ser

gat

Asp

acc

Thr

tcg

Ser

act

Thr

atc

Ile

tat
Tyr

55
ata

Ile

gtg

Val

att

Ile

gtg
Val

ggc
Gly

gtc

Val

cgt
Arg

40
agt

Ser

tece

Ser

acc

Thr

ttg

Leu

tcc

Ser

120

OocCa

Pro

tct
Ser

25
cag

Gln

999
Gly

gta

Val

gce

Ala

act
Thr
105
tca

Ser

26

gga
Gly

10
ggt
Gly

cccC

Pro

agc

Ser

gac

Asp

gca
Ala
90

ggc
Gly

ctg

Leu

ggc
Gly

cca

Pro

acc

Thr

acg

Thr

75-

gac

Asp

gac

Asp

gtg
Val

tcc

Ser

999
Gly

tac
Tyr

60
tcc

Ser

acg

Thr

gag
Glu

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys

45
tac

Tyx

aag

Lys

gct

Ala

gac

Asp

cct

Pro

agc
Ser
30

gga
Gly

aac

Asn

aac

Asn

gtg
Val

tac
Tyr
110

tcg
Ser
15

agg

Arg

ccg

Pro

cag

Gln

tat
Tyr
95

tgg

Trp

gag
Glu

agt

Ser

gag
Glu

tcc

Ser

tte
Phe

80
tac

Tyr

ggc
Gly

48

96

144

192

240

288

336

363
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(339)

<400> 62
cag gtg cag ctg gtg gag tct ggg gga ggc
Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 10
tcc ctg aga ctc tcc tgt aca acg tct gga
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Thr Ser Gly
20 25
ggc ttt cac tgg gtc cgc cag gct oca ggc
Gly Phe His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly
35 40
gca gtg ata tgg tat gat gga agt aaa aaa
Ala Val Ile Trp Tyr Asp Gly Ser Lys Lys
50 ' 55
aag ggc cga ttc acc ctc tcc aga gac gat
Lys Gly Arg Phe Thr Leu Ser Arg Asp Asp
65 70
ctg caa atg aac agc ctg aga gcc gag gac
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
85 90
gtt act ggg gat gac tac tgg ggc cag gga
Val Thr Gly Asp Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
tca

Ser

<210> 63

<211> 363

gtg

Val

atc

Ile

aag

Lys

tac

Tyr

tcc
Ser

75
acg

Thr

acc

Thr

gtc

Val

acc

Thr

999
Gly

tat
Tyx

60
aag

Lys

gct

Ala

ctg

Leu

cag

Gln

tte

Phe

ctg
Leu

45
gca

Ala

aac

Asn

gtg
Val

gtc

Val

cct

Pro

agt
Ser

30
gag
Glu

gac

Asp

acg

Thr

tat

Tyr

acc
Thr

110

999
Gly

15
agc

Ser

tgg

Trp

tcc

Ser

ctg

Leu

tac
Tyr

95
gtc

Val

agg

tat

Tyr

gtg
Val

gtg

Val

tat
Tyr

80
tgt

Cys

tce

Ser

48

96

144

192

240

288

336

339
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 63
cag ctg cag ctg cag gag tcg ggc oca gga
Gln Leu Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly
1 5 10
acc ctg tcc ctc acc tgc tct gtc tet ggt
Thr Leu Ser Leu Thr Cys.Ser Val Ser Gly
20 25
agt tac ttc tgg ggc tgg atc cgc cag ccc
Ser Tyr Phe Trp Gly Trp Ile Arg Gln Pro
35 40
tgg att gcg agt atc ttt tat agt ggg gaa
Trp Ile Ala Ser Ile Phe Tyr Ser Gly Glu
50 ‘ 55
ctc aag agt cga gtc acc ata tcc gta gac
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70
tcc ctg aag ctg agc tct gtg acc gecc gcea
Ser Leu Lys Leu Ser Sexr Val Thr Ala Ala
85 90
tgt gcg aga gat tac gat att ttg act ggc
Cys Ala Arg Asp Tyr Asp Ile Leu Thr Gly
100 105
cag gga acc ctg gtc acc gtc tcc tca
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115 120

<210> 64

ctg

Leu

ggc
Gly

cca

Pro

acc

Thr

acg
Thr

75
gac

Asp

gac

Asp

gtg

Val

tce

Ser

999
Gly

tac
Tyr

60
tcc

Ser

acg

Thr

gag
Glu

aag

Lys

ctc

Leu

aag
Lys

45
ttc

Phe

agg

Arg

gct

Ala

gac

Asp

cct

Pro

agc
Ser
30

999
Gly

aat

Asn

aac

Asn

gtg
Val

tac
Tyr

110

tcg
Ser
15

agg

Arg

ctg

Leu

cecg

Pro

cag

Gln

tat
Tyr
95

tgg

Tfp

gag
Glu

agt

Ser

gag
Glu

tce

Ser

ttc
Phe

80
tac

Tyr

ggc
Gly

48

96

144 -

192

240

288

336

363



<211> 321

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222>

<400> 64

gaa
Glu

1
gaé

Glu

tta

Leu

tat

Tyr

agt
Ser

65
gaa

Glu

act

" Thr

att

Ile

aga

Arg

gcc

Ala

gat

-ASp

50

999
Gly

gat

Asp

ttc

Phe

gtg
Val

gce

Ala

tag
Trp

35
gca

Ala

tct

Ser

ttt

Phe

ggc
Gly

<210> 65

<211> 321

<212> DNA

(1)..(321)

ttg

Leu

acc
Thr

20
tac

Tyr

tce

Ser

999
Gly

gca

Ala

gga
Gly

100

aca

Thr

ctc

Leu

caa

Gln

aac

Asn

aca

Thr

gtt
Val
85

999
Gly

cag

Gln

tce

Ser

cag

Gln

agg

Arg

gac
Asp

70
tat

Tyr

acc

Thr

tct

Ser

tgc

Cys

aaa

Lys

gcc
Ala

55
ttc

Phe

tac

Tyr

aag

Lys

cca

Pro

agg

Arg

cct
Pro

40
act

Thr

act

Thr

tgt

Cys

gtg

Val

gcc

Ala

gcce
Ala
25

ggc
Gly

ggc
Gly

ctc

Leu

cag

Gln

gag
Glu

105

29

acc
Thr

10
agt

Ser

cag

Gln

atc

Ile

acc

Thr

cag
Gln

90
atc

Ile

ctg

Leu

cag

Gln

gct

Ala

cca

Pro

atc
Ile

75
cgt

Arg

aaa

Lys

tct

Ser

agt

Ser

ccce

Pro
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<222> (1)..(321)

<400> 67
gaa att gtg ttg aca cag tct cca gcc acc ctg tct ttg tct cca ggg 48
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15
gaa aga gcc acc ctc tcc tgc agg gcc agt cag agt gtt agt agt tac 96
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr

20 25 30
tta gcc tgg tac caa cag aaa cct ggc cag gct ccc agg ctc ctc atc 144
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45
tat gat gca tcc aac agg gcc act ggc étc cca gcc agg ttc agt ggc 192
Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 - 60

agt ggg tct ggg aca gac ttc act ctc acc atc agc agc cta gag cct 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro

65 70 75 80
gaa gat ttt gca gtt tat tac tgt cag cag agt agc aac tgg cct cgg 288
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Ser Asn Trp Pro Arg

85 , 90 95

acg ttc ggc caa ggg acc aag gtg gaa atc aaa ' 321
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal humano isolado ou uma por-
cao de ligagdo de antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo se liga ao PD-1 e onde o anticorpo exibe
pelo menos uma das seguintes propriedades:

a) se liga ao PD-1 humano com uma Kp de 1 x 1077 M
Ou menos;

b) ndo se liga substancialmente ao CD28, CTLA-4 ou
ICOS humano;

c) aumenta a proliferacdo da célula T em um ensaio
de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

d) aumenta a produgdo de interferon-gama em um en-
saio de MLR; ou

e) aumenta a secrecdo de interleucina-2 (IL-2) em
um ensaio de MRL.

2. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que é o anticorpo de comprimento
pleno de um isotipo de IgGl ou IgG4.

3. Anticorpo, de acordo com a reivindicacgao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que é um fragmento de anticorpo
ou anticorpo de cadeia simples.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com uma Kp de 5 x 10® M ou menos.

5. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1

humano com uma Kp de 1 x 10°® M ou menos.
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6. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com uma Kp de 5 x 107> M ou menos.

7. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com uma Kp entre 1 x 108M e 1 x 107° M.

8. Anticorpo monoclonal humano isolado ou uma por-
¢cdo de ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato
de que o anticorpo compete em cruzamento para ligacdo ao PD-
1 com um anticorpo de referéncia compreendendo:

a) uma regido variavel de cadeia pesada humana
compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b) uma regido variavel de cadeia leve humana com-
preende uma sequéﬁcia de aminoacido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14.

9. Anticorpo, de acordoc com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:1 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:8.

10. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:2 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:9.

11. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,

CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
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pesada humana compreende a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:3 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:10.

12. Anticorpo, de acordo com a reivindicacédo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:4 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqliéncia de aminocacido da SEQ ID NO:11.

13. Anticorpo, de acordo com a reivindicacédo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido variavel de cadeia
pesada humana compreende a seqliéncia de aminoacido da SEQ ID
NO:5 e a regido varidvel de cadeia leve humana compreende a
seqléncia de amincédcido da SEQ ID NO:12.

14. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiiéncia de aminocdcido da SEQ ID
NO:6 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiiéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:13.

15. Anticorpo, de acordo com a reivindicacgdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido variadvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:7 e a regiao Variévei de cadeia>leve humana compreende a
seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:14.

16. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada que é o pro-
duto ou derivada de um gene Vy 3-33 humano, onde o anticorpo

se liga especialmente ao PD-1.
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17. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que é o pro-
duto ou derivada de um gene Vy 4-39 humano, onde o anticorpo
se liga especialmente ao PD-1.

18. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve que é o produ-
to ou derivada de um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo se
liga especialmente ao PD-1.

19. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcgédo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia leve que é o produ-
to ou derivada de um gene Vg L15 humano, onde o anticorpo se
liga especialmente ao PD-1.

20. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porgdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada de um gene
Vg 3-33 humano; e

b) uma regido variavel de cadeia leve de um gene
Vx L6 humano;

onde o anticorpo se liga especificamente ao.PD—l.

21. Anticorpo monoclonal isolado ou uma porcdo de
ligacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada de um gene

Vg 3-39 humano; e
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b) uma regido variavel de cadeia leve de um gene

Vk L15 humano;
| onde o anticorpo se liga especificamente ao PD-1.

22. Anticorpo monoclonal isolado ou porgdo de li-
gagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que consiste
nas seqgliéncias CDR1l, CDR2 e CDR3; e uma regido variavel de
cadeia leve que compreende as seqliéncias CDR1, CDR2 e CDR3,
onde:

a) a seqiéncia CDR3 de regido variavel de cadeia
pesada compreende uma seqléncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35 e modificacgdes conservadoras das mesmas;

b) a seqiiéncia CDR3 da regiido variavel de cadeia
leve compreende uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e
56 e modificacgdes conservadoras das mesmas; e

c) o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

23. Anticorpo, de acordo com a reivindicacédo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a seqléncia CDR2 da regido
varidvel de cadeia pesada compreende uma seqiéncia de amino-
adcido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias de a-
minoacido das SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28 e mo-
dificag¢des conservadoras das mesmas, € a sequiéncia CDR2 da
regido variédvel de cadeia leve compreende uma seqgiiéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas sequéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49 e

modificacdes conservadoras das mesmas.
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24. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 23,
CARACTERIZADO pelo fato de que a seqiiéncia CDR1 da regido
variavel de cadeia pesada compreende uma seqiéncia de amino-
4dcido selecionada do gfupo consistindo nas seqliéncias de a-
minocacido das SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 17, 18, 19, 20 e 21 e
modificagdes conservadoras das mesmas, € a seqiéncia CDR1 da
regido variavel de cadeia leve compreende uma seqliéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqiéncias
de aminoacido das SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42 e
modificagcdes conservadoras das mesmas.

25. Anticorpo monoclonal isolado ou porgdo de 1li-
gagdo de antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada e uma regido
varidvel de cadeia leve, onde:

a) a regido variavel de cadeia pesada compreende
uma seqliéncia de aminoacido que é pelo menos 80% hombéloga a
uma seqiéncia de aminocacido selecionada do .grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7;

b) a regido variavel de cadeia leve compreende uma
seqiéncia de aminoé&cido que é pelo menos 80% homdéloga a uma
seqliiéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;

c) o anticorpo se liga ao PD-1 humano com uma Kp
de 1 x 1077 M ou menos; e

d) o anticorpo substancialmente n&o se liga ao

CD28, CTLA-4 ou ICOS humano.
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26. Anticorpo, de acordo com a reivindicacgdo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo compreende, adi-
cionalmente, pelo menos uma das seguintes propriedades:

a) o anticorpo aumenta a proliferacdo da célula T
em um ensaio de Reacdo de Linfdécito Misto (MLR);

b) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio de MLR; ou

c) o anticorpo aumenta a secrecdo de interleucina-
2 (IL-2) em um ensaio de MRL.

27. Anticorpo monoclonal isolado ou porcdo de 1i-
gagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma CDR]1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 17, 18, 19, 20
e 21;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 217 e
28;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 20, 31, 32, 33, 34 e
35;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo

consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42;
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e) uma CDRZ da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49; e

f) uma CDR3 da regido variadvel de cadeia leve com-
preendendo uma seqléncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

28. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDRl1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:15;

b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:22;

c) uma CDR3 da regiéb variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:29;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:36;

e) uma CDRZVda regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:43; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:50.

29. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelc fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:16;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada

compreendendo a SEQ ID NO:23;
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c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:30;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:37;

e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:44; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:50.

30. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido variadvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:17;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:24;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:31;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:38;

e) uma CDRZ da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:45; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:52.

31. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreénde:

a) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:18;

b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada

compreendendo a SEQ ID NO:25;
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c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:32;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:39;

e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:46; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:53.

32. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:19;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:26;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:33;

d) uma CDR1 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:40;

e) uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:47; e

f) uma CDR3 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:54.

33. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:20;

b) uma CDRZ da regiido variadvel de cadeia pesada

compreendendo a SEQ ID NO:27;
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c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:34;

d) uma CDR1 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:41;

e) uma CDRZ2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:48; e

f) uma CDR3 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:55.

34. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 27,°
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:21;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:28;

c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:35;

d) uma CDR1 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:42;

e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:49; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:56. |

35. Anticorpo monoclonal isolado ou porgdo de 1li-
gacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende: |

a) uma regido variavel de cadeia peSada compreen-
dendo uma seqliéncia de aminoacido selecionada do grupo con-

sistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e
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b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do uma seqliéncia de aminodcido selecionada do grupo consis-
tindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13a e 14;

onde o anticorpo se liga especificamente ao PD-1.

36. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:1, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:8.

37. Anticorpo, de acordo com a reivindicacado 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:2, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a sequiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:9.

38. Anticorpo, de acordo com a reivindicacgdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido variavel de cadeia pesada compreen-
dendo a segiiéncia de amino&cido da SEQ ID NO:3, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:10.

39. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido variédvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqgliéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 4, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-

do a seqgiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:11.



10

15

20

25

13

40. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido variavel de cadela pesada compreen-
dendo a seqléncia de aminoacido da SEQ ID NO:5, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:11.

41. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqliéncia de aminoacido da SEQ ID NO:6, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a seqliéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:13.

42. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqgiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:7, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqgliéncia de aminoacido da SEQ ID NO:14.

43. Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o anticorpo ou porgdao de ligacdo de antigeno do
mesmo, de acordo com uma ou mais das reivindicacdes 1-36 e
um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.

44, Imunoconjugado; CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende o anticorpo ou porgdo de ligacdo ao antigeno do
mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-36,

ligado a um agente terapéutico.
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45. Composicdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o imunoconjugado, de acordo com a reivindicacéo
44 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

46. Imunoconjugado, de acordo com a reivindicacdao
44, CARACTERIZADO pelo fato de que o agente terapéutico é
uma citotoxina.

47. Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o© imunoconjugado, de acordo com a reivindicacao
46 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

48. Imunoconjugado, de acordo com a reivindicacao
44, CARACTERIZADO pelo fato de que o agente terapéutico é um
isbétopo radiocativo.

49, Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o imunoconjugado, de acordo com a reivindicacgéo
48 e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

50. Molécula biespecifica, CARACTERIZADA pelo fato

de que compreende o anticorpo ou porcdo de ligacdo ao anti-

~geno do mesmo, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

.1-36, ligado a uma segunda fragdo funcional possuindo uma

especificidade de ligagdo diferente que a do anticorpo ou
porcdo de ligacdo ao antigeno do mesmo.

51. Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato dé que
compreende a molécula biespecifica, de acordo com a reivin-
dicacdo 50, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

52. Molécula de acido nucléico isolada,
CARACTERIZADA pelo fato de que codifica o anticorpo ou uma
porgcdo de ligacdo ao antigeno da mesma, de acordo com uma

das reivindicacdées 1-36.
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53. Vetor de expressdo, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende a molécula de acido nucléico, de acordo com a
reivindicacdo 52.

54. Célula hospedeira, CARACTERIZADA pelo fato de
que compreende o vetor de expressdo, de acordo com a reivin-
dicacdo 53.

55. Camundongo transgénico compreendendo transge-
nes de cadeia leve e pesada de imunoglobulina humana,
CARACTEﬁIZADO pelo fato de que o camundongo expressa o anti-
corpo, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-36.

56. Hibridoma preparado de camundongo, de acordo
com a reivindicacgdo 55, CARACTERIZADO pelo fato de que o hi-
bridoma produz o anticorpo.

57. Método para modular uma resposta imune em um
individuo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende admi-
nistracdo ao individuo do anticorpo ou porcdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, de acordo com qualgquer uma das reivindi-
cagbes 1-36, tal que, a resposta imune no individuo é modu-
lada.

58. Método para inibir o crescimento das células
tumorais em um individuo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende administrag¢do ao individuo de uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-PD-1 ou porcdo de
ligacdo ao antigeno do mesmo.

59. Método, de acordo com a reivindicacdo 58,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo

quimérico.
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60. Método, de acordo com a reivindicacdo 58,
CARACTERIZADO pelo faﬁo de que o anticorpo é um anticorpo
humanizado.

6l. Método, de acordo com a reivindicacdo 58,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo
plenamente humano.

62. Método, de acordo com a reivindicacao 58,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células tumorais constitu-
em um céncer selecionado do grupo consistindo em melanoma,
cidncer renal, cancer da préstata, céncer de mama, céncer de
célon e cancer de pulméio.

63. Método, de acordo com a reivindicacdo 58,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células tumorais sdo de um
céncer selecionado da 1lista consistindo em cincer ©6sseo,
cadncer pancreatico, cancer de pele, cancer de cabega ou pes-
co¢o, melanoma cutdneo ou maligno intra-ocular, céncer ute-
rino, cancer ovariano, céancer retal, cdncer da regido anal,
cancer do estdmago, cdancer testicular, céncer uterino, car-
cinoma das trompas falopianas, carcinoma do endométrio, car-
cinoma dQ cerviz, carcinoma da vagina, carcinoma da vulva,
doenga de Hodgkin, linfoma n&o Hodgkin, céncer de eséfago,
cdncer do intestino delgado, céancer do sistema endbécrino,
cancer da glandula tiredide, céncer da glandula paratiredi-
de, cancer da gléandula adrenal, sarcoma do tecido mole, can-
cer da uretra, cancer do pénis, leucemias crénicas ou agudas
incluindo leucemia mieldéide aguda, leucemia mieldide créni-
ca, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cré-

nica, tumores sélidos de inféancia, linfoma linfocitico, can-
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cer da bexiga, cancer dos rins ou uretra, carcinoma da pél-
vis renal, neoplasmo do sistema nervoso central (CNS), lin-
foma primério'do CNS, angiogénese de tumor, tumor do eixo da
espinha, glioma do tronco encefalico, hipofisario, sarcoma
de Kaposi, céncer epidermdide, céncer da célula escamosa,
linfoma da célula T, canceres induzidos ambientalmente in-
cluindo aqueles induzidos por asbestos e combinacdes de can-
ceres.

64. Método para inibir o crescimento das células
tumorais em um individuo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende administragdoc ao individuo do anticorpo ou porcéo
de ligagdo ao antigeno do mesmo, de qualquer uma das reivin-
dicag¢bes 1-36, em uma quantidade eficaz para inibir o cres-
cimento das células tumorais.

65. Método para tratar uma doenga infecciosa em um
individuo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende admi-
nistragdo ao individuo do anticorpo ou porcdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, de acordo com gqualquer uma das reivindi-
cagbes 1-36, tal que o individuo é tratado de uma doenca in-
fecciosa. |

66. Método, de acordo com a reivindicacdo 65,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doencga infecciosa é sele-
cionada da lista consistindo em HIV, Influenza, Herpes, Gi-
ardia, Maldria, Leishmaniose, a infeccdo patogénica pelo vi-
rus da Hepatite (A, B e C), herpesvirus (por exemplo, VZV,
HSV-1, HAV-6, HSV-II e CMV, virué Epstein Barr), adenovirus,
virus influenza, flavivirus, ecovirus, rinovirus, virus Cox-

sackie, cornovirus, virus sincicial respiratério, virus da
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cachumba, rotavirus, virus do sarampo, virus da rubéola,
parvovirus, virus da vacinia, virus HTLV, virus da dengue,
papilomavirus, virus de molusco, virus da pdlio, virus da
raiva, virus JC e virus da encefalite arboviral, infeccéao
patogénica pela bactéria chlamydia, bactéria Riquetsial, my-
cobacteria, staphylococci, streptococci, pneumonococci, me-
ningococci e conococci, klebsiella, Proteus, serratia, Pseu-
domonas, legionella, difteria, salmonela, bacilos, cdblera,
tétano, botulismo, antrax, peste, leptospirose e bactéria da
doenca de Lymes, infeccdo patogénica por fungos Candida (al-
bicans, krusei, glabrata, tropicalis, etc.), Cryptococcus
neoforman, Aspergillus (fumigatus, niger, etc.), Gé&nero Mu-
corales (mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii,
Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides  brasiliensis,
Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum e infeccéo pa-
togénica por parasitas Entamoeba histolytica, Balantidium
coli, Naegleria fowleri, Acanthamoeba sp., Giardia lambia,
Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax,
Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Lei-
shmania donovani, Toxoplasma gondi e Nippostrongylus brasi-
liensis.

67. Método para melhorar uma resposta imune a um
antigeno em um individuo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende administragdo ao individuo de: (i) antigeno; e
(ii) anticorpo ou porcdo de ligagdo ao anticorpo do mesmo,
de ‘acordo com qualquer uma das reivindicag¢des 1-36, tal que,

uma resposta imune ao antigeno no individuo é melhorada.
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68. Método, de acordo com a reivindicacao 67,
CARACTERIZADO pelo fato de que o antigeno é um antigeno tu-
moral, um antigeno viral, um antigeno bacteriano ou um anti-
geno de um agente patogénico.

69. Método para tratamento de uma doenca hiperpro-
liferativa, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) administracdo de um anticorpo anti-PD-1 ao in-
dividuo, e

(b) administragdo de um anficorpo anti-CTLA-4 ao
individuo.

70. Método, de acordo com a reivindicacdo 69,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-DP-1 é admi-
nistrado em uma dose subterapéutica.

71. Método, de acordo com a reivindicacao 69,
CARACTERIZADO pelo fato de que o aﬁticorpo anti-CTLA-4 é ad-
ministrado em uma dose subterapéutica.

72. Método, de acordo com a reivindicacdo 69,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 sdo independentemente administrados em
uma dose subterapéutica.

73. Método, de acordo com a reivindicacdo 69,
CARACTERIZADO peloc fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 sdo administrados seqgliencialmente.

74. Método, de acordo com a reivindicacdao 73,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 é admi-

nistrado antes do anticorpo anti-CTLA-4.
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75. Método, de acordo com a reivindicagdo 73,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 é ad-
ministrado antes do anticorpo anti-PD-1.

76. Método, de acordo com a reivindicacdo 73,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 sdo administrados concorrentemente.

77. Método, de acordo com a reivindicacdo 73,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 s&o misturados como uma composicdo sim-
ples e administrados concorrentemente.

78. Método, de acordo com a reivindicacdo 73,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administracdc a um
individuo de (a) uma composigdo compreendendo o anticorpo
anti-PD-1 e um veiculo e (b) uma composicdo compreendendo o
anticorpo anti-CTLA-4 e um veiculo farmaceuticamente aceité-
vel.

79. Método, de acordo com qualguer uma das reivin-
dicacbes 69 a 78, CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca
hiperproliferativa é céancer.

80. Método, de acordo com a reivindicacdo 79,
CARACTERIZADO pelo fato de que o cancer é cancer de célon.

81. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 68 a 79, CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo
é um ser humano.

82. Método, de acordo com qualquer uma das reiviﬁ—
dicacbes 68 a 79, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo

anti-PD-1 é um anticorpo de seqiiéncia humana.
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83. Método, de acordo com a reivindicacao 82,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-
gliéncia humana é ﬁm anticorpo monoclonal.

84. Método, de acordo com a reivindicacdo 83,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo monoclonal anti-
PD-1 da seqiiéncia humana é 17D8, 2D3, 4H1l, 5C4, 4All, 7D3 ou
5F4.

85. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 68 a 79, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo
anti-CTLA-4 é um anticorpo de seqiiéncia humana.

86. Método, de acordo com a reivindicagido 85,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 da
sequiéncia humana é um anticorpo monoclonal.

87. Método, de acordo com a reivindicacdo 86,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4 da seqliéncia humana € 10D1 (MDX-010).

88. Método para alterar um evento adverso associa-
do ao tratamento de uma doenca hiperproliferativa com um a-
gente imunoestimulador, CARACTERIZADO pelo fato de que com-
preende:

(a) administracdo de um anticorpo anti-PD-1 a um
individuo, e

(b) administracdo de uma dose terapéutica do anti-
corpo anti-CTLA-4 ao individuo.

89. Método, de acordo com a reivindicacdo 86,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 é admi-

nistrado em uma dose subterapéutica.
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90. Método, de acordo com a reivindicacdo 88,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 s&o administrados seqgliencialmente.

91. Método, de acordo com a reivindicacdo 90,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 é admi-
nistrado antes do anticorpo anti-CTLA-4.

92. Método, de acordo com a reivindicagao 90,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 é ad-
ministrado antes do anticorpo anti-PD-1.

93. Método, de acordo com a reivindicacdo 88,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 sdo administrados concorrentemente.

94. Método, de acordo com a reivindicacdo 88,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 e o an-
ticorpo anti-CTLA-4 sdo misturados como uma composicdo sim-
pleé e administrados concorrentemente.

95. Método, de acordo com a reivindicacdo 88,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende administracdo a um
individuo de (a) uma composigdo compreendendo um anticorpo
anti-PD-1 e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel e (b) uma
composigcdo compreendendo o anticorpo anti-CTLA-4 e um veicu-
lo farmaceuticamente aceitavel.

96. Método, de acordo com qualguer uma das reivin-
dicagdes 88 a 95, CARACTERIZADO pelo fato de que a doencga
hiperproliferativa é céncer.

97. Método, de acordo com a reivindicacdo 96,

CARACTERIZADO pelo fato de que o céncer é cancer de cdélon.
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98. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 88 a 95, CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo
€ um ser humano.

99. Método, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes 88 a 95, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo
anti-PD-1 é um anticorpo de seqiiéncia humana.

100. Método, de acordo com a reivindicacdo 99,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-
quiéncia humana é um anticorpo monoclonal.

101. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 100,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-
gliéncia humana é 17D8, 2D3, 5H1, 5C4, 4All, 7D3 ou 5F4.

102. Método, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 88 a 95, CARACTERIZADO pelo fato de que o anti-
corpo anti-CTLA-4 é um anticorpo da seqiiéncia humana.

103. Métbdo, de acordo com a reivindicagdo 102,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 da
seqliéncia humana é um anticorpo monoclonal.

104. Método, de acordo com a reivindicacdo 103,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 da
seqiiéncia humana é 10D1 (MDX-010).

105. Método para preparacdo de um anticorpo anti-
PD-1, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) provisdo de: (i) uma seqiiéncia de anticorpo da
regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma seqgiiéncia
CDR1 que é selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
15, 1o, 17, 18, 19, 20a e 21, uma seqgiiéncia CDR2 que é sele-

cionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25,
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26, 27 e 28; e uma seqiiéncia de CDR3 que é selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35; ou (ii) uma seqiéncia de anticorpo da regido varidvel de
cadeia leve compreendendo uma seqgiéncia CDR1 que é selecio-
nada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39,
40, 41 e 42, uma seqiéncia CDR2 que é selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49 e
uma seqiéncia CDR3 que é selecionada do grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 5¢6;

(b) alteracdo de pelo menos um residuo de aminoa-
cido dentro de pelo menos uma seqiiéncia de anticorpo da re-
gido variéavel, a seqiiéncia sendo selecionada da seqiiéncia de
anticorpo da regido variavel de cadeia pesada e a seqiiéncia
de anticorpo da regido varidvel de cadeia leve, de modo a
criar pelo menos uma segliéncia de anticorpo alterada; e

(c) expressando a seqliéncia de anticorpo alterada

como uma proteina.
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VH de

Segmento V .
Segmento D .
Segmento J .

Q v
CAG GTG

R L
AGA CTC

\' R.
GTC CGC

e ey 2 e e o e

G s
GGA AGT

D N
GAC AAT

T A
ACG GCT

\'4 T
GTC "ACC

Anti-PD1 17D8

3-33
unknown
JH4b

Q L VvV E S G
CAG CTG GTG GAG TCT GGG

S C A A S G
TCC TGT GCA GCG TCT GGA

Q A e G K G
CAG GCT CCC GGC ARG GGG

CDR2

G D VvV v ¢ &p G G s L
GGA GAC GTG GTC CAG CCT GGG GGG TCC CTG

v A FE S N Y G M H W
GTC GCC TTC AGT AAC TAT GGC ATG CAC TGG

s s s s s A s e e i g g

L E W -Vv A V I WY D
CIG GAG TGG GTG GCA GTT ATC TGG TAT GAT

N K Y Y A D
AAT AAA TAC TAT GCA GAC

S K N M L Y
TCC ARG ARC ATG CTC TAT

M Y . Y o] A R
ATG TAT TAC TGT GCG AGG

v 8 S
GTC TCC TCA

Fig.

-

S V XK 6 R F T I s R
TCC GTG ARG GGC CGG TTC ACC ATC TCC AGA

L Q M N s L R A E D
CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC

N D D Y W 6 Q G T L
AAC GAT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG

[y ome

1A
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VH de Anti-PD1 17D8

Segmento V.: L6
Segmento J: JK4

E I v L T Q s
GAA AIT GTG TTG ACA CAG TCT

P A T L s 1L s
CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT

CDR1

A T L s (o4 R A
GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC

Q Q K P G Q A
CAA CAG AAA CCT GGC CAG GCT

CDR2

A T G I P A R
GCC ACT GGC ATC CCA GCC AGG

L T I S s L E
CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG

R S N w P L T
CGT AGC ARC TGG CCT CTC ACT

Ly

s Q s v S S Y
AGT CAG AGT GTT AGC AGC

D P N

P G E R
CCA GGG GAA AGA

L A W Y
TTA GCC TGG TAC

CDR2

3 R L I I Y D
CCC AGG CTC ATC ATC TAT

F s G S G s G
TTC AGT GGC AGT GGG TCT

P E D FE A V Y
CCT GAA GAT TTT GCA GTT

13 G G G T K Vv
TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTG

Fig. 1B

~————— ~

A s N R
GCA TCC AAC AGG

T D F T
ACA GAC TTC ACT

CDR3

-

Y € @ 9
TAC TGT CAG CAG

E I K
GAG ATC ARA



VH de Anti-PD-1 2D3

Segmento V., 3.33
Segmento D. 7-29
Segmento J. JH4Db

Q Vv Q@ L v E s
1 CAG GTG CAG CTG GTG GAA TCT

R L & C A A s
85 AGA CTC TCC TGT GCA GCG TCT

v R Q A P G K
109 GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG

G S K K Y Y A
163 GGA AGT ARG AARA TAT TAT GCA

D N s K N T L
217. GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTG

T A \'2 Y Y o A
271 ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG

A\ T Vv s S
325 GTC ACC GTC TCC TCA

G 6 D Vv V
GGG GGA GAC GTG GTC

G L T F T
GGA TTA ACC TTC ACT

6 L E W Vv
GGG CTG GAG TGG GTG

D s v K 6
GAC TCC GTG AAG GGC

Y L Q M N
TAT CTG CAA ATG AAC

CDR3
T G D D Y
ACT GGG GAT GAC TAC

Fig. 2A

Q P G R s L
CAG CCT GGG AGG TCC CTG

N Y G F H 1

AV I W Y D
GCT GTT ATA TGG TAT GAT

R F T I S R
CGA TTC ACC ATC TCC AGA

N L R A E D
AAC CTG AGA GCC GRG GAC

W G Q G T L
TGG GGC CAG GGA ACC CTG



VH de Anti-PD-1 2D3

Segmento V. 16

Segmento J. gga

E I v L T

s P

A

‘T

L

s

L

S P G E R

1 GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT CCA GGG GAR AGA

A T L s c

55 GCC ACC CTG TCC TGC AGG

Q 9 K P G-
109 CAR CAG BAA CCT GGC CAG

CDR2

TP UPp .

A T G I P

163 GCC ACT GGC ATC CCA GCC

L T I s S

217 CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCA GTT

R 8 N W |4

271 CGT AGC AAC TGG CCG CTC

CDR1

A s

-

Q

s

v

s

- ot rr e g e

s

Y L A W Y

GCC AGT CAG AGT GTT AGC AGC TAC TTA GCC TGG TAC

A P

GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT

R .F

AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT

e |4

T F

ACT TTC GGC GGA GGG ACC AAG

Fig.

R

s

E

G

2B

L

G

D

G

L

s

F

G

I

G

A

T

Y

8

v

K

D T S N R
GAT ACA TCC AAC AGG

G T D F T
GGG ACA GAC TTC ACT

Y Y c 0 Q
TAT TAC TGT CAG CAG

v E I K
GTG GAG ATC AARA
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VH de Anti-PD-1 4HI1

Segmento V, 5_323
Segmento D,

Segmento J. syuap

Q V' Y L v E s G
CAG GTG TAC TTG GTA GAG TCT GGG

R L s ¢ A A s G
AGA CTC TCC TGT GCA GCG TCT GGA

v R Q A P G K G
GTC CGC CARG CCA GGC AAG GGG

G s N K Y Y A D
GGA AGT AAT TAC TAT GCA GAC

D N S K N T L ¥
GAC AAT TCC AAG AAC ACG CTG TAT

T AV Y Y c A S
ACG GCT GTG TAT TAT TGT GCG AGC

v T Vv § s
GTC ACC GTC TCC TCA .
Fig.

TTC ACC TTC AGT

AAC GTT GAC CAT

indeterminado

G G Vv v ¢
GGA GGC GTG GTC CAG

F T F S N

L E W VvV A

CTG GAG TGG GTG GCA

S vV K G R
TCC GTG AAG GGC CGA

L Q M T s
CTG CAA ATG ACC AGT

CDR3

v v g e e st e s g o s

N A\ D B W
TGG

3A

P G R S L
CCT GGG AGG TCC CTG

Y G M H W
TAT GGC ATG CAC

CDR2

Y e e e e g s et 2 g g A st s P

L I w Y D
CTT ATA TGG TAT

F T I S R
TTC ACC ATC TCC

L R v E D
CTG AGA GTC GAG GAC

G Q G T L
GGC CAG GGA ACC CTG



VK de Anti-PD-1 4H1

Segmento V. 1,6
Segmento J; gKi1

B I v L T Q S P A T L S L s P G E R
1 GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA GCC ACC CTG TCT TTG TCT CCA GGG GAA AGA

* CDR1

o e e e e e e e e e e e s e e e s e iy o s e .t e e i e

A T L ) c R A s Q ' s v S s Y L A W Y
85 GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT CAG AGT GTT AGT AGT TAC TTA GCC TGG TAC"

¢ © K P 6 0 A P R L L I Y D A § N R
109 CAA CAG AAR CCT GGC CAG GCT CCC AGG CTC CTC ATC TAT GAT GCA TCC AAC AGG

A T G I P A R F S G S G s G T D F T
163 GCC ACT GGC ATC CCA GCC AGG TTC AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC TTC ACT

CDR3
L T 1 S8 & L E P E D F A Vv Y Y ¢ @ 0@
217 CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG CCT GAA GAT TTT GCA GTT TAT TAC TGT CAG CAG
CDR3

s S N w P R T 13 G Q G T K Vv E I K
271 AGT AGC AAC TGG CCT CGG ACG TTC GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC AAA

Fig. 3B



VH de Anti-PD1 5C4

S5

108

163

217

271

‘325

Segmento V,

Segmento D,

3-33
unknown
Segmento J: JH4b

v

Vv o |4 G R S

CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAG CCT GGG AGG TCC

F

CDR1

-~ o~

S N S G M H

ARA GCG TCT GGA ATC ACC TTC AGT AAC TCT GGC ATG CAC

W

-t ot g s s o o g s g

vV A VvV I w Y

CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GCA GTT ATT TGG TAT

Q@ V 0 L V E S 6 6 &
CAG GTG CAG
R L D ¢ K A 8 6 I T
AGR CTC GAC TGT
V R ¢ A P 6 K G L E
GTC CGC CAG GCT

CDR2
G S K R Y Y A D S v
GGA AGT AAA AGA
D N 8§ K N T L F L o
GAC ART TCC AAG
T A V Y Y Cc A T N D
ACG GCT GTG TAT
\'4 T v S s
GTC ACC GTC TCC TCA

K

G R F T I s

TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC

M

N s L R A E

AAC ACG CTG TTT CTG CAR ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG

D

Y W G Q G T

TAC TGT GCG ACR AAC GAC,GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC

Fig.

4A

JH4b

5L
CTG
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VH de Anti-PD1 5C4

Segmento V 16

Segmento J. . yg1

E I v L T 0 S 4
GAA ATT GTG TTG ACA CAG TCT CCA

A T L S L S P G
GCC ACC CIG TCT TTG TCT CCA GGG

CDR1

A T L s Cc R A s
GCC ACC CTC TCC TGC AGG GCC AGT

Q O K P G QO A P
CAA CAG AAA CCT GGC CAG GCT CCC

A T G I P A R E
GCC ACT GGC ATC CCA GCC AGG TTC

L T I s S L E p
CTC ACC ATC AGC AGC CTA GAG CCT

s 5 N W P R T F
AGT AGC AAC TGG CCT CGG ACG TTC

Ly

Fig.

~a - -~ o

Q s \4 s S Y L A
CAG AGT GTT AGT AGT TAC TTA GCC

CDR2

E R
GAR AGA

w oY
TGG TAC

R L L I Y D A s
AGG CTC CTC ATC TAT GAT GCA TCC

S G S G s G T D
AGT GGC AGT GGG TCT GGG ACA GAC

B D F A v Y Y C
GAA GAT TTT GCA GTT TAT TAC TGT

G Q G T K Vv E I
GGC CAA GGG ACC AAG GTG GAA ATC

4B

N R
AAC AGG

F T
TTC ACT

CDR3

e e s e

Q 0
CAG CAG



VH de Anti-PD-1 4Al11

Segmento V . 4_39
Segmento D . 3-g
Segmento J : JH4b

Q L Q L Q E s G P G L Vv K P S E T L
1 CAG CTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG ARG CCT TCG GAG ACC CTG

s e s e ot e e s e g o o 0

S L T C T v S G G S L s R s s F F W

55 TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT GGT GGC TCC CTC AGC AGG AGT AGT TTC TTC TGG
CDR1 CDR2
-;~- W I R Q P P G K 6 L E W I G ~;-“‘;~~~;~
109 GGC TGG ATC CGT CAG CCC CCA GGG ARG GGA CTG GAG TGG ATT GGG AGT ATC TAT
CDR2

Y S G S T Y Y N P s L K s R V T I S
163 TAT AGT GGG AGC ACC TAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCC

vV D T 8 K N © F S8 L K L S S Vv T A A

217 GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCA
CDR3
D T A v Y Y o] v R —;~ Y~~~B-‘~~;~~~L ~~T -~G~~ D ~;~
271 GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGP GTG AGR GAT TAC GAT ATT TTG ACT GGC GAC GAG
CDR3

D Y W G Q G T L v T v S S
325 GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG GTC ACC GTG TCC TCA

Fig. 5A
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Segmento V .
Segmento J .

L15
JK1

D I Q M T
GAC ATC CAG ATG ACC

v S I T o}
GTC TCC ATC ACT TGT

Q Q K P E

10

VH de Anti-PD-1 4A11

Q S P S S
CAG TCT CCR TCC TCA

CDR1

~ i~ ~

L
CTG

S A s A\ G D R
TCT GCA TCT GTG GGA GAC AGA

R A s Q G
CGG GCG AGT CAG GGT

K A P K s

CAG CAG AAA CCR GAG AAA GCC CCT ARG TcC

CDR2

R S G v B
CGA AGT GGG GTC CCA

L T I S S
CTC ACC ATC AGC AGC

Y Y § Y P
TAT TAT AGT TAC CCT

s R F s G
TCA AGG TTC AGC GGC

L Q 4 E D
CTG CAG CCT GAA GAT

R T F G Q
AGG ACG TTC GGC CAA

Fig. 5B

ATT

AGT

TTT

GGG

.~

s s W L A W Y
AGC AGC TGG TTA GCC TGG TAT

~ o

ot e ot 0 g e e s g e s s e

I Y A A S N L
ATC TAT GCT GCA TCC AAT TTA

G 8 G T D F T
GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT

CDR3

———

A T Y Yy ¢ e] Q
GCA ACT TAT TARC TGC CAA CAG

T K V E I K
ACC ARG GTG GAA ATC AAA
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VH de Anti-PD-1 7D3

Segmento V

: 3-33
Segmento D . 7-27
Segmento J : JH4b
Q vV @ L VvV E § 6 6 6 V V
1 CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC
R L s ¢ T T s 6 I T F s
S5 AGA CTC. TCC TGT ACA ACG TCT GGA ATC ACC TTC AGT
V. R ¢ A P 6 K 66 L B W V
109 GTC CGC CAG GCT CCA GGC ARG GGG CTG GAG TGG GTG
CDR2
G S X K Y Y A D s V K @
163 GGA AGT RAAR AAR TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC
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Especificidade de ligagdo de
anticorpos anti-PD-1 de HuMab para
PD-1, ICOS, CTLA-4 e CD-25
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Ligagao de anti-PD-1 Abs de HuMab
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Concentracao [nM]

Fig. 15A

Ligagcdo de anti-PD-1 Abs de HuMab
as PBMC de macaco Cynomolgous

ativada
700

600

500

Concentracdao [nM]

Fig. 15B

40
5C4
1708
203

4H1
S5C4
1708
203



Intensidade de
fluorescéncia média

23

Ligagao de anti-PD-1 Abs de HuMab
as células CHO expressando PD-1
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Anti-PD-1 Abs na secrecdo de IL-2
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Absorcdo de anti-PD-1 de HuMab bloqueia
a ligagdo de PD-L1 as células CHO/Hpd-1
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RESUMO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS PARA MORTE
PROGRAMADA 1(PD-1) E METODOS PARA TRATAMENTO DO CANCER
USANDO ANTICORPOS ANTI-PD-1 SOZINHOS OU EM COMBINACAO COM
OUTROS IMUNOTERAPEUTICOS”

A presente invencéo prové anticorpos monoclonais
isolados, particularmente anticorpos monoclonais humanos que
se ligam especificamente ao PD-1 com afinidade alta. Sio
também providas moléculas de acido nucléico codificando os
anticorpos da invengdo, vetores de expressdo, células hospe-
deiras e métodos para expressdo dos anticorpos da invencao.
Sdo também providos imunoconjugados, moléculas biespecificas
e composig¢des farmacéuticas compreendendo os anticorpos da
invengdo. A invencé&o também prové métodos para detectar PD-
1, bem como métodos para tratamento de véarias doencas, in-
cluindo cancer e doencgas infecciosas, usando anticorpos an-
ti-PD-1. A presente invencio também prové métodos para em-—
prego de uma imunoterapia de combinacdo, tal como, a combi-
nacdo de anticorpos énti—CTLA—4 e anticorpos anti-PD-1, para
tratamento de doenca hiperproliferativa, tal como, cancer. A
invencdo também prové métodos para alterar eventésiadversos

relacionados ao tratamento individual com tais anticorpos.
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“ANTICORPOS  MONOCLONAIS  HUMANOS PARA  MORTE
PROGRAMADA 1(PD-1) E USOS DE ANTICORPOS ANTI-PD-1 SOZINHOS
OU EM COMBINACAO COM OUTROS IMUNOTERAPEUTICOS PARA PREPARA-
CAO DE COMPOSIGOES FARMACEUTICAS PARA TRATAMENTO DO CANCER”

Campo Técnico

A presente invengdo se refere, de modo geral, a
imunoterapia no tratamento de doengca humana e reducdo dos
eventos adversos relacionados a mesma. Mais especificamente,
a presente invencdo se refere ao uso de anticorpos anti-PD-1
e ao uso de imunoterapia de combinacdo, incluindo a combina-
¢ao dos anticorpos anti-CTLA-4 e anti-PD-1 para tratar o
cancer e/ou para diminuir a incidéncia ou grandeza dos even-
tos adversos relacionados ao tratamento com tais anticorpos
de modo individual.

Antecedentes da Invencdo

Morte Programada da proteina 1 (PD-1) & um elemento inibidor
da familia CD28 dos receptores, que também inclui CD28,
CTLA-4, ICOS e BTLA. O PD-1 é expresso nas células B ativa-
-das, células T e células mieldides (Agata e outros, supra,
Okazaki e outros (2002) Curr. Opin. Immunol. 14: 391779-82;
Bennett e outros (2003) J Immunol 170:711-8). Os elementos
iniciais da familia, CD28’e ICOS, foram descobertos por e-
feitos funcionais no aumento da proliferacdo da célula T,
- seguindo-se a adigéo dé anticorpos monoclonais (Hutloff e
outros (1999) Nature 397:263-266; Hansen e outros (1980)
Immunogenics 10:247-260). O PD-1 foi descoberto
através. da classificacao para expressdo diferen-

cial em células apoptdédticas (Ishida e outros (1992)
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal humano geneticamente modi-
ficado e diferente daquele encontrado na natureza ou uma
porgcdo de ligagcdo de antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo
fato de que o anticorpo se liga ao PD-1 e onde o anticorpo
exibe pelo menos uma das seguintes propriedades:

a) se liga ao PD-1 humano com um Kp de 1 x 1077 M
ou menos;

b) ndo se liga substancialmente ao CD28, CTLA-4 ou
ICOS humano;

c) aumenta a proliferacdo da célula T em um ensaio
de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

d) aumenta a produgdo de interferon-gama em um en-
saio de MLR; ou

e) aumenta a secrecdo de interleucina-2 (IL-2) em
um ensaio de MRL.

2. Anticorpo, de acordo com a reivindicacédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que é o anticorpo de comprimento
pleno de um isotipo de IgGl ou IgG4.

3. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que é um fragmento de anticorpo
ou anticorpo de cadeia simples.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicacédo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com um Ky de 5 x 10°® M ou menos.

5. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1

humano com um Ky de 1 X 10°® M ou menos.
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6. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com um Kp de 5 x 107° M bu menos.

7. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo se liga ao PD-1
humano com um Kp entre 1 x 10%M e 1 x 1071° M.

8. Anticorpo monoclonal humano geneticamente modi-
ficado e diferente daquele encontrado na natureza ou uma
porcdo de ligag¢do ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo
fato de que o anticorpo compete em cruzamento para ligacgdo
ao PD-1 com um anticorpo de referéncia compreendendo:

a) uma regido variavel de cadeia pesada humana

compreende uma seqiéncia de aminoacido selecionada do grupo

consistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b} uma regido variadvel de cadeia leve humana com-
preende uma seqiiéncia de amiﬁoécido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14.

| 9. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido variavel de cadeia
pesada humana compreende a seqgiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:1 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
sequiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:8.

10. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido variavel de cadeia
pesada humana compreende a seqiiéncia de aminoadcido da SEQ ID

NO:2 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a

.seqléncia de aminoacido da SEQ ID NO:9.
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11. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regiéo variadvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:3 e a regido varidvel de cadeia leve humana compreende a
seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:10.

12. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido variavel de cadeia
pesada humana compreende a seqiéncia de aminoadcido da SEQ ID
NO:4 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:11.

13. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:5 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:12.

14. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID
NO:6 e a regido variavel de cadeia leve humana compreende a
seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:13.

15. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que a regido varidvel de cadeia
pesada humana compreende a seqliéncia de aminocdcido da SEQ ID
NO:7 e a regiao variével_de cadeia leve humana compreende a
seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:14.

16. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porcdo de

ligacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
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compreende uma regido varidvel de cadeia pesada que é o pro-
duto ou derivada de um gene Vy 3—33 humano, onde o anticorpo
se liga especialmente ao PD-1.

17. Anticorpo monoclonal géneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porgdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que

compreende uma regido variavel de cadeia pesada que é o pro-

duto ou derivada de um gene Vg 4-39 humano, onde o anticorpo

se liga especialmente ao PD-1.

18. Anticorpo monoclonal geneticamentebmodificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porcgdo de
ligacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia leve que é o produ-
to ou derivada de um gene Vg L6 humano, onde o anticorpo se
liga especialmente ao PD-1.

19. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porcdo de
ligagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia leve que é o produ-
to ou derivada de um gene Vg L15 humano, onde o anticorpo se
liga especialmente ao PD-1.

20. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porc¢do de
ligacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada de um gene

Vg 3-33 humano; e
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b) uma regido varidvel de cadeia leve de um gene
Vg L6 humano;

onde o anticorpo se liga éspecificamente ao PD-1.

21. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou uma porc¢do de
ligagao ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada de um gene
Vg 4-39 humano; e

b) uma regido varidvel de cadeia leve de um gene
Vkx L15 humano;

onde o anticorpo se liga especificamente ao PD-1.

22. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou porcdo de 1li-
gagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que consiste
nas seqliéncias CDR1, CDR2 e CDR3; e uma regido varidvel de
cadeia leve que compreende as seqliéncias CDR1, CDR2 e CDR3,
onde:

a) a sequiéncia CDR3 de regido varidvel de cadeia
pesada compreende uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35 e modificacbes conservadoras das mesmas;

b) a seqiiéncia CDR3 da regido variavel de cadeia
leve compreende uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e
56 e modificac¢des conservadoras das mesmas; e

c) o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.
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23. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 22,
CARACTERIZADO pelo fato de que a seqliéncia CDR2 da regido
variavel de cadeia pesada compreende uma seqiéncia de amino-
dcido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias de a-
minoadcido das SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e 28 e mo-
dificagdes conservadoras das mesmas, e a seqiiéncia CDR2 da
regido variavel de cadeia leve compreende uma seqgiiéncia de
aminoadcido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias
de aminodcido das SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49 e
modificacdes conservadoras das mesmas.

24. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 23,
CARACTERIZADO pelo fato de que a seqiiéncia CDR1 da regiao
variavel de cadeia pesada compreende uma seqiéncia de amino-
acido selecionada do grupo consistindo nas seqiéncias de a-
minoadcido das SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 17, 18, 19, 20 e 21 e
modificagdes conservadoras das mesmas, e a seqliéncia CDR1 da
regido varidvel de cadeia leve compreende uma seqiiéncia de
aminoacido selecionada do grupo consistindo nas seqliéncias
de aminoacido das SEQ‘ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42 e
modificacdes conservadoras das mesmas.

25. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou porgdo de li-
gacdo de antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada e uma regido
varidvel de cadeia leve, onde:

a) a regido varidvel de cadeia pesada compreende

uma sequéncia de aminodcido que é pelo menos 80% homdéloga a
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uma seqiéncia de aminoacido selecionada do grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7;

b) a regido variadvel de cadeia leve compreende uma
seqliéncia de aminoacido que é pelo menos 80% homéloga a uma
seqliéncia de aminoadcido selecionada do grupo consistindo nas
SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13 e 14;

c) o anticorpo se liga ao PD-1 humano com um Kp de
1 x 1077 M ou menos; e

d) o anticorpo substancialmente ndo se 1liga ao
CD28, CTLA-4 ou ICOS humano.

26. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 25,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo compreende, adi-
cionalmente, pelo menos uma das seguintes propriedades:

a) o anticorpo aumenta a proliferacdo da célula T
em um ensaio de Reacdo de Linfécito Misto (MLR);

b) o anticorpo aumenta a producdo de interferon-
gama em um ensaio de MLR; ou

c) o anticorpo aumenta a secrecdo de interleucina-
2 (IL-2) em um ensaio de MRL.

27. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou porcdo de li-
gacdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiéncia de aminodcido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 15, 16, 17, 17, 18, 19, 20

e 21;
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b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo uma seqliéncia de aminoécido selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25, 26, 27 e
28;

c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo uma seqiéncia de aminodcidc selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 20, 31, 32, 33, 34 e
35;

d) uma CDR1 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo uma seqliiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42;

e) uma CDR2 da regido variével de cadeia leve com-
preendendo uma seqgiiéncia de aminodcido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49; e

f) uma CDR3 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo uma seqiéncia de aminoacido selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56;

onde o anticorpo se liga especialmente ao PD-1.

28. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDRl1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:15;

b) uma CDR2 da regido variadvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:22;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:29;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-

preendendo a SEQ ID NO:36;
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e) uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:43; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:50.

29. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,

'CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:16;

b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:23;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:30;

d) uma CDR1 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:37;

e) uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:44; e

f) uma CDR3 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:51.

30. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de gue compreende:

a) uma CDR1 da regiéo varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:17;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:24;

c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:31;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-

preendendo a SEQ ID NO:38;
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e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:45; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:52.

31. Anticorpo, de acordo com a reivindicacado 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:18;

b) uma CDR2Z2 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:25;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:32;

d) uma CDR1 da regi&o varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:39;

e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:46; e |

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:53.

32. Anticorpo, de acordo com a reivindicacado 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:19;

b) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:26;

c) uma CDR3 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:33;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-

preendendo a SEQ ID NO:40;
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e) uma CDR2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:47; e

f) uma CDR3 da regido variadvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:54.

33. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:20;

b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:27;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:34;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:41;

e) uma CDR2Z2 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:48; e

f) uma CDR3 da regifo varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:55.

34. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 27,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:21;

b) uma CDR2 da regido variavel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:28;

c) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia pesada
compreendendo a SEQ ID NO:35;

d) uma CDR1 da regido varidvel de cadeia leve com-

preendendo a SEQ ID NO:42;



10

15

20

25

12

e) uma CDR2 da regido variavel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:49; e

f) uma CDR3 da regido varidvel de cadeia leve com-
preendendo a SEQ ID NO:56.

35. Anticorpo monoclonal geneticamente modificado
e diferente daquele encontrado na natureza ou porgdo de li-
gagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que
conmpreende: |

a) uma regido variavel de cadeia pesada compreen-
dendo uma seqiiéncia de aminodcido selecionada do grupo con-
sistindo nas SEQ ID NOs: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7; e

b) uma regiao variavel de cadeia leve compreenden-
do uma seqgiéncia de aminodcido selecionada do grupo consis-
tindo nas SEQ ID NOs: 8, 9, 10, 11, 12, 13a e 14;

onde o anticorpo se liga especificamente ao PD-1.

36. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:1, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:8.

37. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqiiéncia de aminoacido da SEQ ID NO:2, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-

do a seqliéncia de aminodcido da SEQ ID NO:9.
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38. Anticorpo, de acordo com a reivindicacao 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido variadvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqliéncia de aminoadcido da SEQ ID NO:3, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a seqiiéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:10.

39. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 4, e

b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a seqléncia de aminodcido da SEQ ID NO:11.

40. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido variavel de cadeia'pesada compreen-
dendo a seqiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:5, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqiiéncia de aminoédcido da SEQ ID NO:12.

41. Anticorpo, de acordo com a reivindicacgdo 35,
CARACTERIZADA pelb fato de que cémpreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-
dendo a seqliéncia de aminocdcido da SEQ ID NO:6, e

b) uma regido varidvel de cadeia leve compreenden-
do a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:13.

42. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 35,
CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) uma regido varidvel de cadeia pesada compreen-

dendo a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:7, e
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b) uma regido variavel de cadeia leve compreenden-
do a seqiiéncia de aminodcido da SEQ ID NO:14.

43. Composicdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o anticorpo ou porgdo de ligagdo de antigeno do
mesmo, conforme definido em uma ou mais das reivindicacdes
1-36 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

44 . Imunoconjugado, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende o anticorpo ou porgdo de ligagdo ao antigeno do
mesmo, conforme definido em qualgquer uma das reivindicacdes
1-36, ligado a um agente terapéutico.

45. Composigdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o imunoconjugado, conforme definido na reivindi-
cacdo 44 e um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.

46. Imunoconjugado, de acordo com a reivindicacéo
44, CARACTERIZADO pelo fato de que o agente terapéutico é
uma citotoxina.

47. Composigao, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o imunoconjugado, conforme definido na reivindi-
cagdo 46 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

48. Imunoconjugado, de acordo com a rei&indicagao
44, CARACTERIZADO pelo fato de que o agente terapéutico é um
isétopo radioativo. |

49. Composigdao, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende o imunoconjugado, conforme definido na reivindi-
cagdo 48 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

50. Molécula biespecifica, CARACTERIZADA pelo fato
de que compreende o anticorpo ou porgdo de ligacdo ao anti-

geno do mesmo, conforme definido em qualgquer uma das reivin-
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dicacgdes 1-36, ligado a uma segunda frag¢do funcional possu-
indo uma especificidade de ligacdo diferente que a do anti-
corpo ou porcdo de ligagdo ao antigeno do mesmo.

51. Composicdo, CARACTERIZADA pelo fato de que
compreende a molécula biespecifica, conforme definida na
reivindicacdo 50, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

52.  Molécula de 4cido  nucléico  isolada,
CARACTERIZADA pelo fato de que codifica o anticorpo ou uma
porgcao de ligag¢do ao antigeno da mesma, conforme definido em
qualqgquer uma das réivindicagées 1-36.

53. Vetor de expressdo, CARACTERIZADO pelo fato ae
que compreende a molécula de &cido nucléico, conforme defi-
nido na reivindicacdo 52.

54. Célula hospedeira, CARACTERIZADA pelo fato de
que compreende o vetor de expressdo, conforme definido na
reivindicacgdo 53.

55. Uso de um anticorpo ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1-36, CARACTERIZADO pelo fato de que é para
preparacdo de uma composicdo farmacéutica para modular uma
resposta imune. | |

56. Uso de um anticorpo anti-PD-1 ou porcédo de 1li-
gagdo ao antigeno do mesmo, CARACTERIZADO pelo fato de que é
para preparacgdo de uma composigdo farmacéutica para inibir o
crescimento das células tumorais.

57. Uso, de acordo com a reivindicacdo 56,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo

quimérico.
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58. Uso, de acordo com a reivindicacdo 56,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo
humanizado.

59. Uso, de acordo com a reivindicacdo 56,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo é um anticorpo
plenamente humano.

60. Uso, de acordo com a reivindicacdo 56,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células tumorais constitu-
em um céncer selecionado do grupo consistindo em melanoma,
cdncer renal, céncer da préstata, céncer de mama, céncer de
cbdlon e cancer de pulméo.

o0l. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 56,
CARACTERIZADO pelo fato de que as células tumorais sdo de um
cdncer selecionado da lista consistindo em cancer &ésseo,
cadncer pancredtico, céncer de pele, céncer de cabeca ou pes-
cogco, melanoma maligno cuténeo ou intra-ocular, céncer ute-
rino, cancer ovariano, cancer retal, céncer da regido anal,
cédncer do estémago, céncer testicular, cdncer uterino, car-
cinoma das trompas falopianas, carcinoma do endométrio, car-
cinoma do cérvix, carcinoma da vagina, carcinoma da wvulva,
doen¢ga de Hodgkin, linfoma ndo Hodgkin, céncer de esbéfago,
cancer do intestino delgado, cédncer do sistema enddécrino,
cancer da glandula tiredide, céncer da glandula paratiredi-
de, céancer da glandula adrenal, sarcoma do tecido mole, can-
cer da uretra, céncer do pénis, leucemias crénicas ou agudas
incluindo leucemia mieldéide aguda, leucemia mieldide crdéni-
ca, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfocitica cré-

nica, tumores sbé6lidos de infancia, linfoma linfocitico, cé&n-
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cer da bexiga, céncer dos rins ou uretra, carcinoma da pél-
vis renal, neoplasmo do sistema nervoso central (CNS), lin-
foma primdrio do CNS, angiogénese de tumor, tumor do eixo da
espinha, glioma do tronco encefdlico, adenoma pituitéario,
sarcoma de Kaposi, céncer epidermdéide, céncer da célula es-
camosa, linfoma da célula T, canceres induzidos ambiental-
mente incluindo aqueles induzidos por asbestos e combinacdes
dos referidos cénceres.

62. Uso de um anticorpo ou porgdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, conforme definido em uma das reivindica-
¢bes 1-36, CARACTERIZADO peio fato de que é para preparagao
de uma composigdo farmacéutica para inibir o crescimento das
células tumorais.

63. Uso de um anticorpo ou porcdo de ligacdo ao
antigeno do mesmo, conforme definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1-36, CARACTERIZADO pelo fato de que é para
preparacdo de uma composigdo farmacéutica para tratar uma
doenca infecciosa.

64. Uso, de acordo com a reivindicacdo 63,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca infecciosa & sele-
cionada da lista consistindo em HIV, gripe, Herpes, Giardia,
Malaria, Leishmaniose, a infecgdo patogénica pelo virus da
Hepatite (A, B e C), virus de herpes (por exemplo, VZV, HSV-
I, HAV-6, HSV-II e CMV, virus Epstein Barr), adenovirus, vi-
rus da gripe, flavivirus, ecovirus, rinovirus, virus Coxsac-
kie, cornovirus, virus sincicial respiratério, virus da ca-
chumba, rotavirus, virus do sarampo, virus da rubéola, par-

vovirus, virus da vacinia, virus HTLV, virus da dengue, pa-
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pilomavirus, virus de molusco, virus da pdélio, virus da rai-
va, virus JC e virus da encefalite arboviral, infeccdo pato-
génica pela bactéria chlamydia, bactéria Riquetsial, myco-
bacteria, staphylococci, streptococcl, pneumonococci, menin-
gococci e conococci, klebsiella, Proteus, serratia, Pseudo-
monas, legionella, difteria, salmonela, bacilos, célera, té-
tano, botulismo, antrax, peste, leptospirose e bactéria da
doenc¢a de Lymes, infecc¢do patogénica por fungos Candida (al-
bicans, krusei, glabrata, tropicalis, etc.), Cryptococcus
neoforman, Aspergillus (fumigatus, niger, etc.), Gé&nero Mu-
corales (mucor, absidia, rhizophus), Sporothrix schenkii,
Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis,
Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum e infeccdo pa-
togénica por parasitas Entamoeba histolytica, Balantidium
coli, Naegleria fowleri,~Acanthamoeba sp., Giardia lambia,
Cryptosporidium sp., Pneumocystis carinii, Plasmodium vivax,
Babesia microti, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Lei-
shmania'donovani, Toxoplasma gondi e Nippostrongylus brasi-
liensis.

65. Uso de (i) antigeno; e (ii) anticorpo ou por-
¢do de ligagdao ao anticorpo do mesmo, conforme definido em
qualquer uma das reivindicag¢des 1-36, tal que, CARACTERIZADO
pelo fato de que é para preparac¢do de uma composicdo farma-
céutica para melhorar uma resposta imune.

66. Uso, de acordo com a reivindicacdo 65,
CARACTERIZADO pelo fato de que o antigeno é um antigeno tu-
moral, um antigeno viral, um antigeno bacteriano ou um anti-

geno de um agente patogénico.
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67. Uso de (a) um anticorpo anti-PD-1, e (b) um
anticorpo anti-CTLA-~4, CARACTERIZADO pelo fato de que é para
preparacdo de uma composig¢do farmacéutica para tratamento de
uma doencg¢a hiperproliferativa.

68. Uso, de acordo com a reivindicacdao 67,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dose do anticorpo anti-DP-1
é subterapéutica.

69. Uso, de acordo com a reivindicacdo 67,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dose do anticorpo anti-
CTLA-4 é subterapéutica.

70. Uso, de acordo com a reivindicacao 67,
CARACTERIZADO pelo fato de que ambas as doses do anticorpo
anti-PD-1 e o anticorpo anti-CTLA-4 sdo subterapéuticas.

71. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 67 a 70, CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca hi-
perproliferativa é cancer.

72. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 71,
CARACTERIZADO pelo fato de que o cancer é cancer de cdlon.

73. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 66 a 71, CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo é
um ser humano.

74, Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-

cagbes 66 a 71, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo

anti-PD-1 €& um anticorpo de seqiiéncia humana.

75. Uso, de acordo com a reivindicacao 74,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-

giiéncia humana é um anticorpo monoclonal.
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76. Uso, de acordo com a reivindicacdo 75,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo monoclonal anti-
PD-1 da seqiiéncia humana é 17D8,A2D3, 4H1, 5C4, 4All, 7D3 ou
5F4.

77. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 66 a 71, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo
anti-CTLA-4 & um anticorpo de seqgiiéncia humana.

78. Uso, de acordo com a reivindicacdo 77,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 da
seqliiéncia humana é um anticorpo monoclonal.

79. Uso, de acordo com a reivindicacdo 78,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo monoclonal anti-
CTLA-4 da seqiiéncia humana é 10D1 (MDX-010).

80. Uso de (a) um anticorpo anti-PD-1, e (b) uma
dose subterapéutica do anticorpo anti-CTLA-4, CARACTERIZADO
pelo fato de que é para prepara¢do de uma composicdo farma-
céutica para alterar um evento adverso associado ao trata-
mento de uma doenca hiperproliferativa com um agente imuno-
estimuladof. |

8l. Uso, de acordo com a reivindicacdo 80,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dose do anticorpo anti-PD-1
é subterapéutica.

82. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacdes 80 a 81, CARACTERIZADO pelo fato de que a doenga hi-
perproliferativa é céncer.

83. Uso, de acordo com a reivindicacdo 82,

CARACTERIZADO pelo fato de que o céncer é céncer de célon.
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84. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacbes 80 a 81, CARACTERIZADO pelo fato de que o individuo é
um ser humano.

85. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagbes 80 a 81, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo
anti-PD-1 é um anticorpo de seqiiéncia humana.

86. Uso, de acordo com a reivindicacao 85,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-
giiéncia humana é um anticorpo monoclonal.

87. Uso, de acordo com a reivindicacdo 86,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-PD-1 da se-
qiéncia humana é 17D8, 2D3, 5H1, 5C4, 4Al1ll, 7D3 ou 5F4.

88. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagbes 80 a 91, CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo
anti-CTLA-4 é um anticorpo da seqiiéncia humana.

89. Uso, de acordo com a reivindicacdo 88,
CARACTERIZADO pelo fato de que o antiéorpo anti-CTLA-4 da
seqiéncia humana é um anticorpo monoclonal.

90. Uso, de acordo com a reivindicacdo 89,
CARACTERIZADO pelo fato de que o anticorpo anti-CTLA-4 da
seqliéncia humana é 10D1 (MDX-010).

91. Método para preparagdo de um anticorpo anti-
PD-1, CARACTERIZADO pelo fato de gque compreende:

(a) provisdo -de: (i) uma seqgliéncia de anticorpo da
regido variavel de cadeia pesada compreendendo uma seqiiéncia
CDR1 que é selecionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs:
15, 16, 17, 18, 19, 20a e 21, uma seqiiéncia CDR2 que é sele-

cionada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 25,
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26, 27 e 28; e uma seqiiéncia de CDR3 que é selecionada do
grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 29, 30, 31, 32, 33, 34 e
35; ou (ii) uma seqliéncia de anticorpo da regido variavel de
cadeia leve compreendendo uma seqgiéncia CDR1 que é selecio-
nada do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 36, 37, 38, 39,
40, 41 e 42, uma seqiiéncia CDR2 que é selecionada do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 43, 44, 45, 46, 47, 48 e 49 e
uma seqliéncia CDR3 que é selecionada do grupo consistindo
nas SEQ ID NOs: 50, 51, 52, 53, 54, 55 e 56;

(b) alteracdo de pelo menos um residuo de aminoa-
cido dentro de pelo menos uma seqiiéncia de antiéorpo da re-
gido variavel, a seqliéncia sendo selecionada da seqiiéncia de
anticorpo da regido varidvel de caaeia pesada e a seqléncia
de anticorpo da regido variavel de cadeia leve, de modo a
criar pelo menos uma seqgiiéncia de anticorpo alterada; e

(c) expressando a seqliéncia de anticorpo alterada

como uma proteina.



VH de Anti-PD1 17D8

Segmento V . 3-33

Segmento D . desconhecido
Segmento J : JH4b

Q VvV o0 L V E S G G b v VvV g P 6 6 8§ L
1 CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GAC GTG GTC CAG CCT GGG GGG TCC CTG

CDR1

e e e v 7 ot o P e s st s et o

R L S cC A A S G V A F 8 N Y G M H W
55 AGA CTC TCC TGT GCA GCG TCT GGAR GTC GCC TTC AGT AAC TAT GGC ATG CAC TGG

- A P o o s e et s . e i .

v R @ A P G K G L E W-Vv A Vv 1 WY D
10% GTC CGC CAG GCT CCC GGC ARG GGG CTG GAG TGG GTG GCA GTT ATC TGG TAT GAT

CDR2

G s - N K Y Y A D S vV K 6 R F T I s R
163 GGA AGT AAT AAR TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGG TTC ACC ATC TCC AGA

D N S K N M L Y L e M N s L R A E D
217 GAC AART TCC ARG AAC ATG CTC TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GARG GAC

CDR3

T A M Y.Y C A R N D D Y W 6 0 & T 1L
271 ACG GCT ATG TAT TAC TGT GCG AGG AAC GAT GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC CTG

L amas

v T v s s
325 GTC'ACC GTC TCC TCA

Fig. 1A
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VH de Anti-PD1 5C4

55

108

163

217

271

‘325

Segmento V. 3-33
Segmento D. desconhecido
Segmento J: JH4b

Q v o L v E S G G G Vv Vv ¢ P G R s
CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GIG GTC CAG CCT GGG AGG TCC

CDR1

-~

R L D c K A s G I T 13 s N s G M H
AGA CTC GAC TGT ARA GCG TCT GGR ATC ACC TTC AGT AAC TCT GGC ATG CAC

CDR2

L
CTe

vV R ¢ A P G K 6 L E W V A V I W Y
GTC CGC CAG GCT CCR GGC ARG GGG CTG GAG TGG GTG GCA GTT ATT TGG TAT

CDR2

G s K R Y Y A P 8 V K G R FE T I s
GGA AGT AAA AGA TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC

D N S K N T L F L Q M N s L R A E
GAC ART TCC AAG AAC ACG CTG TIT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG

CDR3

e e e i et it s o

T AV Y Y C A T N D D Y W @6 Q G T
ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG ACA AAC GAC, GAC TAC TGG GGC CAG GGA ACC

JH4b

v T Vv s s
GTC ACC GTC TCC TCA

Fig. 4A
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RESUMO

“ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS PARA MORTE
PROGRAMADA 1 (PD-1) E USOS DE ANTICORPOS ANTI-PD-1 SOZINHOS
OU EM COMBINACAO COM OUTROS IMUNOTERAPEUTICOS PARA PREPARA-
CAO DE COMPOSIGCOES FARMACEUTICAS PARA TRATAMENTO DO CANCER”

A presente invengdo prové anticorpos monoclonais
geneticamente modificados e diferentes daqueles encontrados
na natureza, particularmente anticorpos monoclonais humanos
que se ligam especificamente ao PD-1 com afinidade alta. Sé&o
também providas moléculas de A&cido nucléico codificando bs
anticorpos da inveng¢do, vetores de expressdo, células hospe-
deiras e métodos para expressdo dos anticorpos da invengéo.
Sdo também providos imunoconjugados, moléculas biespecificas
e composig¢des farmacéuticas compreendendo os anticorpos da
invencdo. A invencdo também prové métodos para detectar PD-
1, bem como métodos para tratamento de varias doencas, in-
cluindo céancer e doengas infecciosas, usando anticorpos an-
ti-PD-1. A presente invencdo também prové métodos para em-
prego .de uma imunoterapia de combinacdo, tal como, a combi-

nacado de anticorpos anti-CTLA-4 e anticorpos anti-PD-1, para

- tratamento-de doenga hiperproliferativa, tal como, clncer. A

invengdo também prové métodos para alterar eventos adversos

25

relacionados ao tratamento individual com tais énticorpos.
Além disso, a invengdo revela usos de anticorpos ANTI-PD-1
sozinhos ou em combinagdo com outros imunoterapéuticos pafa
preparacéo de composigdes farmacéuticas para tratamento de

cancer.
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