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ANTICORPO HUMANIZADO ANTI-FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VAS-
CULAR HUMANO E COMPOSICAO QUE O COMPREENDE
REFERENCIAS CRUZADAS

[001] Este pedido € uma continuagdo em parte de co-pendéncia do Pedido U. 5. n2
08/833.504, depositado em 7 de abril de 1997, cujo pedido é incorporado aqui por refe-
réncia e a cujo pedido prioritariamente & reivindicado sob 35 U.S.C. § 120.

FUNDAMENTO DA INVENCAO

Campo da Invencao

[002] Estainvencdo refere-se geralmente a anticorpos anti-VEGF e, e par-
ticular, a anticorpos humanizados anti-VEGF

Descricdo de Técnica Relacionada

[003] Esta agora bem estabelecido que a angiogénese é implicada na patogé-
nese de diversos dirtarbios. Estes incluem tumores solidos, sindromes neovasculares
intraocular, tais como retinopatias proliferativas ou degeneragdo macular relacionada
com a idade (AMD), artrite reumatoide, e psoriase (Folkman e outros J. Biol. Chem.
267:10931 - 10934 (1992); Klagsbrun e outros Annu. Rev. Physiol, 53:217 3 239(1991);
e Garner A, Vascular diseases. In: Pathobiology of ocular disease. A dynamic approach.
Garner A, Klintworth GK, Eds. 22 Edicdo Marcel Dekker, NY, pp 1625 a 1710 {1994)). No
caso de tumores sdlidos, a neovascularizagdo permite as células de tumor obter uma
vantagem de crescimento e autonomia proliferativa comparado com as céelulas nor-
mais. Portanto, uma correlacdo foi observada entre a densidade de microvasos em
seches de tumor e sobrevivéncia de paciente em cancer da mama bem como em di-
versos outros tumores {(Weidner e outros. N. Engl. J. Med. 324: 1 - 6 (1991); Horak e
outros Lancet 340: 1120 - 1124 (1992); e Macchiarini e outros Lancet 340: 145 - 146
(1992)}.

[004] A pesquisa para reguladores positivos de angiocgénese tem produzido
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muitos candidatos incluindo aFGF, bFGF, TGF-a,, TGF-3, HGF, TNF-a, angioge-
nina, IL-8, etc. (Folkman e outros e Klagsbrun e outros). Os reguladores negativos
até agora identificados incluem trombospondina (Good e outros. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87: 6624 - 6628 (1990)), o fragmento de extremidade N de 16
kilodaltons de prolactina (Clapp e outros. Endocrinology, 133: 1292 -1299
(1993)), angiostatina (O’Reilly e outros. Cell, 79: 315 - 328 (1994)) e endostatina
(O’Reilly e outros. Cell, 88; 277 - 285 (1996)).

[005] Trabalho realizado durante os varios ultimos anos estabeleceu o pa-
pel chave do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na regulagdo de
angiogénese normal ou anormal (Ferrara e outros. Endocr. Rev. 18: 4-25 (1997)).
A descoberta de que a perda de mesmo um unico alelo VEGF resulta em pontos
de letalidade embridnica em um papel insubstituivel desempenhado por este
fator no desenvolvimento e diferenciacao do sistema vascular (Ferrara e outros).
Além disso, o VEGF mostrou ser um mediador chave de neovasculariza¢ao asso-
ciada com tumores e disturbios intraoculares (Ferrara e outros). O VEGF mRNA
é superexpresso pela maioria de tumores humanos examinados (Berkman e ou-
tros. J. Clin Invest 91: 153 - 159 (1993); Brown e outros. Human Pathol. 26: 86 -
91 (1995); Brown e outros. Cancer Res. 53: 4727 - 4735 (1993); Mattern e outros.
Brit. J. Cancer. 73: 931 - 934 (1996); e Dvorak e outros. Am J. Pathol. 146: 1029 -
1039 (1995)). Também, a concentracdo de VEGF em fluidos para os olhos é alta-
mente correlacionada com a presenca de proliferacao ativa de vasos sangliineos
em pacientes com retinopatias diabéticas e outras retinopatias relacionadas com
isquemia (Alello e outros. N. Engl. J. Med. 331: 1480 - 1487 (1994)). Além disso,
recentes estudos demonstraram a localiza¢do de VEGF em membranas neovas-
culares coroidais em pacientes afetados por AMD (Lopez e outros. /nvest.
Ophtalmo. Vis. Sci. 37: 855 - 868 (1996)). Os anticorpos de neutralizacdo anti-

VEGF suprimem o crescimento de diversas linhagens de célula de tumor humano
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em camundongo nu {(Kim e outros. Nature 362: 841 - 844 (1993); Warren e ou-
tros. J. Clin. Invest. 95: 1789 - 1797 (1995), Borgstrom e outros. Cancer Res. 56:
4032 - 4039 {1996); e Melnyk e outros. Cancer Res. 56: 921 - 924 {1996)) e tam-
bém inibem angiogénese intraocular em modelos de disturbios retinais isquémi-
cos (Adamis e outros. Arch. Ophthalmof. 114: 66 - 71 {1996)). Portanto, os anti-
corpos monoclonais anti-VEGF ou outros inibidores de agdo VEGF s3o candidatos
promissores para o tratamento de tumores sélidos e varios distdrbios neovascu-
lares intraoculares.

SUMARIO DA INVENGAO

[006] Este pedido descreve anticorpos anti-VEGF humanizados e variantes
de anticorpo anti-VEGF com propriedades desejaveis de uma perspectiva tera-
péutica, incluindo forte afinidade de ligagdo para VEGF, a capacidade de inibir a
proliferacdo induzida por VEGF de células endoteliais in vitro; e a capacidade de
inibir angiogénese induzida por VEGF in vivo.

[007] O anticorpo anti-VEGF humanizado preferido ou anticorpo anti-VEGF
variante aqui liga VEGF humano com um valor Kq de ndo mais do que cerca de
1 x 10°®M e preferivelmente ndo mais do que cerca de 5 x 10°M. Além disso, o
anticorpo anti-VEGF humanizado ou variante pode ter um valor ED50 de ndo
mais do que cerca de 5 nM para inibir a proliferagdo induzida por VEGF de células
endoteliais in vitro. Os anticorpos anti-VEGF humanizados ou variante de parti-
cular interesse aqui sdo agueles que inibem pelo menos 50% de crescimento de
tumor em um modelco de tumor in vive A673, em uma dose de anticorpo de 5
mg/kg.

[008] Em uma modalidade, o anticorpo anti-VEGF tem um dominio variavel
de cadeia pesada e leve, onde o dominio variavel de cadeia pesada compreende
regites hipervariaveis com as seguintes Sequéncias aminoacidas: CDRH1

(GYXaFTX2YGMN, onde X1 € Tou D e X2 € N ou H; SEQ ID NQO:128}, CORH2
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(WINTYTGEPTYAADFKR; SEQ ID NO:2) e CDRH3 (YPX1YYGX2SHWYFDV, onde X; é
YouHeX;éSouT; SEQID NO:129). Por exemplo, o dominio variavel de cadeia
pesada pode compreender as Sequéncias aminoacidas de CDRH1 (GYT-
FTNYGMN; SEQ ID NO:1), CDRH2 (WINTYTGEPTYAADFKR; SEQ ID NO:2) e CDRH3
(YPHYYGSSHWYFDV; SEQ ID NO:3). Preferivelmente, as trés regides hipervaria-
veis de cadeia pesada sdo fornecidas em uma regido de estruturacdo humana,
por exemplo, uma Sequéncia contigua representada pela seguinte férmula: FR1-
CDRH1-FR2-CDRH2-FR3-CDRH3-FRA4.

[009] A invencao ainda fornece um dominio variavel de cadeia pesada de
anticorpo anti-VEGF compreendendo a Sequéncia aminodcida:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYX1FTX.YGMNWYVR-
QAPGKGLEWVGWINTYTGEPTYAADFKRRFTFSLDTSKSTAYLQMNSLRAEDTA-
VYYCAKYPX3YYGX4sSHWYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:125),

ondeX1é6TouD; X2éNouH,XséYouHeXséSouT. Uma Sequéncia de
dominio varidvel de cadeia pesada particularmente util é aquele do anticorpo
humanizado F(ab)-12 de Exemplo 1 e compreende a Sequéncia de dominio vari-
avel de cadeia pesada de SEQ ID NO:7. Tais Sequéncias de dominio varidvel de
cadeia pesada preferidas podem ser combinadas com as seguintes Sequéncias
de dominio varidvel de cadeia leve preferido ou com outras Sequéncias de do-
minio variavel de cadeia leve, contanto que o anticorpo assim produzido ligue
VEGF humano.

[0010] A invengao também fornece Sequéncias de dominio varidvel de ca-
deia leve preferidas que podem ser combinadas com as Sequéncias de dominio
variavel de cadeia pesada acima identificadas ou com outras Sequéncias de do-
minio varidvel de cadeia pesada, contanto que o anticorpo assim produzido con-

serve a capacidade de ligar-se a VEGF humano. Por exemplo, o dominio variavel
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de cadeia leve pode compreender regides hipervaridveis com as seguintes Se-
quéncias aminoacidas: CDRL1 (SSASQDISNYLN; SEQ ID NO:4), CDRL2 (FTSSLHS;
SEQ ID NO:5) e CDRL3 (QQYSTVPWT,; SEQ ID NO: 6). Preferivelmente, as trés re-
gides hipervariaveis de cadeia leve sao providas em uma regidao de estrutura hu-
mana, por exemplo, como uma Sequéncia contigua representada pela seguinte
formula: FR1-CDRL1-FR2-CDRL2-FR3-CDRL3-FRA4.

[0011] Em uma modalidade, a invencdao formece um dominio variavel de
cadeia leve de anticorpo anti-VEGF humanizado, compreendendo a Sequéncia
aminoacida:

DIQX1TQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKPGKPGKAPKVLIYFTSS-
LHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID
NO:124), onde X1 é M ou L. Uma Sequéncia de dominio variavel de cadeia leve
particularmente util é aquela do anticorpo humanizado F(ab)-12 de Exemplo 1,
e compreende a Sequéncia de dominio variavel de cadeia leve de SEQ ID NO:8.

[0012] A invencdo também fornece uma variante de um anticorpo anti-
VEGF parental (cujo anticorpo parental é preferivelmente um anticorpo anti-
VEGF humanizado ou humano), onde a variante liga VEGF humano e compre-
ende uma substituicdo de aminoacido em uma regiao hipervariavel do dominio
variavel de cadeia pesada ou leve do anticorpo anti-VEGF parental. A variante
preferivelmente tem uma ou mais substituicdes em uma ou mais regides hiper-
varidveis do anticorpo anti-VEGF. Preferivelmente, a(s) substituicao(des) estao
no dominio varidvel de cadeia pesada do anticorpo parental. Por exemplo, a(s)
substituicoes de aminoacidos podem ser no CDRH1 e/ou CDRH3 do dominio va-
ridvel de cadeia pesada. Preferivelmente, existem substituicdes em ambas des-
tas regides hipervariaveis. Tais variantes de “maturidade de afinidade” s3o de-
monstradas aqui para ligar VEGF humano mais fortemente do que o anticorpo

anti-VEGF parental do qual eles sao gerados, isto é, eles tém um valor Kq que é
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significantemente menor do que o anticorpo anti-VEGF parental. Preferivel-
mente, a variante tem um valor ED50 para inibi¢ao de prolifera¢ao induzida por
VEGF de células endoteliais in vitro que é pelo menos de cerca de 10 vezes me-
nor, preferivelmente de pelo menos cerca de 20 vezes menor, e mais preferivel-
mente pelo menos 50 vezes menor, do que aquele do anticorpo anti-VEGF pa-
rental. Uma variante particularmente preferida é a variante Y0317 de Exemplo
3, que tem um CDRH1 compreendendo a Sequéncia de aminoacido:
GYDFTHYGMN (SEQ ID NO:126) e um CDRH3 compreendendo a Sequéncia de
aminoacido: YPYYYGTSHWYFDV (SEQ ID NO:127). Estas regides hipervaridveis e
CDRH2 s3o geralmente providas em uma regiao de estrutura humana, por exem-
plo, resultando em um dominio varidvel de cadeia pesada compreendendo a Se-
qguéncia de aminoacido de SEQ ID NO:116. Tais Sequéncias de dominio variaveis
de cadeia pesada sao opcionalmente combinadas com um dominio variavel de
cadeia leve compreendendo a Sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 124, e
preferivelmente a Sequéncia de aminodcido de dominio variavel de cadeia leve
de SEQ ID NO: 115.

[0013]Varias formas do anticorpo sdao aqui contempladas. Por exemplo, o
anticorpo anti-VEGF pode ser um anticorpo de comprimento natural (por exem-
plo tendo uma regidao Fc humana intacta) ou um fragmento de anticorpo (por
exemplo, um Fab, Fab’ ou F(ab’);). Além disso, o anticorpo pode ser rotulado
com um rétulo detectavel, imobilizado em uma fase sélida e/ou conjugada com
um composto heterélogo (tal como um agente citotéxico).

[0014]0s empregos diagndsticos e terapéuticos para o anticorpo sao con-
templados. Em uma aplicagao diagndstica, a inveng¢ao fornece um método para
determinar a presenca de proteina VEGF compreendendo expor uma amostra

suspeita de conter a proteina VEGF ao anticorpo anti-VEGF e determinar a liga-
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cdo do anticorpo a amostra. Para este uso, a invencdo fornece um kit compreen-
dendo o anticorpo e instrugdes para usar o anticorpo para detectar a proteina
VEGE.

[0015]A invencdo ainda fornece: acido nucléico isolado codificando o anti-
corpo; um vetor compreendendo aquele dcido nucléico, opcionalmente opera-
velmente ligado a Sequéncias de controle reconhecidas por uma célula hospe-
deira transformada com o vetor; uma célula hospedeira compreendendo aquele
vetor; um processo para produzir 0 anticorpe compreendendo cultivar a celula
hospedeira a fim do acido nucléico ser expresso e, opcionalmente, recuperar o
anticorpo da cultura da célula hospedeira (por exemplc, do meio de cultura da
célula hospedeira). A invencdo também fornece uma composicdo compreen-
dendo o anticorpo anti-VEGF e um veiculo ou diluente farmaceuticamente acei-
tavel. A composicdo para uso terapéutico é estéril e pode ser liofilizada. A inven-
¢ao ainda fornece um método para tratar um mamifero sofrendo de um tumor
ou distlrbio retinal, compreendendo administrar uma quantidade terapeutica-
mente eficaz do anticorpo anti-VEGF ao mamifero.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0018) As Figuras 1A e 1B representam as Sequéncias amino-acidas de do-
minio pesado variavel (SEQ 1D NO: 9) e dominio leve (SEQ 1D NO:10) de muMAb-
VEGF A.4.6.1, dominio pesado variavel (SEQ ID NO:7) e dominio leve (SEQ ID NO:
8) de F{ab) (F(ab)-12) humanizado e estruturas de consenso humano (hum Il
para subgrupo pesado Il (SEQ ID NO:11); humkl para k leve subgrupo | {SEQ ID
NO:12). A Figura 1A alinha Sequéncias de dominio pesado varidvel e Figura 1B
alinha Sequéncias de dominio leve variavel. Asteriscos indicam as diferengas en-
tre F{ab)-12 humanizada e o MAb de murino ou entre F{ab)-12 e a estrutura hu-
mana. As Regides de Determinagdo de Complementaridade (CDRs) sdo sublinha-

das.
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[0017] A Figura 2 é um diagrama de fita do modelo de dominios VL e VH
F(ab)-12 humanizado. O dominio VL é mostrado em marrom com CDRs em bron-
zeado. A cadeia lateral de residuo L46 é mostrada em amarelo. O dominio VH é
mostrado em purpura com CDRs em cor-de-rosa. As cadeias laterais de residuos
VH alteradas de humano para murino sao mostradas em amarelo.

[0018] A Figura 3 representa inibicdo de mitogénese induzida por VEGF por
F(ab)-12 anti-VEGF humanizado de Exemplo 1. As células endoteliais capilares
derivadas de cértex adrenal bonino foram semeadas em uma densidade de 6 x
103 células/poco em seis placas de poco, conforme descrito no Exemplo 1. Igual-
mente o muMAb VEGF A.4.6.1 ou rhuMADb VEGF (IgG1; F(ab)-12) foi adicionado
as concentragdes indicadas. Apds duas a 3 horas, rhVEGF165 foi adicionado na
concentracgdo final de 3 ng/ml. Apds cinco ou seis dias, células foram tripsiniza-
das e contadas. Valores mostrados sao meios de determinacdes duplicadas. A
variacao do método nao excedeu 10%.

[0019] Figura 4 exibe a inibicdo de crescimento de tumor in vivo por F(ab)-
12 anti-VEGF humanizado de Exemplo 1. As células de rhabdomyosarcoma A673
foram injetadas em camundongos nus BALB/c na densidade de 2 x 108 por ca-
mundongo. Iniciando 24 horas apds a inocula¢ao de célula tumorais, animais fo-
ram injetados com um controle MAb, muMAb VEGF A4.6.1 ou rhuVEGF MAb
(IgGl; F(ab)-12) duas vezes semanalmente, intra peritonealmente. A dose do
Mab de controle foi de 5 mg/kg; o MAbs anti-VEGF foi dado a 0,5 ou 5 mg/kg,
como indicado (n = 10). Quatro semanas apos injecdo de células tumorais, ani-
mais foram eutanizados e tumores foram removidos e pesados. *: significante
diferen¢a quando comparados ao grupo de controle por ANOVA (p < 0,05).

[0020] As Figuras 5A e 5B exibem as Sequéncias de acido dos dominios va-
ridveis pesados respectivamente de anticorpos de murino A4.6.1 (SEQ ID NO:10

para a VL e SEQ ID NO:9 para o VH) e hu2.0 variantes A4.6.1 humanizados (SEQ
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ID NO: 13 para o VLSEQ ID NO: 14 para o VH) e hu2.10 (SEQ ID NO: 15 parao VL
e SEQ ID NO: 16 para o VH) do Exemplo 2. Numeragao de Sequéncia é de acordo
com Kabat e outros, Sequences of Proteins of Inmunological Interest, 52 Edicao
Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991) e mas
combinagdes sao indicadas por asteriscos (murino A4.6.1 vs hu2.0) ou projéteis
(hu2 vs hu2.10). hu2.0 variante contém apenas as Sequéncias CDR (negrito) do
anticorpo de murino enxertado sobre uma estrutura de consenso de subgrupo |
k de cadeia leve humana (SEQ ID NO: 12) e estrutura de consenso de subgrupo
Il de cadeia pesada (SEQ ID NO: 11). hu2.10 foi o clone humanizado de consenso
obtido de experiéncias do tipo fago descritas aqui.

[0021] A Figura 6 representa residuos de estruturas alvejados para rando-
mizag¢do no Exemplo 2.

[0022] A Figura 7 representa a constru¢ao fagémica para a demonstragao
de superficie de fusdes Fab-plll em fago. O fagemida codifica uma versao huma-
nizada do fragmento Fab para anticorpo A4.6.1 fundido em uma porgao da pro-
teina de revestimento de gene Il M13. A proteina de fusdo consiste no Fab ligado
a extremidade carboxila da cadeia pesada a um residuo Unico de glutamina (de
supressdo de um cédon amber em supE E. coli), entdo a regido de extremidade
C da proteina de gene Il (residuos 249 a 406). A transformag¢dao em F* E. coli,
seguida por superinfeccao com o fago auxiliar M13KO7, produz particulas de fa-
gemida na qual uma pequena proporg¢ao destas exibe uma Unica cdpia da prote-
ina de fusao.

[0023] As Figuras 8A - E representam Sequéncia de nucledtido de tranga-
mento duplo (SEQ ID NO: 99) para pHMB4-19-1.6 de vetor de anticorpo de exi-
bicdo de fago no Exemplo 3 e a Sequéncia de aminoacido desse modo codificada
(SEQ ID NO: 100).

[0024] As Figuras 9A e 9B representam um alinhamento das Sequéncias



10/111

aminoacidas para os dominios variaveis leves e pesados respectivamente de va-
riantes anti-VEGF de afinidade amadurecida no Exemplo 3, comparado ao F(ab)-
12 de Exemplo 1 (SEQ ID NO’s 8 e 7 para dominios varidveis leves e pesados,
respectivamente). Os CDRs sdo sublinhados e designados por cadeia L, leve, ou
H, pesada, e os nimeros 1 a 3. Os residuos sao numerados seqiiencialmente nos
dominios VL e VH, quando opostos ao esquema de numeragao Kabat. A molécula
padrdo, MB 1,6 (SEQ ID NO’s 101 e 102 para dominios varidveis leves e pesados,
respectivamente) é mostrada, junto com variantes: H2305,6 (SEQ ID NO’s 103 e
104 para dominios varidveis leves e pesados, respectivamente), Y0101 (SEQ ID
NO’s 105 e 106 para dominios varidveis leves e pesados, respectivamente), e
Y0192 (SEQ ID NO’s 107 e 108 para dominios variaveis leves e pesados, respecti-
vamente). Diferencas de F(ab)-12 sao mostrados em caixas sombreadas.

[0025] As Figuras 10A e 10B representam um alinhamento das Sequéncias
aminoacidas para os dominios leves e pesados respectivamente de variantes
anti-VEGF de afinidade amadurecida de Exemplo 3 comparado a F(ab)-12 de
Exemplo 1 (SEQ ID NO’s 8 e 7 para dominios variaveis leves e pesados, respecti-
vamente). Os CDRs sao sublinhados e designados por cadeia L, leve, ou H, pe-
sada, e numerados de 1 a 3. As variantes sdao designadas Y0243-1 (SEQ ID NO’s
109 e 110 para dominios leves e pesados, respectivamente), Y0238-3 (SEQ ID
NO’s 111 e 112 para os dominios leves e pesados, respectivamente), Y0313-1
(SEQ ID NO’s 113 e 114 para dominios leves e pesados, respectivamente), e
Y0317 (SEQID NO’s 115 e 116 para dominios leves e pesados, respectivamente).
Diferencas de F(ab)-12 sdo mostradas em caixas sombreadas.

[0026] A Figura 11 representa os resultados do teste de atividade HUVEC
no Exemplo 3 para as variantes Y0238-3, Y0192 e Y0313-1 bem como F(ab)-12
de comprimento natural do Exemplo 1.

[0027] A Figura 12 representa a inibigdo de mitogénese induzida por VEGF
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por F{ab)-12 de comprimento natural de Exemplo 1 (VEGF rhuMAb), um frag-
mento Fab de F(ab)-12 de Exemplo 1 (VEGF rhuFab), € um fragmento Fab de
¥0317 de variante de afinidade amadurecida de Exemplo 3 (VEGF rhuFab [afini-
dade amadurecida)).

DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES PREFERIDAS

Definicbes

[0028] Otermo “VEGF humano” quando empregado aqui refere-se ao fator
de crescimento de célula endotelial vascular humana do aminoacido 165, e fato-
res de crescimento de célula endotelial vascular de aminoacido 121, 189 e 206
relacionados, conforme descrito por Leung e outros. Science 246: 1306 (1989), e
Houck e outros, Mol. Endocrin. 5: 1806 {1991) junto com as formas alélicas e
processadas de ocorréncia natural daqueles fatores de crescimento.

[0029] A presente invencdo fornece anticorpos antagonisticos anti-VEGF
que sdo capazes de inibir uma ou mais das atividades bioldgicas de VEGF, por
exemplo, sua atividade mitogénica ou angiogénica. Os antagonistas de VEGF
atua interferindo com a ligacdo de VEGF com um receptor celular, incapacitando
ou matando células que foram ativadas por VEGF, ou interferindo com ativacao
de célula endotelial vascular apos ligagdo VEGF a um receptor celular. Todos os
tais pontos de intervengdo por um antagonista de VEGF devem ser considerados
equivalentes para os propositos desta invencao.

[0030] O termo “receptor VEGF” ou “VEGFr” como aqui empregado refere-
se a um receptor celular para VEGF, ordinariamente um receptor de superficie
celular encontrado em células endoteliais vasculares, bem como suas variantes
que retém a capacidade de ligar hVEGF. Um exemplo de um receptor VEGF é a
quinase de tirosina tipo frms {fit), um receptor de transmembrana na familia gqui-
nase de tirosina. DeVries e outros, Science 255: 989 (1992); Shibuya e outros,

Oncogene 5: 519 (1990). O receptor fit compreende um dominio extracelular,
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um dominio de transmembrana, e um dominio intracelular com atividade de qui-
nase de tirosina. O dominio extracelular é envolvido na ligacdo de VEGF, ao passo
que o dominio intracelular é envolvido em transdugdo de sinal. Qutro exemplo
de um receptor VEGF é o receptor flk-1 {também referido como KDR). Matthews
e outros, Proc. Nat. Acad. Sci. 88:9026 (1991); Terman e outros Oncogene b:
1677 (1991); Terman e outros, Biochem. Biophys. Res. Commun. 187: 1579

(1992). A ligacdo de VEGF ao receptor fit resulta na formacdo de pelo menos dois
complexos de peso molecular elevado, tendo pesc molecular aparente de
205.000 e 300.000 Daltons. O complexo de 30.000 daltons acredita-se ser um
dimero compreendendo duas moléculas receptoras ligadas a uma molécula
unica de VEGF.

[0031] O termo “epitopo A4.6.1" quando aqui empregado, a menos que de
outra maneira indicada, refere-se a regido de VEGF humano ao qual o anticorpo
A4.6.1 descrito em Kim e outros, Growth Factors 7:53 (1992) e Kim e outros Na-
ture 362: 841 (1993} liga-se.

[0032] “Tratamento” refere-se a igualmente tratamento terapéutico e me-
didas profilaticas ou preventivas. Agueles em necessidade de tratamento in-
cluem aqueles ja com o distdrbio bem como aqueles nos quais o distirbio deve
ser prevenido.

[0023] “Mamifero” para os propositos de tratamento refere-se a qualguer
animal classificado como um mamifero, incluindo seres humanos, animais do-
mésticos e de fazenda, e animais de zoolodgico, esportes, ou de estimagio, tal
como caes, cavalos, gatos, vacas, etc. Preferivelmente, o mamifero é humano.

[0034] “Anticorpos” {Abs) e “imunoglobulinas” (lgs} sdo glicoproteinas
tendo as mesmas caracteristicas estruturais. Ao mesmo tempo que 0s anticorpos
exibem especificidade de ligagdo a um antigeno especifico, imunoglobulinas in-

cluem ambos anticorpos e outras moléculas tipo anticorpo que necessitam de
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especificidade de antigeno. Os polipeptideos do ultimo tipo sdo, por exemplo,
produzidos em baixos niveis pelo sistema de linfa e em niveis aumentados por
mielomas.

[0035] “Anticorpos nativos” e “imunoglobulinas nativas” sao usualmente
glicoproteinas heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas de
duas cadeias leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia
leve é ligada a uma cadeia pesada por uma ligacao de dissulfeto covalente, ao
mesmo tempo que o numero de ligacdes de dissulfeto varia entre as cadeias pe-
sadas de diferentes isétipos de imunoglobulina. Cada cadeia pesada e leve tam-
bém tem ligacdes em ponte de dissulfeto intracadeia regularmente espacadas.
Cada cadeia pesada tem, em uma extremidade, um dominio variavel (Vi) se-
guido por um nimero de dominios constantes. Cada cadeia leve tem um dominio
variavel em uma extremidade (V1) e um dominio constante em sua outra extre-
midade; o dominio constante da cadeia leve é alinhado com o primeiro dominio
constante da cadeia pesada, e 0 dominio varidvel de cadeia leve é alinhado com
o dominio varidvel da cadeia pesada. Acredita-se que os residuos de aminoacidos
particulares formem uma interface entre os dominios varidveis de cadeia leve e
pesada.

[0036] O termo “variavel” refere-se ao fato de que certas porc¢des dos do-
minios variaveis diferem extensivamente em Sequéncia entre anticorpos e sao
empregados na ligacao e especificidade de cada anticorpo particular para seu
antigeno particular. Entretanto, a variabilidade é nao uniformemente distribuida
através dos dominios variaveis de anticorpos. E concentrado em trés segmentos
chamados regides hipervariaveis ambos os dominios varidveis de cadeia leve e
cadeia pesada. As por¢des mais altamente conservadas de dominios variaveis

sdao chamadas as regides de estrutura (FR). Os dominios varidveis de cadeias na-
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tivas pesadas e leves, cada compreende quatro FRs (FR1, FR2, FR3 e FR4, respec-
tivamente), largamente adotando uma configuracao de folha 3, conectada por
trés regides hipervaridveis, que formam loops conectando, e em alguns casos
tomando parte da estrutura de folha 3. As regides hipervariadveis em cada cadeia
sdao mantidas juntas em proximidade intima pelos FRs e, com as regides hiperva-
ridveis da outra cadeia, contribuem para a formacao do sitio de ligagcdao de anti-
geno de anticorpos (veja Kabat e outros, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 52 Edicao Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda,
MD. (1991), paginas 647 a 669). Os dominios constantes ndo sao envolvidos di-
retamente ligando um anticorpo a um antigeno, porém exibe varias funcoes efe-
toras, tal como participa¢ao do anticorpo em toxidade celular dependente de
anticorpo.

III

[0037] O termo “regido hipervaridvel” quando empregado aqui refere-se
aos residuos de aminodacidos de um anticorpo que sdo responsaveis pela ligagao
ao antigeno. A regidao hipervariavel compreende residuos de aminoacidos de
uma “regido de determinacdo de complementariedade” ou “CDR” (isto é, resi-
duos 24 -34 (L1), 50-56 (L2) e 89 - 97 (L3) no dominio varidvel de cadeia leve e
31-35(H1), 50 - 65 (H2) e 95 - 102 (H3) no dominio varidvel de cadeia pesada;
Kabat e outros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Edi¢cdao Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)) e/ou aqueles
residuos de um “loop hipervariavel” (isto é, residuos 26 - 32 (L1), 50 - 52 (L2) e
91 - 96 (L3) no dominio varidvel de cadeia leve e 26 - 32 (H1), 53 - 55 (H2) e 96 -
101 (H3) no dominio variavel de cadeia pesada; Chothia e Lesk J. Mol. Biol. 196:
901 a 917 (1987)). Residuos de “Estrutura” ou “FR” sao aqueles residuos de do-
minio varidvel diferentes dos residuos de regido hipervaridvel como aqui defi-

nido.
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[0038] Digestao de papaina de anticorpos produz dois fragmentos de liga-
¢do a antigeno idénticos, chamados fragmentos “Fab”, cada com um sitio de li-
gacao de antigeno Unico, e um fragmento “Fc” residual, cujo nome reflete sua
capacidade de facilmente cristalizar. O tratamento de pepsina produz um frag-
mento F(ab’). que tem dois sitios combinando antigeno e é ainda capaz de reti-
cular antigeno.

[0039] “Fv” é o fragmento de anticorpo minimo que contém um sitio de
reconhecimento de antigeno e de liga¢ao de antigeno completo. Esta regido con-
siste em um dimero de um dominio variavel de cadeia pesada e um de cadeia
leve em associagdo ndo-covalente, estreita. E nesta configuracdo que as trés re-
gioes hipervariaveis de cada dominio varidvel interagem para definir um sitio de
ligagcdo a antigeno sobre a superficie do dimero Vi - V.. Coletivamente, as seis
regioes hipervariaveis conferem especificidade de ligacdo de antigeno ao anti-
corpo. Entretanto, mesmo um dominio varidvel Unico (ou metade de um Fv com-
preendendo apenas trés regidoes hipervaridveis especificas para um antigeno)
tem a capacidade de reconhecer e ligar antigeno, embora em uma afinidade in-
ferior ao sitio de ligacdo inteiro.

[0040] O fragmento Fab também contém o dominio constante da cadeia
leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada. Os fragmentos Fab’
diferem de fragmentos Fab pela adicdao de poucos residuos na extremidade car-
boxila do dominio CH1 da cadeia pesada incluindo ums ou mais cisteina(s) da
regido de articulagdo de anticorpo. Fab’s-SH é a designacao aqui para Fab’ na
qual o(s) residuo(s) de cisteina dos dominios constantes suportam um grupo tiol
livre. Os fragmentos de anticorpo F(ab’); originalmente foram produzidos como
pares de fragmentos Fab’ que tém cisteinas articulares entre elas. Outros pares

guimicos de fragmentos de anticorpo sao também conhecidos.
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[0041] As “cadeias leves” de anticorpos (imunoglobulinas) de qualquer es-
pécie de vertebrado podem ser designadas para um dos dois tipos claramente
distintos, chamados kappa (k) e lambda (1), com base nas Sequéncias de amino-
acidos de seus dominios constantes.

[0042] Dependendo da Sequéncia de aminoacido do dominio constante de
suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas podem ser designadas para classes di-
ferentes. Existem cinco classes principais de imunoglobulinas: IgA, 1gD, IgE, 1gG,
IgM, e diversos destes podem ser ainda divididos em subclasses (isotipos), por
exemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, I1gG4, IgA, e IgA2. Os dominios constantes de cadeia
pesada que correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas sao chama-
das a, 0, €, y e u, respectivamente. As estruturas de subunidades e configura-
¢Oes tridimensionais de classes diferentes de imunoglobulinas sao bem conheci-
das.

[0043] O termo “anticorpo” aqui é empregado no sentido mais amplo e es-
pecificamente abrange anticorpos monoclonais (incluindo anticorpos monoclo-
nais de comprimento natural), anticorpos policlonais, anticorpos multiespecifi-
cos (por exemplo, anticorpos bi-especificos), e fragmentos de anticorpo con-
tanto que eles exibam a atividade bioldgica desejada.

[0044] “Fragmentos de anticorpo” compreendem uma por¢do de um anti-
corpo de comprimento natural, geralmente a ligacdo de antigeno ou dominio
variavel destes. Exemplos de fragmentos de anticorpo incluem Fab, Fab’, F(ab’),,
e fragmentos Fv; diacorpos (“diabodies”); anticorpos lineares; moléculas de an-
ticorpo de cadeia Unica; e anticorpos multiespecificos formados de fragmentos
de anticorpo.

I”

[0045] O termo “anticorpo monoclonal” como aqui empregado refere-se a

um anticorpo obtido de uma populacdo de anticorpos substancialmente homo-
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géneos, isto &, os anticorpos individuais compreendendo a populacdo sdo idén-
ticos, exceto para possiveis mutagdes de ocorréncia natural que podem estar
presentes em quantidades menores. Os anticorpos monoclonais sao altamente
especificos, sendo direcionados contra um unico sitio antigénico. Além disso, em
contraste com preparac¢des de anticorpo (policlonal) convencional que tipica-
mente incluem diferentes anticorpos direcionados contra determinantes dife-
rentes (epitopos), cada anticorpo monoclonal é direcionado contra um Unico de-

Ill

terminante no antigeno. O “monoclonal” modificador indica o caracter do anti-
corpo como sendo obtido de uma populagao substancialmente homogénea de
anticorpos, e nao deve ser construido como requerendo producdo do anticorpo
de qualquer método particular. Por exemplo, os anticorpos monoclonais a serem
usados de acordo com a presente invencao podem ser preparados pelo método
hibridoma primeiramente descrito por Kohler e outros, Nature 256: 495 (1975),
ou podem ser preparados por métodos de DNA recombinantes (veja, por exem-
plo, a Patente U. S. n24.816.567). Os “anticorpos monoclonais” podem ser tam-
bém isolados de bibliotecas de anticorpo de fago empregando as técnicas des-
critas em Clackson e outros, Nature 352: 624 a 628 (1991) e Marks e outros, J.
Mol. Biol. 222: 581 - 597 (1991), por exemplo.

[0046] Os anticorpos monoclonais aqui especificamente incluem anticor-
pos “quiméricos” (imunoglobulinas) nos quais uma por¢do da cadeia pesada
e/ou cadeia leve é idéntica com ou homdloga a Sequéncias correspondentes em
anticorpos derivados de espécies particulares ou pertencentes a uma classe ou
subclasse de anticorpo particular, a0 mesmo tempo que o restante da(s) ca-
deia(s) é idéntico com ou homdlogo a Sequéncias correspondentes em anticor-
pos derivados de outras espécies ou pertencentes a outra classe ou subclasse de

anticorpo, bem como fragmentos de tais anticorpos, contanto que eles exibam

a atividade bioldgica desejada (Patente U. S. n2 4.816.567; e Morrison e outros,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6851 a 6855 (1984)).

[0047] As formas “humanizadas” de anticorpos ndo-humanos (por exem-
plo, murino) sdo anticorpos quiméricos que contém Sequéncia minima derivada
de imunoglobulina ndo-humana. Para a maior parte, anticorpos humanizados
sao imunoglobulinas humanas (anticorpo recipiente) nos quais residuos de re-
gido hipervariavel do recipiente sdo substituidos por residuos de regido hiperva-
ridvel de uma espécie ndo-humana (anticorpo doador) tal como camundongo,
rato, coelho ou primata nao-humano tendo a especificidade, afinidade e capaci-
dade desejadas. Em alguns casos, os residuos de regido de estrutura (FR) da imu-
noglobulina humana sdo substituidos por residuos ndo-humanos corresponden-
tes. Além disso, os anticorpos humanizados podem compreender residuos que
ndo sao encontrados no anticorpo recipiente ou no anticorpo doador. Estas mo-
dificacOes sao feitas para ainda definir o desempenho do anticorpo. Em geral, o
anticorpo humanizado compreendera substancialmente todos de pelo menos
um, e tipicamente dois, dominios varidveis, nos quais todos ou substancialmente
todos das regides hipervaridveis correspondem aqueles de uma imunoglobulina
ndao-humana e todos ou substancialmente todos dos FRs sdao aqueles de uma
Sequéncia de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado opcionalmente
também compreendera pelo menos uma porg¢do de uma regido constante de
imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imunoglobulina humana. Para
maiores detalhes, veja Jones e outros, Nature 321: 522 - 525 (1986); Reichmann
e outros, Nature 332: 323 a 329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593 a
596 (1992).

[0048] Os fragmentos de anticorpo “Fv de cadeia Unica” ou “sFv” compre-
endem os dominios V4 e V. de anticorpo, onde estes dominios estao presentes
em uma cadeia de polipeptideo Unica. Geralmente, o polipeptideo Fv ainda com-

preende um ligador de polipeptideo entre os dominios Vi e Vi que possibilita o
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sFv formar a estrutura desejada para ligagcdo de antigeno. Para uma revisdo de
sFv veja Pluckthun em The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg e Moore edicdo Springer-Verlag, New York, pp. 269 a 315 (1994).

[0049] O termo “diabodies” refere-se a pequenos fragmentos de anticor-
pos com dois sitios de ligacao de antigeno, cujos fragmentos compreendem um
dominio varidvel de cadeia pesada (Vi) conectado a um dominio variavel de ca-
deia leve (VL) na mesma cadeia de polipeptideo (Vu - V.). Empregando-se um li-
gador que é muito curto para permitir emparelhamento entre os dois dominios
na mesma cadeia, os dominios sao forcados a emparelhar com os dominios com-
plementares de outra cadeia para criar dois sitios de ligacao de antigeno. “Dia-
bodies” sdao descritos mais completamente em, por exemplo, EP 404.097; WO
93/11161; e Hollinger e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444 a 6448 (1993).

[0050] A espressao “anticorpos lineares” quando empregada em todo este
pedido refere-se aos anticorpos descritos em Zapata e outros. Protein Eng. 8(10):
1057 - 1062 (1995). Resumidamente, estes anticorpos compreendem um par de
segmentos Fd tandem (Vu-Chl-Vu-Cul) que formam um par de regides de ligagdo
de antigeno. Os anticorpos lineares podem ser bi-especificos ou mono-especifi-
Cos.

[0051] Um anticorpo anti-VEGF “variante”, refere-se aqui a uma molécula
que difere em Sequéncia de aminodacido de uma Sequéncia de aminodcido de
anticorpo anti-VEGF “origem” em virtude de adicdo, delecdo e/ou substituicdo
de um ou mais residuos de aminodcidos na Sequéncia de anticorpo parental. Na
modalidade preferida, a variante compreende uma ou mais substituicdo(des) em
uma ou mais regido(0es) hipervaridvel(veis) do anticorpo parental. Por exemplo,
a variante pode compreender pelo menos uma, por exemplo de cerca de uma a
cerca de dez, e preferivelmente de cerca de duas a cerca de cinco, substituices

em uma ou mais regioes hipervaridveis do anticorpo parental. Ordinariamente,
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a variante tera uma Sequéncia aminoacida tendo pelo menos 75% de identidade
de Sequéncia aminoacida com as Sequéncias de dominio varidvel de cadeia pe-
sada ou leve de anticorpo parental (por exemplo como na SEQ ID NO:7 ou 8),
mais preferivelmente pelo menos 80%, mais preferivelmente pelo menos 85%,
mais preferivelmente pelo menos 90%, e mais preferivelmente pelo menos 95%.
A identidade ou homologia com respeito a esta Sequéncia é definida aqui como
a percentagem de residuos de aminoacidos na Sequéncia candidado que sao
idénticos com os residuos de anticorpo parental, apds o alinhamento das Se-
quéncias e introducao de lacunas, se necessario, para obter a identidade de Se-
guéncia de percentual maximo. Nenhuma das extensdes de extremidade N, ex-
tremidade C ou interna, dele¢des ou inser¢cdes na Sequéncia de anticorpo deve
ser construida quando afetando a identidade ou homologia de Sequéncia. A va-
riante retém a capacidade de ligar VEGF humano e preferivelmente tem propri-
edades que sdo superiores aquelas do anticorpo parental. Por exemplo, a vari-
ante pode ter uma afinidade de ligagcdo mais forte, capacidade realgcada para ini-
bir a proliferagdo induzida por VEGF das células endoteliais e/ou capacidade au-
mentada para inibir angiogénese induzida por VEGF in vivo. Para analisar tais
propriedades, alguém deve comparar uma forma Fab da variante a uma forma
Fab do anticorpo parental ou uma forma de comprimento natural da variante a
uma forma de comprimento natural do anticorpo parental, por exemplo, uma
vez que constatou-se que o formato do anticorpo anti-VEGF impacta sua ativi-
dade nos testes de atividade bioldgica aqui descritos. O anticorpo variante de
particular interesse aqui é aquele que exibe pelo menos cerca de 10 vezes, pre-
ferivelmente pelo menos cerca de 20 vezes, e mais preferivelmente pelo menos
cerca de 50 vezes, realce em atividade biolégica quando comparado ao anticorpo

parental.
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[0052] O anticorpo “origem” aqui é um que é codificado por uma Sequén-
cia de aminoacido empregada para a preparag¢ado da variante. Preferivelmente,
o anticorpo parental tem uma regido de estrutura humana e, se presente, tem
regido(6es) constante(s) de anticorpo humano. Por exemplo, o anticorpo paren-
tal pode ser o anticorpo humanizado ou humano.

[0053] Um anticorpo “isolado” é um que foi identificado e separado e/ou
recuperado de um componente de seu ambiente natural. Os componentes con-
taminantes de seu ambiente natural sao materiais que interfeririam com os em-
pregos diagndsticos ou terapéuticos para o anticorpo, e podem incluir enzimas,
hormonios, e outros proteinaceos ou nao-proteinaceos solutos. Em modalidades
preferidas, o anticorpo sera purificado (1) para mais do que 95% em peso de
anticorpo conforme determinado pelo método Lowry, e mais preferivelmente
mais do que 99% em peso, (2) para um grau suficiente para obter pelo menos 15
residuos de Sequéncia aminodacida N-terminal ou interna pelo emprego de um
sequenciador “spinning cup” ou (3) para homogeneidade por SDS-PAGE sob con-
dicdes de reducdo ou nao reducdo empregando azul Coomassie ou, preferivel-
mente, mancha de prata. O anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro de
células recombinantes, uma vez que pelo menos um componente do ambiente
natural do anticorpo nao estara presente. Ordinariamente, entretanto, o anti-
corpo isolado sera preparado por pelo menos uma etapa de purificagao.

[0054] O termo “epitopo alvejado” quando aqui empregado refere-se ao
anticorpo anti-VEGF fundido a um “epitopo alvo”. O polipeptideo de epitopo
alvo tem residuos suficientes para fornecer um epitopo contra o qual um anti-
corpo contrario pode ser preparado, ainda é curto o suficiente tal que nao inter-
fira com a atividade do anticorpo VEGF. O epitopo alvo preferivelmente é sufici-

entemente Unico a fim de que o anticorpo contrdrio nao substancialmente reaja
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de forma cruzada com outros epitopos. Adequados polipeptideos alvo geral-
mente tém pelo menos 6 residuos de aminoacidos e usualmente entre cerca de
8 - 50 residuos de aminodcidos (preferivelmente entre cerca de 9 a 30 residuos).
Exemplos incluem o polipeptideo alvo flu HA e seu anticorpo 12CAS (Field e ou-
tros Mol. Cell. Biol. 8: 2159 - 2165 (1988)); o c-myc alvo e o 8F9, 3C7, 6E10, G4,
B7 e 9E10 anticorpos destes (Evan e outros, Mol. Cell. Biol. 5(12): 3610 - 3616
(1985)); e a glicoproteina de virus de Herpes Simplex D(gD) alvo e seu anticorpo
(Paborsky e outros, Protein Engineering 3(6): 547 - 553 (1990)). Em certas moda-
lidades, o epitopo alvo é um “epitopo de ligacao de receptor de recuperac¢ao”.
Como aqui empregado, o termo “epitopo de ligacdo de receptor de recupera-
¢do” refere-se a um epitopo da regidao Fo de uma molécula 1gG (por exemplo,
IgG1, 1gG2, 1gGs, ou IgGa) que é responsavel por aumento da meia vida do soro in
vivo da molécula IgG.

[0055] O termo “agente citotdxico” como aqui empregado refere-se auma
substancia que inibe ou previne a funcdo de células e/ou causa a destruicédo de
células. O termo é destinado a incluir isétopos radioativos (por exemplo 113, 1125,
Y % e Re 1¥%), agentes quimioterapéuticos, e toxinas tais como toxinas enzimati-
camente ativas parental bacteriana, fungica, planta ou animal, ou os fragmentos
destas.

[0056] Um “agente quimioterapéutico” é um composto quimico util no tra-
tamento de cancer. Exemplos de agentes quimioterapéuticos incluem Adriami-
cina, Doxorubicina, 5-Fluorouracila, Arabinosideo de citosina (“Ara-C”), Ciclofos-
famida, Tiotepa, Taxotero (docetaxel), Bussulfam, Citoxina, Taxol, Metotrexato,
Cisplatina, Melfalam, Vinblastina, Bleomicina, Etoposideo, Ifosfamida, Mitomi-
cina C, Mitoxantrona, Vincreistina, Vinorelbina, Carboplatina, teniposideo, Dau-

nomicina, Carminomicina, Aminopterina, Dactinomicina, Mitomicinas, Espera-
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micinas (veja a Patente U. S. n? 4.675.187), Melfalam e outras mostardas de ni-
trogénio relacionadas.

[0057] O termo “pré-droga” como empregado neste pedido refere-se a
uma forma precursora ou derivada de uma substancia farmaceuticamente ativa
gue é menos citotoxica para células tumorais comparada a droga parental e é
capaz de ser enzimaticamente ativada e convertida na mais ativa forma parental.
Veja, por exemplo, Wilman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical So-
ciety Transactions, 14, pp. 375 a 382, 615th Meeting Belfast (1986) e Stella e
outros, “Pro-drugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery, Directed
Drug Delivery, Borchardt e outros, (ed.), pp. 247 - 267, Humana Press (1985). As
pro-drogas desta invenc¢ao incluem, porém nao estdo limitadas a, pré-drogas
contendo fosfato, pro-drogas contendo tiofosfato, pré-drogas contendo sulfato,
pré-drogas contendo peptideo, pré-drogas modificadas por aminoacido D, pré-
drogas glicosiladas, pro-drogas contendo 3-lactama, pro-drogas contendo feno-
xiacetamida opcionalmente substituida ou pré-drogas contendo fenilacetamida
opcionalmente substituida, 5-fluorocitosina e outras pré-drogas de 5-fluorouri-
dina, que podem ser convertidas na droga livre de citotoxico mais ativa. Exem-
plos de drogas citotéxicas que podem ser derivatizadas em uma forma de pro-
droga para uso nesta inveng¢ao incluem, porém nao sio limitadas aqueles agen-
tes quimioterapéuticos descritos acima.

[0058] A palavra “rétulo” quando aqui empregado refere-se a um com-
posto ou composicao detectdvel que é conjugado diretamente ou indiretamente
ao anticorpo. O rétulo pode por si préprio ser detectavel (por exemplo, rétulos
radioisotopos ou rotulos fluorescentes) ou, no caso de um rétulo enzimatico,
pode catalisar alteracao quimica de um composto ou composi¢ao de substrato

que é detectavel.
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[0059] Por “fase sdlida” entende-se uma matriz ndo-aquosa a qual o anti-
corpo da presente invenc¢ao pode aderir. Exemplos de fases sélidas abrangidas
aqui incluem aquelas formadas parcialmente ou totalmente de vidro (por exem-
plo vidro de poro controlado), polissacarideos (por exemplo, agarose), poliacri-
lamidas, poliestireno, alcool polivinilico e silicones. Em certas modalidades, de-
pendendo do contexto, a fase sélida pode compreender o manancial de uma
placa de ensaio; em outras é uma coluna de purificacdo (por exemplo uma co-
luna de cromatografia de afinidade). Este termo também inclui uma fase sélida
descontinua de particulas discretas, tais como aquelas descritas na Patente U. S.
n24.275.149.

[0060] Um “lipossoma” é uma vesicula pequena composta de varios tipos
e lipideos, fosfolipideos e/ou tensoativo que é Util para liberagdo de uma droga
(tal como os anticorpos anti-VEGF aqui descritos e, opcionalmente, um agente
guimioterapéutico) para um mamifero. Os componentes do lipossoma sdo co-
mumente dispostos em uma formagao de bicamada, similar a disposi¢ao de lipi-
deo de membranas bioldgicas. Uma molécula de acido nucléico “isolada” é uma
molécula de acido nucléico que é identificada e separada de pelo menos uma
molécula de acido nucléico contaminante com a qual ela esta ordinariamente
associada na fonte natural do acido nucléico de anticorpo. Uma molécula de
acido nucléico isolada é diferente da forma ou fixacdo em que ela é encontrada
ao naturel. As moléculas de acido nucléico isoladas, portanto, sdo distingliidas
da molécula de acido nucléico como ela existe nas células naturais. Entretanto,
uma molécula de acido nucléico inclui uma molécula de acido nucléico contida
em células que ordinariamente expressam o anticorpo onde, por exemplo, a mo-
lécula de acido nucléico esta em uma localizagao cromossomal diferente daquela
de células naturais.

[0061] A expressao “ Sequéncias de controle “ refere-se a Sequéncias DNA
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necessdrias para a expressao de uma Sequéncia de codificagao operavelmente
ligada em um organismo hospedeiro particular. As Sequéncias de controle que
sdo adequadas para procariotes, por exemplo, incluem um promotor, opcional-
mente uma Sequéncia operadora, e um sitio de ligacdo de ribossoma. As células
eucaridticas sao conhecidas utilizar promotores, sinais de poliadenilagao, e real-
cadores.

[0062] O acido nucléico é “operavelmente ligado” quando é colocado em
uma conexao com outra Sequéncia de acido nucléico. Por exemplo, DNA para
uma pré-Sequéncia ou lider secretor é operavelmente ligado a DNA para um po-
lipeptideo se ele é expresso como uma pré-proteina que participa na secre¢ao
do polipeptideo; um promotor ou realcador é operavelmente ligado a uma Se-
guéncia de codificacdo se ele afeta a transcricao da Sequéncia; ou um sitio de
ligacao de ribossoma é operavelmente ligado a uma Sequéncia de codificacdo se
ele esta posicionado a fim de facilitar a translacdao. Geralmente, “operavelmente
ligado” significa que as Sequéncias de DNA sendo ligadas sdo contiguas, e, no
caso de um lider secretor, contiguas e em fase de leitura. Entretanto, os realga-
dores ndo devem ser contiguos. A ligacdo é executada por ligacdo em sitios de
restricao convenientes. Se tais sitios nao existem, os adaptadores ou ligadores
de oligonucleotideo sintético sio empregados de acordo com a pratica conven-
cional.

[0063] Como aqui empregado, as expressoes “ células “, “linhagem celu-

v

lar”, e “ cultura celular “ s3o empregadas intercambiavelmente e todas as tais
designacdes incluem progénie. Dessa maneira, as palavras “transformantes” e
“células transformadas” incluem a célula objeto primaria e culturas derivadas
dela sem consideragao do numero de transferidores. Entende-se também que
toda progénie pode ndo ser precisamente idéntica em conteudo de DNA, devido

a mutacoes deliberadas ou inadvertidas. A progénie mutante que tem a mesma
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fung3o ou atividade bioldgica quando analisada quanto as células originalmente
transformadas é incluida. Onde as designacdes distintas sdo pretendidas, serd
claro para o contexto.

Modos para Execucao da Invencao

[0064] Osexemplos a seguir descritos na producao de anticorpos anti-VEGF
humanizados e variantes com propriedades desagradaveis para uma perspectiva
terapéutica incluindo: (a) forte afinidade de ligacdo para o antigeno VEGF; {b)
uma capacidade para inibir a proliferacdo induzida por VEGF de células endote-
liais in vitro; {c) a capacidade para inibir angiogénese induzida por VEGF in vivo.

[0065] As afinidades de anticorpos podem ser determinadas conforme des-
crito nos exemplos a seguir. Os anticorpos humanizados ou variantes preferidos
sao aqueles gue ligam VEGF humano com um valor Kg de ndo mais do que cerca
de 1 x 107M: preferivelmente ndo mais do que cerca de 1 x 108M; e mais prefe-
rivelmente ndo mais do que cerca de 5 x 10°M.

[0066] Com excegdo dos anticorpos com forte afinidade de ligagdo para
VEGF humano, é também desejavel selecionar-se anticorpos humanizados ou
variantes que tém outras propriedades benéficas de uma perspectiva terapéu-
tica. Por exemplo, o anticorpo pode ser um gue iniba o crescimento de célula
endotelial em resposta ao VEGF. Em uma modalidade, o anticorpo pode ser ca-
paz de inibir proliferacao de célula endotelial capilar bovina em resposta a uma
concentragdo intima maximamente eficaz de VEGF (3 ng/ml). Preferivelmente, o
anticorpo tem um valor de 50 (ED50) de dose eficaz de ndo mais do gue cerca de
5 nM, preferivelmente ndo mais do que cerca de 1 nM, e mais preferivelmente
nac mais do que cerca de 0,5 nM, para inibicdo da proliferagdo induzida por
VEGF de células endoteliais neste “ ensaio de crescimento de célula endotelial “,

isto &, nestas concentragdes o anticorpo € capaz de inibir o crescimento de célula
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endotelial induzida por VEGF in vitro em 50%. Um “ teste de crescimento de cé-

III

lula endotelial” preferido envolve cultivar células endoteliais capilares derivadas
de cértex adrenal bovino na presenca de baixo meio de Eagle’s modificado de
Dulbecco’s de glicose (DMEM) (GIBCO) suplementado com 10% de soro de be-
zerro, 2 mM de glutamina, e antibidticos (veiculo de crescimento), essencial-
mente conforme descrito no Exemplo 1 abaixo. Estas células endoteliais sdao se-
meadas em uma densidade de 6 x 103 por fonte, em 6 placas de poco em meio
de crescimento. Qualquer dos dois anticorpos anti-VEGF parental (controle), an-
ticorpo anti-VEGF humanizado ou variante é entao adicionado em concentra-
¢Oes variando entre 1 e 5000 ng/ml. Apés duas a 3 horas, o VEGF purificado foi
adicionado a uma concentracgéo final de 3 ng/ml. Para o controle de especifici-
dade, cada anticorpo pode ser adicionado a células endoteliais na concentrac¢ado
de 5000 ng/ml, ou sozinho ou na presenca de 2 ng/ml bFGF. Apéds cinco ou seis
dias, células s3o dissociadas por exposi¢ao a tripsina e contadas em um registra-
dor Coulter (Coulter Electronics, Hialeah, FL). Dados podem ser analisados por
um programa de ajustamento de curva de quatro parametros (KaleidaGraph).
[0067] O anticorpo anti-VEGF humanizado ou variante preferido pode tam-
bém ser um que tem atividade de supressao de tumor in vivo. Por exemplo, o
anticorpo pode suprimir o crescimento de células de rhabdomiossarcoma A673
humanas ou células de carcinoma de mama MDA-MB-435 em camundongo nu.
Para estudos de tumor in vivo, as células de rhabdomyosarcoma A673 humanas
(ATCC; CRL 1598) ou células MDA-MB-435 (disponivel do ATCC) sao cultivadas
em DMEM/F12 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de glutamina
e antibidticos conforme descrito no Exemplo 1 abaixo. Camundongo nu BALB/c
fémea, de 6 a 10 semanas de idade, sdo injetados subcutaneamente com 2 x 10°
células tumorais na area dorsal em um volume de 200 pl. Animais sdo entao tra-

tados com o anticorpo humanizado ou variante e um anticorpo de controle com
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nenhuma atividade neste teste. O MADb anti-VEGF humanizado ou variante é ad-
ministrado em uma dose de 0,5 e/ou 5 mg/kg. Cada MAb é administrado duas
vezes semanalmente intra-peritonealmente em um volume de 100 pl, iniciando
24 horas ap6s a inoculacao de célula tumoral. O tamanho do tumor é determi-
nado em intervalos semanais. Quatro semanas ap6s a inocula¢ao de célula tu-
moral, animais sdao eutanizados e os tumores sdo removidos e pesados. A andlise
estatistica pode ser executada por ANOVA. Preferivelmente, o anticorpo neste
“ensaio de tumor in vivo” inibe cerca de 50 a 100%, preferivelmente cerca de 70
a 100% e mais preferivelmente cerca de 80 a 100% de crescimento de célula
tumoral A673 humana em um dose de 5 mg/kg.

[0068] Na modalidade preferida, o anticorpo humanizado ou variante nao
deixa de extrair uma resposta imunogénica na administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz do anticorpo em um paciente humano. Se uma resposta
imunogénica é extraida, preferivelmente a resposta sera tal que o anticorpo
ainda forneca um beneficio terapéutico ao paciente tratado com ele.

[0069] O anticorpo humanizado ou variante é também preferivelmente um
gue seja capaz de inibir angiogénese induzida por VEGF, por exemplo, para inibir
crescimento de tumor humano e/ou inibir angiogénese intraocular em disturbios
retinais.

[0070] Os anticorpos preferidos ligam o “epitopo A4.6.1” conforme aqui
definido. Para selecionar anticorpos que se ligam ao epitopo em liga¢ao de VEGF
humano por um anticorpo de interesse {(por exemplo, aqueles que blogqueiam
ligagdo do anticorpo A4.6.1 ao VEGF humano), um ensaio de bloqueio transver-
sal de rotina tal como aquele descrito em Antibodies, A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory, Edicdo Harlow e David Lane (1988), pode ser execu-

tado. Alternativamente, o mapeamento de epitopo, por exemplo, conforme des-
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crito em Champe e outros, J. Biol. Chem. 270: 1388 a 1394 (1995), pode ser exe-
cutado para determinar se o anticorpo liga um epitopo de interesse.

[0071] Os anticorpos da modalidade preferida aqui tém um dominio varia-
vel de cadeia pesada compreendendo uma Sequéncia de aminoacido represen-
tada pela férmula: FR1-CDRH1-FR2-CDRH2-FR3-CDRH3-FR4, onde “FR1-4” repre-
senta as quatro regioes de estrutura e “CDRH1-3” representa as trés regides hi-
pervaridveis de um dominio pesado variavel de anticorpo anti-VEGF. FR1-4 pode
ser derivado de uma “Sequéncia de consenso” (isto é os aminodcidos mais co-
muns de uma classe, subclasse ou subgrupo de cadeias pesadas ou leves de imu-
noglobulinas humanas) como nos exemplos abaixo ou pode ser derivado de uma
regido de estrutura de anticorpo humano individual ou de uma combinacgdo de
Sequéncias diferentes de regido de estrutura. Muitas Sequéncias de regido de
estrutura de anticorpo humano sao compiladas em Kabat e outros, supra, por
exemplo. Em uma modalidade preferida, o FR pesado variavel é fornecido por
uma Sequéncia de consenso de um subgrupo de imunogloblulina humana con-
forme compilado por Kabat e outros, supra. Preferivelmente, o subgrupo de imu-
noglobulina humana é subgrupo Il de cadeias pesadas humanas (por exemplo
na SEQ ID NO: 11).

[0072] A Sequéncia FR pesada varidvel humana preferivelmente tem aqui
substituicdes, por exemplo onde o residuo FR humano é substituido por um re-
siduo ndo-humano correspondente (por “residuo nao-humano correspondente”
entende-se o residuo ndo-humano com a mesma numeragao posicional Kabat
como o residuo humano de interesse quando as Sequéncias humanas e nao-hu-
manas sdo alinhadas), porém a substituicdo com o residuo ndo-humano nao é
necessaria. Por exemplo, uma substituicdo de residuo FR diferente do residuo
ndo-humano correspondente pode ser selecionada por exibicdo de fago (veja

Exemplo 2 abaixo). Os residuos FR pesados varidveis exemplares que podem ser
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substituidos incluem qualgquer um ou mais dos nimeros de residuo FR: 37H, 49H,
67H, 69H, 71H, 73H, 75H, 76H, 78H, 94H (numeracdo de residuo Kabat empre-
gada aqui). Preferivelmente pelo menos dois, ou pelo menos trés, ou pelo menos
quatro destes residuos sao substituidos. Uma combinagdo particularmente pre-
ferida de substituicdes FR é: 49H, 69H, 71H, 73H, 76H, 78H e 94H.

[0073] Com respeito as regioes hipervaridveis de cadeia pesada, estas tém
preferivelmente Sequéncias aminoacidas como segue:

CDRH1

[0074] GYX1X2X3XaYGXsN (SEQ ID NO: 117), onde X1 é D, T ou E, porém pre-
ferivelmente é Dou T; X2 é F, W ou Y, porém preferivelmente é F; X3 é T, Q, G ou
S, porém preferivelmente é T; X2 € Hou N; e Xs € M ou |, porém preferivelmente
é M.

CDRH2

[0075] WINTX:TGEPTYAADFKR (SEQ ID NO: 118), onde X1 é Y ou W, porém
preferivelmente é V.

CDRH3

[0076] YPX1YX2X3XaXsHWYFDV (SEQ ID NO: 119), onde X1éHouY; X2 €Y, R,
K,I,T,E, ouW, porém preferivelmenteéY; XséG,N,A,d, Q, E, T,K,ouS, porém
preferivelmente é G; X4 éS, T, K, Q, N, R, A, E, ou G, porém preferivelmente é S
ouT; eXséSouG, porém preferivelmente é S.

[0077] O dominio varidvel de cadeia pesada opcionalmente compreende o
gue foi designado “CDR7” anexo a (isto é, tomando parte de) FR3 (veja as Figuras
9B e 10B), onde CDR7 pode ter a seguinte Sequéncia aminodacida:

CDR7

[0078] X1SX2DX3XaXsXsTX7 (SEQ ID NO; 120), onde X1 éF, 1, V, L, ou A, porém
preferivelmente é F; X2 é A, L, V, ou |, porém preferivelmente é L; X3 é T, Vou K,

porém preferivelmente é T; X4 é S ou W, porém preferivelmente é S; Xs é Sou K,
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porém preferivelmente é K; Xs é N, ou S, porém preferivelmente éS; e X;é V, A,
L ou |, porém preferivelmente é A.

[0079] Os anticorpos da modalidade preferida aqui tém um dominio varia-
vel de cadeia leve compreendendo uma Sequéncia aminoacida representada
pela féormula; FR1-CDRL1-FR2-CDRL2-FR3-CDRL3-FR4, onde “FR1-4” representa
as quatro regides de estrutura e “CDRL1-3"” representa as trés regides hipervari-
aveis de um dominio pesado variavel de anticorpo anti-VEGF. O FR1-4 pode ser
derivado de uma “Sequéncia de consenso” (isto &, os aminodacidos mais comuns
de uma classe, subclasse ou subgrupo de cadeias pesadas ou leves de imunoglo-
bulinas humanas) como nos exemplos abaixo ou pode ser derivado de uma re-
gido de estrutura de anticorpo humano individual ou de uma combinag¢do de Se-
guéncias diferentes de regido de estrutura. Em uma modalidade preferida, o FR
leve variavel é fornecido por uma Sequéncia de consenso de um subgrupo de
imunoglobulina humana como compilado por Kabat e outros, supra. Preferivel-
mente, o subgrupo de imunoglobulina humana é um subgrupo | de cadeia leve
capa humano (por exemplo como na SEQ ID NO: 12).

[0080] A Sequéncia FR leve varidvel humana preferivelmente tem substi-
tuicOes aqui, por exemplo, onde o residuo FR humano é substituido por um re-
siduo de camundongo correspondente, porém a substituicio com o residuo n3o-
humano nao é necessaria. Por exemplo, um residuo de substituicao diferente do
residuo ndo-humano correspondente pode ser selecionado pela exibi¢cdo de fago
(veja Exemplo 2 abaixo). Os residuos FR leves varidveis exemplares que podem
ser substituidos incluem qualquer um ou mais dos residuos FR numeros: 4L, 46L
e 71L (numeragdo de residuo Kabat empregada aqui). Preferivelmente apenas
46 L é substituido. Em outra modalidade, ambos 4L e 46| sdo substituidos.

[0081] Com respeito aos CDRs, estes preferivelmente tém Sequéncias de

aminoacidos como segue:
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CDRL1

[0082] XiAX2X3XaXsSNYLN (SEQ ID NO: 121), onde X1 é R ou s, porém prefe-
rivelmente é S; X; é s ou N, porém preferivelmente é S; X; € Q ou E, porém pre-
ferivelmente @ Q; X4 € Q ou D, porém preferivelmente e D; e Xs € | ou L, poréem
preferivelmente é I.

CDRL2

[0083] FTSSLHS (SEQ ID NO: 122)

CDRL3

[0084] QQYSX1X:PWT (SEQ ID NO: 123), onde X1 € T, A ou N, porém prefe-
rivelmente é T; e X; € V ou T, porém preferivelmente é V.

[0085] Os anticorpos anti-VEGF humanizados preferidos sd3o aqueles tendo
as Sequéncias de dominio varidvel pesadas efou leves de F(ab)-12 no Exemplo 1
e suas variantes tais como formas de afinidade amadurecida incluindo as varian-
tes Y0317, SY0313-1 e Y0238-3 no Exemplo 3, com Y0317 sendo a variante pre-
ferida. Os meétodos para geragdo de anticorpos anti-VEGF humanizados de inte-
resse aqui sdo elaborados em maiores detalhes abaixo.

A, Preparacdo de Anticorpo

[0086]) Os métodos para humanizacdo de anticorpos VEGF ndo-humanos e
geracdo de variantes de anticorpos anti-VEGF sdo descritos nos exemplos abaixo.
A fim de humanizar um anticorpo anti-VEGF, o material de partida de anticorpo
ndo-humano é preparado. Onde uma variante deve ser gerada, o anticorpo pa-
rental @ preparado. As técnicas exemplares para geragdo de tal material de par-
tida de anticorpo ndo-humano e anticorpos parental serdo descritas nas seguin-
tes segoes.

(i} Preparacio de Antigeno

[0088] O antigeno VEGF a ser empregado para a produgdo de anticorpos

pode ser, por exemplo, VEGF intacto ou um fragmento de VEGF (por exemplo,
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um fragmento de VEGF compreendendo “epitopo A4.6.1”). Outras formas de
VEGF Uteis para a gera¢ao de anticorpos serdo evidentes para aqueles versados
na técnica. O antigeno VEGF empregado para gerar o anticorpo, é preferivel-
mente VEGF humano, por exemplo, conforme descrito em Leung e outros, Sci-
ence 246: 1306 (1989), e Houck e outros, Mol. Endocrin. 5: 1806 (1991).

(i)  Anticorpos Policlonais

[0089] Os anticorpos policlonais sdao preferivelmente aumentados em ani-
mais por inje¢Oes subcutaneas (sc) ou intraperitoneais (ip) multiplas do antigeno
relevante e um auxiliar. Eles podem ser Uteis para conjugar o antigeno relevante
a uma proteina que é imunogénica nas espécies a serem imunizadas, por exem-
plo, hemocianina de lapa “Keyholel”, albumina de soro, tiroglobulina bovina, ou
inibidor de tripsina de soja empregando um agente bifuncional ou de derivatiza-
¢do, por exemplo, éster de sulfos-sucinimida de maleimidobenzoila (conjugac¢ao
por meio de residuos de cisteina), N-hidroxissuccinimida (através de residuos de
lisina) glutaraldeido, anidreto sucinico, SOClz, ou R!N = C = NR, onde R e R! sdo
diferentes grupos alquila.

[0090] Animais sao imunizados contra o antigeno, conjugados imunogéni-
cos, ou derivados combinando-se, por exemplo, 100 ug ou 5 ug da proteina ou
conjugado (para coelhos ou camundongos, respectivamente) com 3 volumes de
auxiliar completo de Freund’s e injetando a solugdo intradermalmente em sitios
multiplos. Um més mais tarde os animais sdo loopdos com 1/5 a 1/10 da quan-
tidade original de peptideo ou conjugados em auxiliar completo de Freund’s por
injecdo subcutanea em multiplos sitios. Sete a 14 dias mais tarde os animais sao
sangrados e o soro é testado quanto ao titular de anticorpo. Os animais sao loop-
dos até o platé titulo. Preferivelmente, o animal é loopdo com o conjugado do

mesmo antigeno, porém conjugado a uma diferente proteina e/ou por meio de
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um reagente de reticulagao diferente. Os conjugados também podem ser prepa-
rados em cultura de célula recombinante como fusdes de proteina. Também,
agentes de agregacao tais como alume sao adequadamente empregados para
realgar a resposta imune.

(iii)  Anticorpos Monoclonais

[0091] Os anticorpos monoclonais podem ser prepagados empregando-se o
método hibridoma primeiramente descrito por Kohler e outros, Nature, 256; 495
(1975), ou podem ser preparados por métodos de DNA recombinantes (Patente
U.S. n24.816.567).

[0092] No método hibridoma, um camundongo ou outro animal hospedeiro
apropriado, tal como um hamster ou macaco simio, é imunizado como acima
descrito para extrair linfocitos que produzem ou sdo capazes de produzir anti-
corpos que serao especificamente ligados a proteina empregada para imuniza-
¢do. Alternativamente, os linfécitos podem ser imunizados in vitro. Os linfécitos
entdo sao fundidos com células de mieloma empregando-se um adequado
agente de fusdo, tal como polietileno glicol, para formar uma célula de hibri-
doma (Goding, Monoclonal antibodies; Principles and Practice, pp. 59 - 103 (Aca-
demic Press, 1986)).

[0093] As células de hibridoma dessa maneira preparadas sao semeadas e
desenvolvidas em um meio de cultura adequado que preferivelmente contém
uma ou mais substancias que inibem o crescimento ou sobrevivéncia das células
de mieloma parental ndao-fundidas. Por exemplo, se as células de mieloma pa-
rental necessitam da [enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase
(HGPRT ou HPRT)], o meio de cultura para os hibridomas tipicamente incluira
hipoxantina, aminopterina, e timidina (veiculo HAT), cujas substancias previnem
o crescimento de células deficientes de HGPRT.

[0094] As células de mieloma preferidas sdo aquelas que eficientemente se
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fundem, suportam producao de elevado nivel estavel de anticorpo pelas células
de producao de anticorpo, selecionado e sdo sensiveis a um meio tal como meio
HAT. Entre estas, as linhagens de célula de mieloma preferidas sao linhagens de
mieloma de murino, tal como aquelas derivadas de tumores de camundongo
MOP-21 e M.C.-11 disponivel do Salk Institute cell Distribution Center, San Di-
ego, California USA, e células SP-2 ou X63-Ag8-653 disponivel do American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland USA. As linhagens de célula de mieloma
humano e de heteromieloma humano e camundongo também foram descritas
qguanto a produgdo de anticorpos monoclonais humanos (Kozbor J. Immunol.,
133:3001 (1984); Brodeur e outros, Monoclonal antibody Production Techniques
and Applications, pp. 51 - 63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)).

[0095] O meio de cultura no qual as células de hibridoma sao desenvolvidas
é testado quanto a producao de anticorpos monoclonais direcionados contra o
antigeno. Preferivelmente, a especificidade de ligacao de anticorpos monoclo-
nais produzidos por células de hibridoma é determinada por imunoprecipitacdo
ou por um teste de ligacdo in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou teste de
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA).

[0096] A afinidade de ligacdao do anticorpo monoclonal pode, por exemplo,
ser determinada pela anadlise de Scatchard de Munson e outros, Anal. Biochem.,
107: 220 (1980).

[0097] A seguir, as células de hibridoma sao identificadas de modo que pro-
duzam anticorpos da especificidade, afinidade, e/ou atividade, os clones podem
ser subclonados limitando-se os procedimentos de diluicao e desenvolvimento
pelos métodos padrdo (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice,
pp. 59 - 103 (Academic Press, 1986)). O meio de cultura adequado para este pro-

posito inclui, por exemplo, 0 meio D-MEM ou RPMI-1640. Além disso, as células
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de hibridoma podem ser desenvolvidas in vivo como tumores ascites em um ani-
mal.

[0098] Os anticorpos monoclonais segregados pelos subclones sdo adequa-
damente separados do meio de cultura, fluido de ascites, ou soro pelos procedi-
mentos de purificacdo de imunoglobulina convencional tal como, por exemplo,
Sefarose de proteina A, cromatografia de hidroxilapatita, eletroforese de gel, di-
alise, ou cromatografia de afinidade.

[0099] O DNA codificando os anticorpos monoclonais é facilmente isolado
e sequenciado empregando-se procedimentos convencionais (por exemplo, em-
pregando sondas de oligonucleotideo que sao capazes de se ligar especifica-
mente a genes codificando as cadeias pesadas e leves dos anticorpos monoclo-
nais). As células de hibridoma servem como uma fonte preferida de tal DNA.
Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado em vetores de expressao, que sao
entdo transfectados em células hospedeiras tais como células de E. coli, células
COS de simio, células de ovario de hamster chinés (CHO), ou células de mieloma
gue de outra maneira nao produzem proteina de imunoglobulina, para obter a
sintese de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. A
producdo de anticorpos recombinantes sera descrita em maiores detalhes
abaixo.

(iv) Variantes de Sequéncia de humaniza¢éo e aminodcido

[00100] Os exemplos 1 - 2 abaixo descrevem procedimentos para hu-
manizag¢do de anticorpo anti-VEGF. Em certas modalidades, pode ser desejavel
gerar variantes de Sequéncia de aminoacido destes anticorpos humanizados,
particularmente onde estes aumentam a afinidade de liga¢ao ou outras propri-
edades bioldgicas do anticorpo humanizado. O exemplo 3 descreve metodolo-
gias para geracdo de variantes de Sequéncia de aminoacido de um anticorpo

anti-VEGF com afinidade realcada relativa ao anticorpo parental.
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[00101] As variantes de Sequéncia de aminoacido do anticorpo anti-
VEGF s3o preparadas introduzindo-se mudancas de nucleétido apropriado no
DNA de anticorpo anti-VEGF, ou por sintese de peptideo. Tais variantes incluem,
por exemplo, dele¢des de, e/ou inser¢des em e/ou substituices de, residuos nas
Sequéncias de aminoacido dos anticorpos anti-VEGF dos exemplos aqui. Qual-
guer combinacdo de delegdo, inser¢do, e substituicdo é feita para chegar a cons-
trucao final, contanto que a construcao final possua as caracteristicas desejadas.
As mudngas de aminoacido podem alterar os processos pds-traducao do anti-
corpo anti-VEGF humanizado ou variante, tal como mudando o nimero ou posi-
¢do de sitios de glicosilagao.

[00102] Um método util para identificagdo de certos residuos ou regi-
Oes do anticorpo anti-VEGF que sdo localizagbes preferidas para mutagénese é
chamado “mutagénese de varredura de alanina”, como descrito por Cunnin-
gham e Wells, Science, 244: 1081 - 1085 (1989). Aqui, um residuo ou grupo de
residuos alvo sao identificados (por exemplo, residuos alterados tal como arg,
asp, his, lys e glu) e substituidos por um aminodcido neutro ou negativamente
carregado (mais preferivelmente alanina ou polialanina) para afetar a interagao
dos aminodacidos com antigeno VEGF. Aquelas localizagdes de aminoacido de-
monstrando sensibilidade funcional as substituicdes entao sao refinadas por ou-
tra introducao ou outras variantes em, ou para, os sitios de substituicdao. Dessa
maneira, enquanto o sitio para introduc¢do de uma variacao de Sequéncia de ami-
nodacido é predeterminado, a natureza da mutagdo por si necessita ndao ser pre-
determinada. Por exemplo, para analisar o desempenho de uma muta¢ao em
um dado sitio, a varredura de ala ou mutagénese aleatéria é conduzida ao cédon
ou regiao alvo e as variantes de anticorpo anti-VEGF expressas sao selecionadas
guanto a atividade desejada. A mutagénese de varredura de alanina é descrita

no Exemplo 3.
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[00103] As inser¢Oes de Sequéncia de aminodacido incluem fusdes de
extremidade de amino e/ou carboxila variando em comprimento de um residuo
para polipeptideos contendo cem ou mais residuos, bem como insergdes intra-
Sequéncia de residuos de aminoacido Unico ou multiplo. Os exemplos de inser-
¢cOes de extremidade incluem um anticorpo anti-VEGF com um residuo de meti-
onila N-terminal ou o anticorpo fundido a um rétulo de epitopo. Outras variantes
de inser¢ao da molécula do anticorpo anti-VEGF incluem a fusdo a extremidade
N ou C do anticorpo anti-VEGF de uma enzima ou um polipeptideo que aumenta
a meia-vida do soro do anticorpo (veja abaixo).

[00104] Outro tipo de variante é uma variante de substituicdo de ami-
nodacido. Estas variantes tém pelo menos um residuo de aminoacido na molécula
de anticorpo anti-VEGF removido e um residuo diferente inserido em seu lugar.
Os sitios de maior interesse para mutagénese substitucional incluem as regides
hipervaridveis, porém as alteracdes FR sdo também contempladas. As substitui-
¢Oes conservativas sdao mostradas na Tabela 1 sob o cabecalho de “substituicdes
preferidas”. Se tais substituicGes resultam em uma mudan¢a em atividade bio-
légica, entdo mais alterages substanciais, denominadas “substituicdes exem-
plares” na Tabela 1, ou como ainda descrito abaixo em referéncia as classes de

aminoacidos, podem ser introduzidas e os produtos analisados.

TABELA 1
Residuo Original | Substituicdes Exemplares Substituicdes
Preferidas
Ala (A) val; leu; ile val
Arg (R) lys; gln; asn lys
Asn (N) gIn; his; asp; lys; arg gin
Asp (D) glu; asn glu
Cys (C) ser; ala ser
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Gln (Q) asn; glu asn
Glu (E) asp; gin asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn; gin; lys; arg arg
le (1) leu; val; met; ala; phe; norleucina leu
Leu (L} norleucina; ile; val; met; ala; phe ile
Lys (K) arg; gln; asn arg
Met (M) leu; phe; ile leu
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr tyr
Pro (P) ala ala
Ser {S) thr thr
Thr {T) ser ser
Trp (W) tyr; phe tyr
Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe
Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu

[00105] As modificagbes substanciais nas propriedades biclogicas do anti-
corpo sao executadas selecionando-se substituicbes que diferem significante-
mente em seus efeitos em manutengdo {a) da estrutura da cadeia principal de
polipeptideo na area da substituigdo, por exemplo, como uma conformagdo de
folha ou hélice, (b} da carga ou hidrofobicidade da molécula no sitio alvo, ou ()
a carga da cadeia lateral. Os residuos de ocorréncia natural sdo divididos em gru-
pos com base em propriedades de cadeia lateral comuns.

(1) hidrofobica: norleucina, met, ala, val, leu, ile;

(2

(3

) hidrofilica neutra: cys, ser, thr;
) acidica: asp, gly;
(4) basica: asn, gln, his, lys, arg;

)

(5 residuos que influenciam a orientacio de cadeia: gly, pro; e
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(6) aromatica: trp, tyr, phe.

[00106] As substituicdes nao-conservativas vinculardao de um membro de
uma destas classes para outra classe.

[00107] O residuo de cisteina nao-envolvido em manutencdo da conforma-
¢do propria do anticorpo anti-VEGF humanizado ou variante também pode ser
substituido, geralmente com serina, para melhorar a estabilidade oxidativa da
molécula e prevenir a reticulacdo aberrante. Contrariamente, a(s) ligacao(0es)
de cisteina pode(m) ser adicionadas ao anticorpo para melhorar sua estabilidade
(particularmente onde o anticorpo é um fragmento de anticorpo tal como um
fragmento Fv).

[00108] Um tipo particularmente preferido de variante substitucional en-
volve substituir um ou mais residuos de regido hipervariavel de um anticorpo
parental (por exemplo, um anticorpo humanizado ou humano). Geralmente, a(s)
variante(s) resultantes selecionadas para outro desenvolvimento tera(ao) pro-
priedades biolégicas melhoradas relativas ao anticorpo parental do qual elas sdo
geradas. Um conveniente meio de geracao tal como variantes substitucionais é
o amadurecimento de afinidade empregando-se a exposicao de fago (veja o
Exemplo 3 aqui). Resumidamente, diversos sitios de regido hipervaridvel (por
exemplo os sitios 6 - 7) sdo mutados para gerar todas as substituicdes de amino
possiveis. As variantes de anticorpo dessa maneira geradas sdao expostas em um
estilo monovalente de particulas de fago filamentoso como fusdes ao produto
de gene Il de M13 embalado dentro de cada particula. As variantes exibidas de
fato sdo entdo analisadas quanto a suas atividades bioldgicas (por exemplo, afi-
nidade de ligacdo) como aqui descrito. A fim de identificar os sitios de regido
hipervaridvel de candidato para modificacdo, a mutagénese de varredura de ala-

nina (veja o Exemplo 3) pode ser realizada para identificar os residuos de regido
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hipervaridvel contribuindo significantemente para ligacdo de antigeno. Alterna-
tivamente, ou em adic¢ao, ela pode ser benéfica para analisar uma estrutura de
cristal do complexo de antigeno-anticorpo para identificar os pontos de contato
entre o anticorpo e VEGF humano. Tais residuos de contato e residuos vizinhos
sdo candidatos para substituicio de acordo com as técnicas aqui elaboradas.
Uma vez que tais variantes sdo geradas, o painel de variantes é submetido a ana-
lise conforme aqui descrito e os anticorpos com propriedads superiores em um
ou mais testes relevantes podem ser selecionados para outro desenvolvimento.

[00109] Outro tipo de variante de amino do anticorpo altera o padrao de
glicosilagao original do anticorpo. Por alteragdao entende-se deletar uma ou mais
porcGes de carboidrato encontradas no anticorpo, e/ou adicionar um ou mais
sitios de glicosilacao que nao estdo presentes no anticorpo.

[00110] A glicosilagdo de anticorpos é tipicamente ou ligada por N ou ligada
por O. Ligada por N refere-se a ligacao da porcao de carboidrato a cadeia lateral
de um residuo de asparagina. As Sequéncias de tripeptideo asparagina-X-serina
e asparagina-X-treonina, onde X é qualquer aminodacido exceto prolina, sdo as
Sequéncias de reconhecimento para ligacao enzimatica da por¢dao de carboi-
drato a cadeia lateral de asparagina. Dessa maneira, a presenca de qualquer des-
tas Sequéncias de tripeptideo em um polipeptideo cria um sitio de glicosilagao
potencial. A glicosilacao ligada por O refere-se a ligacdo de um dos agucares de
N-aceilgalactosamina, galactose ou xilose a um acido de hidroxiamino, mais co-
mumente serina ou treonina, embora 5-hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina possam
ser também empregadas.

[00111] A adicao de sitios de glicosilagao ao anticorpo é convenientemente
realizada alterando-se a Sequéncia de aminoacido tal que ela contenha uma ou
mais das Sequéncias de tripeptideo acima descritas (para sitios de glicosilagdo

ligados por N). A alteragdo pode também ser feita pela adicdo de, ou substituicdo
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por, um ou mais residuos de serina ou treonina a Sequéncia do anticorpo original
(para sitios de glicosilagcdo ligados por O).

[00112] As moléculas de acido nucléico codificando variantes de Sequéncia
de aminoacido do anticorpo anti-VEGF s3o preparadas por diversos métodos co-
nhecidos na técnica. Estes métodos incluem, porém n3o sao limitados a, isola-
mento de uma fonte natural (no caso de variantes de Sequéncia de aminoacido
de ocorréncia natural) ou preparagdo por mutagénese mediada por oligonucle-
otideo (ou direcionada ao sitio), mutagénese de PCR, e mutagénese de cassete
de uma variante anteriormente preparada ou uma versao n3o-variante do anti-
corpo anti-VEGF.

(v)  Anticorpos Humanos

[00113] Como uma alternativa para humanizagdo, os anticorpos hu-
manos podem ser gerados. Por exemplo, é agora possivel produzir animais trans-
génicos (por exemplo, camundongo) que s3o capazes, na imuniza¢do, de produ-
zir um repertorio completo de anticorpos humanos na auséncia de producgdo de
imunoglobulina enddgena. Por exemplo, foi descrito que a dele¢do de homozi-
goto do gene de regido de unido de cadeia pesada de anticorpo (Ju) em camun-
dongo mutante quimérico e linhagem de germe resulta em completa inibicao de
producgdo de anticorpo enddgeno. A transferéncia da disposi¢cdo do gene de imu-
noglobulina de linhagem de germe humano em tal camundongo mutante de li-
nhagem de germe resultara na produgdo de anticorpos humanos em desafio de
antigeno. Veja, por exemplo, Jakobovits e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:
2551 (1993); Jakobovits e outros, Nature, 362: 255 - 258 (1993); Bruggermannn
e outros, Year in Immino., 7: 33 (1993); e as Patentes U. S. n?® 5.591.669,
5.589.369 e 5.545.807. Os anticorpos humanos podem também ser derivados de
bibliotecas de exibicio de fago (Hoogenboom e outros, J. Mol. Biol., 227: 381
(1991); Marks e outros, J. Mol. Biol., 222: 581 - 597 (1991); e as Patentes U. S.
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n2*5.565.332 e 5.573.905). Como acima descrito, os anticorpos humanos podem
também ser gerados por células B ativadas in vitro (veja as Patentes U. S. n¢*
5.567.610 e 5.229.275).
(vi) Fragmentos de Anticorpos
[00114] Em certas modalidades, o anticorpo anti-VEGF humanizado ou

variante € um fragmento de anticorpo. Vdrias técnicas foram desenvolvidas para
a producao de fragmentos de anticorpo. Tradicionalmente, estes fragmentos fo-
ram derivados via digestdo proteolitica de anticorpos intactos (veja, por exem-
plo, Morimoto e outros, Journal of Biochemical and Biophysical Methods 24: 107
- 117 (1992) e Brennan e outros, Science 229: 81 (1985)). Entretanto, estes frag-
mentos podem agora ser diretamente produzidos por células hospedeiras re-
combinantes. Por exemplo, os fragmentos Fab’-SH podem ser diretamente recu-
perados de E. coli e quimicamente unidos para formar fragmentos F(ab’). (Carter
e outros, Bio/Technology 10: 163 - 167 (1992)). Em outra modalidade, o F(ab’);
é formado empregando-se o ziper de leucina GCN4 para promover reunido da
molécula F(ab’);. De acordo com outra aproximacao, os fragmentos de Fv, Fab
ou F(ab’), podem ser isolados diretamente da cultura de célula hospedeira re-
combinante. Outras técnicas para a producao de fragmentos de anticorpo serao
evidentes para o versado na técnica.
(vii) Anticorpos Multiespecificos

[00115] Em algumas modalidades, pode ser desejdvel gerar anticorpos anti-
VEGF humanizados ou variantes multiespecificos (por exemplo, bi-especifico),
tendo especificidades de ligacao para pelo menos dois diferentes epitopos. Os
anticorpos bi-especificos exemplares podem ligar-se a dois diferentes epitopos
da proteina VEGF. Alternativamente, uma ramificacao de anti-VEGF pode ser
combinada com uma ramificacdo que liga-se a uma molécula de partida em um

leucdcito tal como um molécula receptora de célula T (por exemplo, CD2 ou
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CD3), ou receptores Fc para IgG (FcyR), tal como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e Fc
YRIII (CD16) a fim de focalizar os mecanismos de defesa celular para a célula de
expressdo VEGF. Os anticorpos bi-especificos podem também ser empregados
para localizar os agentes citotoxicos para as células que expressam VEGF. Estes
anticorpos possuem uma ramificacao de ligacao de VEGF e uma ramificacao que
liga-se ao agente citotoxico (por exemplo, saporina, anti-interferon-o, alcaldide
vinca, cadeia A de ricina, metotrexato ou hapteno de isétopo radioativo). Os an-
ticopos bi-especificos podem ser preparados como anticorpos completos total
ou fragmentos de anticorpo (por exemplo, anticorpos bi-especificos F(ab’)).

[00116] De acordo com outra aproximagdo para preparac¢ao de anticorpos bi-
especificos, a interface entre um par de moléculas de anticorpo pode ser cons-
truida para maximizar a percentagem de heterodimeros que s3o recuperados de
cultura de célula recombinante. A interface preferida compreende pelo menos
uma parte do dominio Cu3 de um dominio constante de anticorpo. Neste mé-
todo, uma ou mais cadeias laterais aminodcidas pequenas da interface da pri-
meira molécula de anticorpo s3do substituidas com cadeias laterais maiores (por
exemplo, tirosina ou triptofano). Compensatoriamente "cavidades” de tamanho
idéntico ou similar a(s) cadeia(s) latera(is) grandes sdo criadas na interface da
segunda molécula de anticorpo substituindo-se as cadeias laterais grandes com
outras menores (por exemplo, alanina ou treonina). Isto fornece um mecanismo
para aumentar a producdo do heterodimero em outros produtos finais nao re-
queridos tais como homodimeros. Veja W096/27011 publicada em 6 de setem-
bro de 1996.

[00117] Os anticorpos bi-especificos incluem anticorpos reticulados ou "hete-
roconjugado”. Por exemplo, um dos anticorpos no heteroconjugado pode ser
unido a avidina, o outro a biotina. Os anticorpos heteroconjugados podem ser

preparados empregando-se quaisquer métodos de reticulagao conveniente. Os
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agentes de reticulagao adequados sdo bem conhecidos na técnica, e sdo descri-
tos na Patente U. S. n24.676.980, junto com diversas técnicas de reticulacao.

[00118] As técnicas para gera¢ao de anticorpos bi-especificos de fragmentos
de anticorpo foram também descritas na literatura. Por exemplo, os anticorpos
bi-especificos podem ser preparados empregando-se ligagdes quimicas. Brennan
e outros, Science 229: 81 (1985) descrevem um procedimento onde os anticor-
pos intactos sdo proteoliticamente divididos para gerar fragmentos F(ab’),. Estes
fragmentos sao reduzidos na presenga do agente de complexao de ditiol de ar-
senita de sddio para estabilizar os ditidis vicinais e prevenir formagao de dissul-
feto intermolecular. Os fragmentos Fab’ gerados sdao entdo convertidos em de-
rivados de tionitrobenzoato (TNB). Um dos derivados de Fab’-TNB é entao re-
convertido no Fab’-tiol por reducdao com mercaptoetilamina e é misturado com
uma quantidade equimolar do outro derivado de Fab’-TNB para formar o anti-
corpo bi-especifico. Os anticorpos bi-especificos produzidos podem ser empre-
gados como agentes para a imobilizagdo seletiva de enzimas. Em ainda uma ou-
tra modalidade, os fragmentos de Fab’-SH diretamente recuperados de E. coli
podem ser quimicamente unidos in vitro para formar anticorpos bi-especificos.
Shalaby e outros, J. Exp. Med. 175: 217 - 225 (1992).

[00119] Varias técnicas para preparar e isolar os fragmentos de anticorpo bi-
especifico diretamente de cultura de célula recombinante foram também des-
critas. Por exemplo, os anticorpos bi-especificos foram produzidos empregando-
se ziperes de leucina. Kostelny e outros, J. Immunol. 148 (5): 1547 - 1553 (1992).
Os peptideos de ziper de leucina das proteinas Fos e Jun foram ligados as porg¢des
de Fab’ de dois diferentes anticorpos pela fusao de gene. Os homodimeros de
anticorpo foram reduzidos na regido principal para formar mondémeros e entao

re-oxidados para formar os heterodimeros de anticorpos. Este método pode
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também ser utilizado para a produ¢ao de homodimeros de anticorpo. A tecno-
logia de “diabody” descrita por Hollinger e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444 - 6448 (1993) forneceu um mecanismo alternativo para preparac¢ao de fra-
gmentos de anticorpo bi-especifico. Os fragmentos compreendem um dominio
variavel de cadeia pesada (Vu) conectado a um dominio varidvel de cadeia leve
(VL) por um ligador que é muito curto para permitir o emparelhamento entre os
dois dominios na mesma cadeia. Portanto, os dominios Vu e VL de um fragmento
sdo forgados a unir-se com os dominios complementares V. e Vu de outro frag-
mento, desse modo formando dois sitios de ligacdo de antigeno. Outra estraté-
gia para preparac¢ao de fragmentos de anticorpo bi-especifico pelo uso de dime-
ros de cadeia Unica Fv (sFv) também foi reportada. Veja Gruber e outros, J.
Immunol. 152: 5368 (1994). Alternativamente, o anticorpo bi-especifico pode ser
um “anticorpo linear” produzido conforme descrito em Zapata e outros, Protein
Eng. 8(10): 1057 - 1062 (1995).

[00120] Os anticorpos com mais do que duas valéncias sdao contempladas. Por
exemplo, os anticorpos tri-especificos podem ser preparados. Tutt e outros, J.
Immunol. 147: 60 (1991).

(viii) Outras modificacbes

[00121] Outras modificagdes do anticorpo anti-VEGF humanizado ou variante
sdao contemplados. Por exemplo, pode ser desejavel modificar o anticorpo da in-
vengdao com respeito a fungao efetora, a fim de realgar a eficacia do anticorpo
em tratamento de cancer, por exemplo. Por exemplo, o(s) residuo(s) de cisteina
pode(m) ser introduzido(s) na regido Fc, desse modo permitindo a formacgdo de
ligacao de dissulfeto de inter-cadeia nesta regido. O anticorpo homodimérico
dessa maneira gerado pode ter capacidade de internalizacdo melhorada e/ou
morte celular mediada por complemento aumentada e citotoxidade celular de-

pendente de anticorpo (ADCC). Veja Caron e outros, J. Exp. Med. 176: 1191 -
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1195 (1992) e Shopes, B. J. Immunol. 148: 2918 - 2922 (1992). Os anticorpos ho-
modiméricos com atividade de antitumor realgada podem também ser prepara-
dos empregando-se reticuladores heterobifuncionais conforme descrito em
Wolff e outros, Cancer Research 53: 2560 - 2565 (1993). Alternativamente, um
anticorpo pode ser engenheirado que tem regides Fc duais e pode desse modo
ter lise de complemento e capacidades ADCC realgadas. Veja Stevenson e outros,
Anti-Cancer Drug Design 3; 219 - 230 (1989).

[00122] A inveng¢dao também pertence a imunoconjugados compreendendo o
anticorpo descrito, aqui conjugado a um agente citotdxico tal como um agente
quimioterapéutico, toxina (por exemplo, uma toxina enzimaticamente ativa, pa-
rental bacteriana, fungica, vegetal ou animal, ou os seus fragmentos), ou um isé-
topo radioativo (isto é, um radioconjugado).

[00123] Os agentes quimioterapéuticos Uteis na geracao de tais imunoconju-
gados foram acima descritos. As toxinas enzimaticamente ativas e os seus frag-
mentos que podem ser empregados incluem cadeia A de difteria, fragmentos
ativos de ndo ligacdo de toxina de difteria, cadeia de exotoxina A (de Pseudomo-
nas aeruginosa), cadeia de ricina A, cadeia de abrina A, cadeia de modecina A,
alfa-sarcina, proteinas Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas Phytolaca
americana (PAPI, PAPII, e PAP-S), inibidor de momordica charantia, curcina, cro-
tina, inibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, feno-
micina, enomicina e os tricotecenos. Diversos radionuclideos sdo disponiveis
para a produc¢do de anticorpos anti-VEGF radioconjugados. Os exemplos incluem
212pj 131] 131| 90y g 186Rq,

[00124] Os conjugados do anticorpo e agente citotéxico sao preparados em-
pregando-se diversos agentes de unido de proteina bifuncional tal como N-suci-
nimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), derivados bifunci-

onais de imidoésteres (tais como HCL de adipimidato de dimetila), ésteres ativos
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(tais como suberato de dissucinimidila), aldeidos (tal como glutaraldeido), com-
postos bis-azidos bis (p-azidobenzoila) (tal como hexanodiamina), derivados de
diazonio (tal como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilenodimina), diisocianatos (tal
como tolieno 2,6-diisocianato), e compostos de flior bis-ativo (tal como 1,5-di-
fldor-2,4-dinitrobenzeno). Por exemplo, uma imunotoxina de ricina pode ser
preparada conforme descrito em Vitetta e outros, Science 238: 1098 (1987). O
acido triaminapentaacético de 1l-isotiocianatobenzil-3-metildietileno rotulado
por Carbono 14 (MX-DTPA) é um agente de quelacdo exemplar para conjugacao
de radionucleétido ao anticorpo. Veja W094/11026.

[00125] Em outra modalidade, o anticorpo pode ser conjugado a um “recep-
tor” (tal como streptavidina) para utilizacdo em pré-rotulamento de tumor onde
o conjugado de receptor de anticorpo é administrado ao pacien-te, seguido pela
remoc¢ao de conjugado nao-ligado da circulagdo empregando um agente de lim-
peza e entdo administracdo de um “ligante” (por exemplo, avidina) que é conju-
gada a um agente citotdxico (por exemplo, um radionuclideo).

[00126] Os anticorpos anti-VEGF aqui descritos podem também ser formula-
dos como imunolipossomas. Os lipossomas contendo o anticorpo sao prepara-
dos pelos métodos conhecidos na técnica, tal como descrito em Epstein e outros.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3688 (1985); Hwang e outros, Proc. Natl. Acad. Sci
USA 77: 4030 (1980); e Patentes U. S. n2° 4.485.045 e 4.544.545. Os lipossomas
com tempo de circulagdo real¢ado sdo descritos na Patente U. S. n2 5.013.556.

[00127] Os lipossomas particularmente Uteis podem ser gerados pelo método
de evaporagao de fase reversa com uma composicao de lipideo compreendendo
fosfatidilcolina, colesterol e fosfatidiletanolamina derivatizada de PEG (PEG-PE).
Os lipossomas sao extrudados por meio de filtros de tamanho de poro definido
para produzir lipossomas com o diametro desejado. Os fragmentos Fab’ do anti-

corpo da presente invengdo podem ser conjugados aos lipossomas conforme
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descrito em Martin e outros, J. Biol. Chem. 257: 286 - 288 (1982) via uma reacao
de intercdmbio de dissulfeto. Um agente quimioterapéutico (tal como Doxoru-
bicina) é opcionalmente contido dentro do lipossoma. Veja Gabizon e outros, J.
National Cancer Inst. 81 (19): 1484 (1989).

[00128] O anticorpo da presente inven¢dao pode também ser empregado em
ADEPT conjugando-se o anticorpo a uma enzima de ativacdo de pro-droga que
converte uma pré-droga (por exemplo, um agente quimioterapéutico de pepti-
dila, veja W0O81/01145) a uma droga anticancer ativa. Veja, por exemplo, WO
88/07378 e Patente U. S. n2 4.975.278.

[00129] O componente de enzima do imunoconjugado Gtil para ADEPT inclui
gualquer enzima capaz de atuar em uma pré-droga em um tal modo a fim de
converté-la em sua forma citotdxica mais ativa.

[00130] As enzimas que sdo Uteis no método desta invenc¢ao incluem, porém
nao sado limitadas a, fosfatase alcalina util para converter pré-drogas contendo
fosfato em drogas livres; arilsulfatase util para converter pré-drogas contendo
sulfato em drogas livres; deaminase de citosina util para converter 5-fluorocito-
sina ndo-tdxica na droga anticancer, 5-fluorouracila; proteases, tais como pro-
tease de serratia, termolisina, subtilisina, carboxipeptidases e catepsinas (tais
como catepsinas B e L), que sdo Uteis para converter pré-drogas contendo pep-
tideo em drogas livres; D-alanilcarboxipeptidases, Uteis para converter pré-dro-
gas que contém substituentes de D-aminoacido; enzimas de separag¢do de car-
boidrato tais como B-galactosidase e neuraminidase Uteis para converter pré-
drogas glicosiladas em drogas livres; B-lactamase util para converter drogas de-
rivatizadas com B-lactamas em drogas livres; e amidases de penicilina, tal como
amidase de penicilina V ou amidase de penicilina G, uteis para converter drogas
derivatizadas em seus nitrogénios de amina com grupos fenoxiacetila ou fenila-

cetila, respectivamente, em drogas livres. Alternativamente, os anticorpos com
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atividade enzimatica, também conhecidos na técnica como “abzimas”, podem
ser empregados para converter as pré-drogas da invencao em drogas ativas li-
vres (veja, por exemplo, Massey, Nature 328: 457 - 458 (1987)). Os conjugados
de abzima de anticorpo podem ser preparados conforme aqui descrito para libe-
racao da abzima para uma populag¢do de célula tumoral.

[00131] As enzimas desta invengdao podem ser covalentemente ligadas aos
anticorpos anti-VEGF pelas técnicas bem conhecidas na area tal como o uso dos
reagentes de reticulacdo heterobifuncionais acima descritos. Alternativamente,
as proteinas de fusao compreendendo pelo menos a regido de ligacao de anti-
geno de um anticorpo da invencdo ligadas a pelo menos uma porg¢ado funcional-
mente ativa de uma enzima da inven¢do podem ser construidas empregando-se
as técnicas de DNA recombinante bem conhecidas na area (veja, por exemplo,
Neuberger e outros, Nature 312: 604 - 608 (1984)).

[00132] Em certas modalidades da inveng¢ao, pode ser desejavel para uso um
fragmento de anticorpo, em vez de um anticorpo intacto, para aumentar a pe-
netragdo de tumor, por exemplo. Neste caso, pode ser desejavel modificar o fra-
gmento de anticorpo a fim de aumentar sua meia vida de soro. Isto pode ser
conseguido, por exemplo, por incorpora¢do de um epitopo de ligagcao de recep-
tor de recuperacdo no fragmento de anticorpo (por exemplo, por mutag¢do da
regidao apropriada no fragmento de anticorpo ou por incorporagao do epitopo
em um rotulo de peptideo que é entdo fundido ao fragmento de anticorpo em
gualquer terminagdo ou no centro, por exemplo, por sintese de DNA ou pepti-
deo). Veja W096/32478 publicado em 17 de outubro de 1996.

[00133] O epitopo de ligacao de receptor de recuperagao geralmente consti-
tui uma regiao onde qualquer um ou mais residuos de aminoacido de um ou dois
loops de um dominio Fc sdo transferidos para uma posicdao analoga do frag-

mento de anticorpo. Mesmo mais preferivelmente, trés ou mais residuos de um
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ou dois loops do dominio Fc sdo transferidos. Ainda mais preferido, o epitopo é
tomado do dominio CH2 da regido Fc (por exemplo, de um IgG) e transferido
para a regidao CH1, CH3, ou Vu, ou mais do que uma tal regiao do anticorpo. Al-
ternativamente, o epitopo é tomado do dominio CH2 da regiao Fc e transferido
para a regido C. ou regido V|, ou ambas, do fragmento de anticorpo.

[00134] Em uma modalidade mais preferida, o epitopo de ligacdo de receptor
de recupera¢dao compreende a Sequéncia: PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 17), e op-
cionalmente ainda compreende uma Sequéncia selecionada do grupo consis-
tindo em HQSLGTQ (SEQ ID NO: 18), HONLSDGK (SEQ ID NO: 19), HONISDGK
(SEQ ID NO: 20), ou VISSHLGQ (SEQ ID NO: 21), particularmente onde o frag-
mento de anticorpo é um Fab ou F(ab’).. Em outra modalidade mais preferida, o
epitopo de ligacdo de receptor de recuperagao é um polipeptideo contendo as
Sequéncia(s): HQNLSDGK (SEQ, ID NO:19), HQNISDGK (SEQ ID NO: 20), ou VIS-
SHLGQ (SEQ. ID NO: 21) e a Sequéncia: PKNSSMISNTP (SEQ ID NO:17).

[00135] As modificagdes covalentes do anticorpo anti-VEGF humanizado ou
variante sdo também incluidas dentro do escopo desta invencao. Elas podem ser
feitas por sintese quimica ou por divisdo enzimatica ou quimica do anticorpo, se
aplicavel. Outros tipos de modificagdes covalentes do anticorpo sao introduzidos
na molécula reagindo-se os residuos de amino acido alvo do anticorpo com um
agente de derivatizacdo organica que é capaz de reagir com as cadeias laterais
selecionadas ou os residuos de extremidade N ou C. As modifica¢gOes covalentes
exemplares de polipeptideos sdo descritas na Patente U. S. n2 5.534.615, espe-
cificamente incorporadas aqui por referéncia. Um tipo preferido de modificagao
covalente do anticorpo compreende ligacao do anticorpo a um dos diversos po-
limeros n3ao-proteinaceos, por exemplo, polietileno glicol, polipropileno glicol,
ou polioxialquilenos, da maneira estabelecida nas Patentes U. S. n2° 4.640.835,

4.496.689, 4.301.144, 4.670.417, 4.791.192 ou 4.179.337.
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B. Vetores, Células Hospedeiras e Métodos Recombinantes

[00136] Ainvencdo também fornece acido nucléico isolado codificando 0 an-
ticorpo anti-VEGF humanizado ou variante, vetores e células hospedeiras com-
preendendo o acido nucléico, e tecnicas recombinantes para a producdo do an-
ticorpo.

[00137] Para a produgdo recombinante do anticorpo, a codificacdo de acido
nucléico pode ser isolada e inserida em um vetor replicavel para outro clonea-
mento (amplificacdo do DNA) ou para expressdo. Em outra modalidade, o anti-
corpo pode ser produzido por recombinacdo homéloga, por exemplo, conforme
descrito na Patente U. 5. n? 5.204.244, especificamente incorporada aqui por
referéncia. O DNA codificando o anticorpo monoclonal é facilmente isolado e
seqlenciado empregando-se os procedimentos convencionais {por exemplo,
empregando-se sondas de oligonucleotideo que sdo capazes de ligar especifica-
mente 0s genes codificando as cadeias pesadas e leves do anticorpo). Muitos
vetores s3o disponiveis. Os componentes vetores geralmente incluem, porém
nado sdo limitados a, uma ou mais das seguintes: uma Sequéncia sinal, uma ori-
gem de replicacdo, um ou mais genes marcadores, um elemento realgador, um
promotor, e uma Sequéncia de terminacdo de transcricdo, por exemplo, con-
forme descrito na Patente U. 5. n? 5.534.615 emitida em 9 de julho de 1996 e
especificamente incorporada aqui por referéncia.

[00138] As células hospedeiras adequadas para cloneamento ou expressao
do DNA nos vetores agui s3o as células procariote, levedura, ou eucariote supe-
rior descritas acima. As procariotes adequadas para este propodsito incluem
eubactéria, tal como organismos Gram-negativos cu Gram-positivos, por exem-
plo, Enterobacteriaceas tais como Escherichia, por exemplo, E. coli, Enterobac-
ter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por exemplo, Salmonela typhinnu-

rium, Serratia, por exemplo, Serratia marcescans, e Shigella, bem como Bacilos
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tal como B. subtilis e B. licheniformis (por exemplo, B. licheniformis 41P descrito
em DD 266.710 publicada em 12 de abril de 1989), Pseudomonas tal como P.
aeruginosa, e Streptomyces. Um hospedeiro de cloneamento preferido E. coli é
o E. coli 294 (ATCC 31.446), embora outras cepas tais como E. coli B, E. coli X1776
(ATCC 31.537), e E. coli W3110 (ATCC 27.325) sejam adequadas. Estes exemplos
sao ilustrativos em vez de limitantes.

[00139] Em adi¢do aos procariotes, os micrébios eucaridticos tais como fun-
gos filamentosos ou levedura sao hospedeiros de cloneamento ou expressao
adequados para vetores de codificacao de anticorpo anti-VEGF. Saccharomyces
cerevisiae, ou levedura de baker comum, é o mais comumente empregado entre
os microorganismos hospedeiros eucarioticos inferiores. Entretanto, diversos
géneros, espécies e cepas sdo comumente disponiveis e Uteis aqui, tais como os
hospedeiros Schizosaccharomyces pombe; Kluyveromyces, tais como por exem-
plo, K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. burgarious (ATCC 16.045), K. wickeramii
(ATCC 24.178), K. waliii (ATCC 56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.906), K. ther-
motolerans, e K. marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoris (EP 183.070);
Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces
tais como Schwanniomyces occidentallis; e fungo filamentoso tal como, por
exemplo, hospedeiros Neurospora, Penicillium, Tolipocladium e Aspergillus tais
como A. nidulans e A. niger.

[00140] As células hospedeiras adequadas para a expressao de anticorpo
anti-VEGF glicosilado sao derivadas de organismos multicelulares. Os exemplos
de células invertebradas incluem células de planta e insetos. Diversas cepas e
variantes baculovirais e células hospedeiras de inseto permissiveis correspon-
dentes de hospedeiros tais como Spodoptera frugiperda (lagarta), Aedes ae-

gyptii (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila melanogaster (fruit-
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fly), e Bombyx mori foram identificados. Diversas das cepas virais para transfec-
¢do sao publicamente disponiveis, por exemplo, a variante L-1 de Autographa
californica NPV e a cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV, e tais viroses podem ser
empregadas como o virus presente de acordo com a presente inven¢ao, particu-
larmente para transfeccao de células de Spodoptera frugiperda. As culturas de
células de planta de algoddo, milho, batata, soja, petunia, tomate, e tabaco po-
dem também ser utilizadas como hospedeiras.

[00141] Entretanto, o interesse foi maior nas células de vertebrados, e propa-
gacdo de células de vertebrados em cultura (cultura de tecido) tornou-se um
procedimento de rotina. Os exemplos de linhagens de célula hospedeira de ma-
mifero sao linhagem CV1 de rim de macaco transformada por SV40 (COS-7, ATCC
CRL 1651); linhagem de rim embriénico humano (células 293 ou 293 subclonadas
para desenvolvimento em cultura de suspensdo, Graham e outros, J. Gen Virol.
36: 59 (1977)); células de rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células de
ovario de hamster chinés/-DHFR (CHO, Urlaub e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77:4216 (1980)); células Sertoli de camundongo (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:
243 - 251 (1980)); células de rim de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células de rim de
macaco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical
humano (HELA, ATCC CCL 2); células de rim canino (MDCK, ATCC CCL 34); células
de figado de rato bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmdo humano
(W138, ATCC CCL 75); células de figado humano (Hep G2, HB 8065); tumor ma-
mifero de camundongo (MMT 060562, ATCC CCL51); células TR1 (Mather e ou-
tros, Annals N. Y. Acad. Sci. 383: 44 - 68 (1982)); células MRC 5; células FS4; e
uma linhagem de hepatoma humano (Hep G2).

[00142] As células hospedeiras sdao transformadas com os vetores de expres-
sao ou cloneamento acima descritos para produ¢ao de anticorpo anti-VEGF e

cultivadas em meio nutriente convencional modificado quando apropriado para
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inducdo de promotores, selecionando transformantes, ou amplificando os genes
codificando as Sequéncias desejadas.

[00143] As células hospedeiras empregadas para produzir o anticorpo anti-
VEGF desta invencdo podem ser cultivadas em diversos meios. Os meios comer-
cialmente disponiveis tais como Ham’s F10 (Sigma), Minimal Essential Medium
((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
((DMEM), Sigma) sdo adequados para cultura das células hospedeiras. Além
disso, qualquer dos meios descritos em Ham e outros, Meth. Enz. 58: 44 (1979),
Barnes e outros, Anal. Biochem. 102: 255 (1980), Patentes U. S. n%s 4.767.704,
4.657.866,4.927.762, 4.560.655, ou 5.122.469; WO 90/03430, WO 87/00195, ou
Patente U. S. n2 Re. 30.985 pode ser empregado como meio de cultura para as
células hospedeiras. Qualquer destes meios pode ser suplementado quando ne-
cessario com hormonios e/ou outros fatores de desenvolvimento (tal como in-
sulina, transferrina, ou fator de desenvolvimento epidérmico), sais (tal como clo-
reto de sédio, cdlcio, magnésio e fosfato), tampdes (tal como HEPES), nucleéti-
dos (tal como adenosina e timidina), antibidticos (tal como a droga GEN-
TAMYCINTM), elementos de traco (definidos como compostos inorganicos usu-
almente presentes em concentracdes finais na faixa micromolar), e glicose ou
uma fonte de energia equivalente. Quaisquer outros suplementos necessarios
podem também ser incluidos em concentra¢des apropriadas que seriam conhe-
cidas por aqueles versados na técnica. As condi¢Oes de cultura, tais como tem-
peratura, pH, e outros, sdo aquelas previamente empregadas com a célula hos-
pedeira selecionada para expressao, e sera evidente para o versado na técnica.

[00144] Quando empregando as técnicas recombinantes, o anticorpo pode
ser produzido intracelularmente, no espaco periplasmico, ou diretamente segre-
gado no meio. Se o anticorpo é produzido intracelularmente, como uma primeira

etapa, os detritos particulados, qualquer das células hospedeiras ou fragmentos
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lisados, sdo removidos, por exemplo, por centrifugacdo ou ultrafiltragem. Carter
e outros, Bio/ Technology 10: 163 - 167 (1992) descrevem um procedimento
para isolamento de anticorpos que sao segregados ao espaco periplasmico de E.
coli. Resumidamente, a pasta celular é derretida na presenca de acetato de sédio
(pH 3,5), EDTA, e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) durante cerca de 30 min. Os
detritos celulares podem ser removidos por centrifugacdo. Onde o anticorpo é
segregado no meio, os sobrenadantes de tais sistemas de expressdo sao geral-
mente primeiro concentrados empregando-se um filtro de concentra¢ao de pro-
teina comercialmente disponivel, por exemplo, uma unidade de ultrafiltragem
Amicon ou Millipore Pellicon. Um inibidor de protease tal como PMSF pode ser
incluido em qualquer das etapas anteriores para inibir protedlise e os antibioti-
cos podem ser incluidos para prevenir o desenvolvimento de contaminantes ad-
venticios.

[00145] A composicao de anticorpo preparada das células pode ser purificada
empregando-se, por exemplo, cromatografia de hidroxilapatita, eletroforese de
gel, didlise, e cromatografia de afinidade, com cromatografia de afinidade sendo
a técnica de purificacdo preferida. A adequabilidade de proteina A como um li-
gante de afinidade depende das espécies e isétipo de qualquer dominio de imu-
noglobulina Fc que esta presente no anticorpo. A proteina A pode ser empregada
para purificar anticorpos que sao baseados em cadeias pesadas humanas y1, y2
ou Y4 (Lindmark e outros, J. Immunol. Meth. 62: 1 - 13 (1983)). A proteina G é
recomendada para todos os isétipos de camundongo e para humano y3 (Guss e
outros, EMBO J. 5: 1567 - 1575 (1986)). A matriz a qual o ligante de afinidade é
ligado é mais freqilientemente agarose, porém outras matrizes sdo disponiveis.
As matrizes mecanicamente estaveis tais como vidro de poro controlado ou ben-

zeno poli{estirenodivinil) permitem taxas de fluxo mais rapidas e tempos de pro-
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cessamento menores do que podem ser obtidos com a agarose. Onde o anti-
corpo compreende um dominio CH3, a resina Bakerbond ABX™ (J. t. Baker, Phil-
lipsburg, NJ) é util para purificagdo. Outras técnicas para purifica-¢3o de proteina
tal como fracionamento em uma coluna de permuta de ion, precipitacdo de eta-
nol, HPLC de Fase Reversa, cromatografia em silica, cromatografia em heparina
SEPHARQSE™, cromatografia em uma resina de permuta de anion ou cation (tal
como uma coluna de acido poliaspéartico), cromatofocagem, SDS-PAGE, e preci-
pitagdo de sulfato de aménio sdo também disponiveis dependendo do anticorpo
a ser recuperado.

[00146] Seguindo qualguer etapa(s) de purificacdo preliminar(es), a mistura
compreendendo o anticorpo de interesse e 0s contaminantes pode ser subme-
tida a cromatografia de interacdo hidrofébica de pH baixo empre-
gando um tampao de eluigdo em um pH entre cerca de 2,5 a 4,5, preferivelmente
executado em baixas concentracoes de sal {por exemplo de cercade 030,25 M
de sal).

C. Formulacdes Farmaceéuticas

[00147] As formulagdes terapéuticas do anticorpo sdo preparadas por esto-
cagem misturando-se o anticorpo tendo o grau desejado de pureza com veiculos,
excipientes ou estabilizadores fisiologicamente aceitaveis opcionais {Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences 162 Edi¢do, Osol, A. Ed. (1980)), na forma de for-
mulacdes liofilizadas ou solu¢des aguosas. Os veiculos, excipientes ou estabiliza-
dores aceitaveis sao ndo-toxicos para recipientes nas dosagens e concentragdes
empregadas, e incluem tampdes tais como fosfato, citrato, e outros acidos orgé-
nicos; antioxidantes incluindo acido ascérbico e metionina; conservantes (tais
como cloreto de amonio de octadecildimetilbenzila; cloreto de hexameténio;

cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio; alcool de fenol, butila ou benzila;
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alquil parabenos tal como de metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclo-
hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipeptideos de peso molecular baixo (menos
do que cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina de soro, gelatina,
ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona, amino-
acidos tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina; mo-
nossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos incluindo glicose, manose,
ou dextrinas; agentes de quelagao tais como EDTA; aclcares tais como sacarose,
manitol, trehalose ou sorbitol; contra-ions de formacao de sal tais como sddio;
complexos de metal (por exemplo, complexos de proteina Zn); e/ou tensoativos
nao-idnicos tais como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG).

[00148] A formulacdo aqui pode também conter mais do que um composto
ativo quando necessario para a indicagcdo particular sendo tratada, preferivel-
mente aquelas com atividades complementares que ndo afetam de modo ad-
verso mutuamente (veja a Sec¢do F abaixo). Tais moléculas sdo adequadamente
presentes em combina¢ao em quantidades que sao eficazes para o propédsito
pretendido

[00149] Os ingredientes ativos podem também ser apanhados em microcdp-
sulas preparadas, por exemplo, por técnicas de coacervag¢ao ou por polimeriza-
¢ao interfacial, por exemplo, microcapsula de hidroximetilcelulose ou gelatina e
microcapsula de poli-(metilmetacilato), respectivamente, em sistemas de libera-
¢do de droga coloidal (por exemplo, lipossomas, microesferas de albumina, mi-
croemulsdes, nano-particulas e nano-capsulas) ou em macroemulsdes. Tais téc-
nicas sao descritas em Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 Edi¢ao, Osol, A.
Ed. (1980).

[00150] As formulagdes a serem empregadas para administragdo in vivo de-
vem ser estéreis. Isto é facilmente realizado por filtragem através de membranas

de filtragem estéreis.
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[00151] As preparagdes de liberagdo prolongada podem ser preparadas.
Exemplos de preparagdes de liberagdo prolongada adequadas incluem matrizes
semipermeaveis de polimeros hidrofébicos sélidos contendo o anticorpo, cujas
matrizes sao na forma de artigos moldados, por exemplo, peliculas, ou micro-
capsula. Os exemplos de matrizes de liberacdo prolongada incluem poliésteres,
hidrogeéis {(por exemplo, poli{2-hidroxietil-metacrilato), ou poli{vinilalcool)), poli-
lactideos (Patente U. S, n? 3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico e v etil-
L-glutamato, acetato de vinila de etileno nao degradavel, copolimeros de acido
glicolico de acido latico degradaveis, tais como o Lupron Depot™ (microesferas
injetdveis compostas de copolimero de acido latico-acido glicélico e acetato de
leuprolido), e poli-D-{-)-3-acido hidroxibutirico. Enquanto polimeros tais como
acetato de vinila de etileno e acido glicdlico de acido latico possibilitam a libera-
cao de moleculas durante mais de 100 dias, certos hidrogeis liberam proteins
durante periodos de tempo menores. Quando anticorpos encapsulados perma-
necem no corpo durante um longo tempo, eles podem desnaturar ou agregar
como um resultado da exposicao a umidade a 37°C, resultando em uma perda
de atividade biologica e possiveis alteragdes em imunogenicidade. Estratégias
racionais podem ser planejadas para estabilizacdo dependendo do mecanismo
envolvido. Por exemplo, se © mecanismo de agregacao é revelado para ser for-
magao de ligagao 5-5 intermolecular por meio de intercambio de tio-dissulfeto,
a estabilizacdo pode ser obtida por modificacdo de residuos de sulfidrila, liofili-
zagao de solugdes acidicas, controlando o conteddo de umidade, empregando
aditivos apropriados, e desenvolvendo composicdes de matriz de polimero es-
pecifico.

0. Empregos ndo-terapéuticos para o Anticorpo

[00152] Os anticorpos da invengdo podem ser empregados como agentes de

purificagdo de afinidade. Neste processo, os anticorpos sdo imobilizados em uma
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fase sdlida tal como resina de Sephadex ou papel filtro, empregando métodos
bem conhecidos na técnica. O anticorpo imobilizado é contactado com uma
amostra contendo a proteina VEGF (ou seu fragmento) a ser purificado, e a se-
guir o suporte é lavado com um solvente adequado que removera substancial-
mente todo o material na amostra exceto a proteina VEGF, que é ligada ao anti-
corpo imobilizado. Finalmente, o suporte é lavado com outro solvente ade-
quado, tal como tampao de glicina, pH 5,0, que liberara a proteina VEGF do an-
ticorpo.

[00153] Os anticorpos anti-VEGF podem também ser Uteis em testes diagnds-
ticos para proteina VEGF, por exemplo, detectando sua expressdao em células,
tecidos ou soro especificos. Tais métodos diagndsticos podem ser Uteis em diag-
nose de cancer.

[00154] Para aplicagdes diagndsticas, o anticorpo tipicamente sera rotulado
com uma porg¢ao detectavel. Diversos rotulos sao disponiveis que podem ser ge-
ralmente agrupados nas seguintes categorias:

(a) Radioisotopos, tais como 35S, 14C, 1251, 3H e 131I. O anticorpo pode
ser rotulado com o radioisdtopo empregando-se as técnicas descritas em Cur-
rent Protocols in Immunology, Volumes 1 e 2, Coligen e outros, Ed. Wiley-Inters-
cience, New York, New York, Pubs. (1991) por exemplo, e a radioatividade pode
ser medida empregando-se contagem de cintilagao.

(b) Rotulos Fluorescentes tais como quelatos terrosos raros (quelatos
eurdpio) ou fluoresceina e seus derivados, rodamina e seus derivados, dansila,
Lissamina, ficoeritrina e Texas Red s3o disponiveis. Os rétulos fluorescentes po-
dem ser conjugados ao anticorpo empregando-se as técnicas descritas em Cur-
rent Protocols in Immunology, supra, por exemplo. A fluorescéncia pode ser
guantificada empregando-se um fluorimetro.

(c) Varios rétulos de substrato de enzima sao disponiveis e a Patente U.
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S. n24.275.149 fornece uma revisao de alguns destes. A enzima geralmente ca-
talisa uma altera¢ao quimica do substrato cromogénico que pode ser medido
empregando-se varias técnicas. Por exemplo, a enzima pode catalisar uma mu-
danca de cor em um substrato, que pode ser medida espectrofotometricamente.
Alternativamente, a enzima pode alterar a fluorescéncia ou quimiluminescéncia
do substrato. As técnicas para quantificacdo de uma mudanc¢a em fluorescéncia
estao acima descritas. O substrato quimiluminescente torna-se eletronicamente
excitado por uma reag¢ao quimica e pode entao emitir luz que pode ser medida
(empregando-se um quimiluminémetro, por exemplo) ou doar energia a um
aceitante fluorescente. Exemplos de rétulos enzimaticos incluem luciferases (por
exemplo, luciferase de vagalume e luciferase bacterial; A patente U. S. n2
4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinedionas, desidrogenase de malato,
urease, peroxidase tais como peroxidase de rabano-silvestre (HRPO), fosfatase
alcalina, (-galactosidase, glucoamilase, lisozima, oxidases de sacarideo (por
exemplo, oxidase de glicose, oxidase de galactose, e desidrogenase de glicose-6-
fosfato), oxidases heterociclicas (tais como oxidase de uricase e xantina), lacto-
peroxidase, microperoxidase, e outros. As técnicas para conjugar enzimas a an-
ticorpos sao descritas em O’Sullivan e outros. Métodos para a Preparacdo de
Conjugados de Anticorpos de Enzima para uso em Imunoteste de enzima, em
Methods in Enzym. (ed. J. Langone & H. Van Vunakis), Academic Press, New York,
73:147 - 166 (1981).

[00155] Exemplos de combinacdes de substrato de enzima incluem, por
exemplo:

(i) Peroxidase de rabano-silvestre (HRPO) com peroxidase de hidrogénio
como um substrato, onde a peroxidase de hidrogénio oxidiza um precursor de
tintura (por exemplo, diamina de ortofenileno (OPD) ou cloridrato de benzidina

de 3,3’,5,5'-tetrametila (TMB));
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(ii) Fosfatase alcalina (AP) com fosfato de para-Nitrofenila como substrato cromo-
génico; e
(iii) -D-galactosidase (B-D-Gal) com um substrato cromogénico (por
exemplo, p-nitrofenil-3-D-galactosidase) ou substrato fluorogénico de 4-meti-
lumbeliferil-3-D-galactosidase.

[00156] Diversas outras combinacdes de substrato de enzima s3o disponiveis
para aqueles versados na técnica. Para uma revisao geral destas, veja as Patentes
U.S. n24.275.149 e 4.318.980.

[00157] Algumas vezes, o rétulo é indiretamente conjugado com o anticorpo.
O técnico versado estara ciente de varias técnicas para obtengao disto. Por
exemplo, o anticorpo pode ser conjugado com biotina e qualquer das trés am-
plas categorias de rétulos mencionadas acima pode ser conjugada com avidina,
ou vice-versa. A biotina liga-se seletivamente a avidina e portanto, o rétulo pode
ser conjugado com o anticorpo nesta maneira indireta. Alternativamente, para
obter conjugacdo indireta do réotulo com o anticorpo, o anticorpo é conjugado
com um hapteno pequeno (por exemplo, digoxina) e um dos diferentes tipos de
réotulos acima mencionados é conjugado com um anticorpo anti-hapteno (por
exemplo, anticorpo de anti-digoxina). Portanto, a conjugac¢do indireta do rétulo
com o anticorpo pode ser obtida.

[00158] Em outra modalidade da invencdo, o anticorpo anti-VEGF necessita
ndo ser rotulado, e a sua presenga pode ser detectada empregando-se um anti-
corpo rotulado que liga-se ao anticorpo VEGF.

[00159] Os anticorpos da presente invengcao podem ser empregados em qual-
guer método de teste conhecido, tal como testes de ligacdo competitiva, testes
sanduiche diretos e indiretos, e testes de imunoprecipita¢do. Zola, Monoclonal

Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147 - 158 (CRC Press, Inc. 1987).
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[00160] Os testes de ligacdo competitiva confiam na capacidade de um pa-
drao rotulado para competir com o analisado de amostra de teste para ligacao
com uma quantidade limitada de anticorpo. A quantidade de proteina VEGF na
amostra de teste é inversamente proporcional a quantidade de padrao que
torna-se ligada aos anticorpos. Para facilitar a determinacao da quantidade de
padrdo que torna-se ligada, os anticorpos geralmente s3ao insolubilizados antes
ou ap6s a competicao, a fim de que o padrao e o analisado que s3o ligados aos
anticorpos possam convenientemente ser separados do padrao e analisado que
permanecem desligados.

[00161] Os testes sanduiche envolvem o emprego de dois anticorpos, cada
gual capaz de ligar-se a uma diferente por¢ao imunogénica, ou epitopo, ou da
proteina a ser detectada. Em um teste sanduiche, o analisado de amostra de
teste é ligado por um primeiro anticorpo que é imobilizado em um suporte s6-
lido, e a seguir um segundo anticorpo liga-se ao analisado, portanto formando
um complexo de trés partes insollivel. Veja, por exemplo, a Patente U. S. n2
4.376.110. O segundo anticorpo pode sozinho ser rotulado com uma porgao de-
tectavel (testes sanduiche diretos) ou pode ser medido empregando-se um an-
ticorpo antiimunoglobulina que é rotulado com uma parte detectavel (teste san-
duiche indireto). Por exemplo, um tipo de teste sanduiche é um teste ELISA, caso
em que a por¢ao detectavel é uma enzima.

[00162] Para imuno-histoquimica, a amostra de tumor pode ser fresca ou
congelada ou pode ser embutida em parafina e fixada com um conservante tal
como formalina, por exemplo.

[00163] Os anticorpos podem também ser empregados para testes diagnds-
ticos in vivo. Geralmente, o anticorpo é rotulado com um radio nuclideo (tal
como n, *9T¢, 14C, 131, 125, 3H, 32P ou 3*S) a fim de que o tumor possa ser locali-

zado empregando-se imunocintilografia.
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E. Kits de Diagnostico

[00164] Como uma matéria de conveniéncia, o anticorpo da presente inven-
cdo pode ser fornecido em um Kkit, isto é, uma combina¢do empacotada de rea-
gentes em quantidades predeterminadas com instrugbes para executar o teste
digndstico. Onde o anticorpo é rotulado com uma enzima, o kit incluira substra-
tos e cofatores requeridos pela enzima {por exemplo, um precursor de substrato
que forneca o cromofore ou fluorofore detectavel). Além disso, outros aditivos
podem ser incluidos tais como estabilizadores, tampées (por exemplo, um tam-
pao de bloco ou tampiao de lise) e outros. As quantidades relativas dos varios
reagentes podem ser variadas amplamente para fornecer concentragdes em so-
lucdo dos reagentes que substancialmente otimizam a sensibilidade do teste.
Particularmente, os reagentes podem ser fornecidos como pds secos, usual-
mente liofilizados, incluindo excipientes que em dissolugdo fornecerdo uma so-
lucdo reagente tendo a concentragdo apropriada.

F. Empregos Terapéuticos para o Anticorpo

[00165] Para aplicacdes terapéuticas, os anticorpos anti-VEGF da invencéo
sdo administrados a um mamifero, preferivelmente um ser humano, em uma
forma de dosagem farmaceuticamente aceitavel tal como aguelas descritas
acima, incluindo aguelas que podem ser administradas a um ser humano intra-
venosamente como um bolo ou por infusdo continua durante um periodo de
tempo, por rotina intramuscular, intraperitoneal, intra-cerebrospinal, subcuta-
nea, intra-articular, intra-sinovial, intratecal, oral, topica ou inalagac. Os anticor-
pos sdo também adequadamente administrados por rotinas intratumoral, peri-
tumoral, intralesional ou perilesional, para enxerto do local bem como efeitos
terapéuticos sistémicos. A rotina intraperitoneal é esperada ser particularmente
util, por exemplo, no tratamento de tumores ovarianos.

[00166] Para a prevencdo ou tratamento de doenca, a dosagem apropriada
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de anticorpo dependera do tipo de doenca a ser tratada, como acima definido,
a severidade e o curso da doenga, mesmo se o anticorpo é administrado para
propdsitos preventivos ou terapéuticos, terapia prévia, a histdria clinica do paci-
ente e a resposta do anticorpo, e a discricdao do médico assistente. O anticorpo
é adequadamente administrado ao paciente de uma Unica vez ou durante uma
série de tratamentos.

[00167] Os anticorpos anti-VEGF sdo Uteis no tratamento de varias doengas
neoplasticas e ndo-neoplasticas e disturbios. Os neoplasmas e condi¢des relaci-
onadas que s3o receptivos a tratamento incluem carcinomas de mama, carcino-
mas de pulmao, carcinomas gastricos, carcinomas esofageais, carcinomas colo-
retal, carcinomas de figado, carcinomas ovarianos, tecomas, arrenoblastomas,
carcinomas cervicais, carcinoma endometrial, hiperplasia endometrial, endome-
triose, fibrossarcoma, coriocarcinoma, cancer da cabec¢a ou garganta, carcinoma
nasofaringeal, carcinomas laringeais, hepatoblastoma, sarcoma de Kaposi’s, me-
lanoma, carcinomas da pele, hemangioma, hemangioma cavernoso, heman-
gioblastoma, carcinomas de pancreas, retinoblastoma, astrocitoma, glioblas-
toma, Schwannoma, oligodendroglioma, meduloblastoma, neuroblastomas, ra-
bdomiossarcoma, sarcoma osteogénico, leiomiossarcomas, carcinomas do trato
urinario, carcinomas da tiredide, tumor de Wilm, carcinoma de célula renal, car-
cinoma da prodstata, proliferacao vascular anormal associada com facomatoses,
edema (tal como que associado com tumores do cérebro), e sindrome de Meigs.

[00168] As condi¢des ndao-neoplasticas que sdo receptivas ao tratamento in-
cluem artrite reumatdide, psoriasse, ateroesclerose, retinopatias diabéticas e
outras proliferativas, incluindo retinopatia de prematuridade, fibroplasia retro-
lental, glaucoma neovascular, degenera¢dao macular relacionada com a idade, hi-
perplasias da tiredide (incluindo a doenca de Grave), transplante de cdrnea e

outro tecido, inflamagdo cronica, inflamacdao do pulmao, sindrome nefroética,
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pré-eclampsia, ascite, efusdo pericardial (tal como que associado com pericar-
dite), e efusdo pleural.

[00169] Degeneracdo macular relacionada com a idade (AMD) é uma causa
de indu¢ao de grave perda de visdao na populacdo idosa. A forma exsudativa de
AMD é caracterizada por neovascularizacdo coroidal e desligamento de célula
epitelial de pigmento retinal. Devido a neovascularizagdo ser associada com uma
piora dramatica em prognose, os anticorpos VEGF da presente inveng¢3o sao es-
perados ser especialmente Uteis em reduc¢ao da gravidade de AMD.

[00170] Dependendo do tipo e gravidade da doenca, cerca de 1 ug/kg a cerca
de 50 mg/kg (por exemplo, 0,1 a 20 mg/kg) de anticorpo é uma dosagem de can-
didato inicial para administracdo ao paciente, se, por exemplo, por uma ou mais
administracdes separadas, ou por infusdo continua. Uma dosagem tipica diaria
ou semanal deve variar de cerca de 1 ng/kg a cerca de 20 mg/kg ou mais, depen-
dendo dos fatores mencionados acima. Para administra¢des repetidas durante
diversos dias ou mais longas, dependendo da condicao, o tratamento é repetido
até uma supressido desejada de sintomas de doencga ocorrer. Entretanto, outros
regimes de dosagem podem ser Uteis. O progresso desta terapia é facilmente
monitorado por técnicas e testes convencionais, incluindo, por exemplo, ima-
gem radiografica de tumor.

[00171] De acordo com outra modalidade da invencdo, a eficacia do anti-
corpo em preveng¢do ou tratamento de doenga pode ser aumentada adminis-
trando-se o anticorpo consecutivamente ou em combinagdao com outro agente
gue é eficaz para aqueles propositos, tais como fator de necrose de tumor (TNF),
um anticorpo capaz de inibir ou neutralizar a atividade angiogénica de fator de
crescimento acidico ou fibroblasto basico (FGF) ou fator de crescimento hepato-
cito (HGF), um anticorpo capaz de inibir ou neutralizar as atividades coagulantes

de fator de tecido, proteina C, ou proteina S (veja Esmon e outros, PCT Patent
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Publication N2 WO 91/01753, publicado em 21 de fevereiro de 1991), um anti-
corpo capaz de ligacdo ao receptor HER2 (veja Hudziak e outros, Publicacdo de
Patente PCT n2 WO 89/06692, publicado em 27 de julho de 1989), ou um ou mais
agentes terapéuticos mais convencionais tais como, por exemplo, agentes de al-
quilagcdo, antagonistas de acido félico, anti-metabdlitos de metabolismo de acido
nucléico, antibiéticos, andlogos de pirimidina, 5-fluorouracila, cisplatina, nucleo-
sideos de purina, aminas, aminoacidos, nucleosideos de triazol, ou corticosterdi-
des. Tais outros agentes podem ser presentes na composi¢cao sendo adminis-
trada ou podem ser administrados separadamente. Também, o anticorpo é ade-
guadamente administrado consecutivamente ou em combinagao com tratamen-
tos radioldgicos, seja envolvendo irradiagdo ou administracdo de substancias ra-
dioativas.

[00172] Em uma modalidade, a vascularizacao de tumores é atacada em te-
rapia de combinagao. O anticorpo e um ou mais antagonistas anti-VEGF s3o ad-
ministrados a pacientes sofrendo de tumor em doses terapeuticamente eficazes
conforme determinado, por exemplo, observando-se necrose do tumor ou seus
focos metastdticos, se existirem. Esta terapia é continuada até certo tempo
guando nenhum outro efeito benéfico é observado ou exame clinico exibe ne-
nhum trago do tumor ou quaisquer focos metastaticos. Entao o TNF é adminis-
trado, sozinho ou em combina¢dao com um agente auxiliar tal como alfa, beta ou
gama-interferon, anticorpo anti-HER2, heregulina, anticorpo anti-heregulina, fa-
tor D, interleucina 1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), fator de estimula¢do de col6nia
de macrofago de granulécito (GM-CSF), ou agentes que promovem coagula¢do
microvascular em tumores, tais como anticorpo de antiproteina C, anticorpo de
antiproteina S, ou proteina de ligagcdo C4b (veja Esmon e outros, Publicacdo de
Patente PCT n2 WO 91/01753, publicada em 21 de fevereiro de 1991), ou aque-

cimento ou radiagao.
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[00173] Uma vez que os agentes auxiliares variardoc em suas eficacias, é dese-
javel comparar seus impactos sobre o tumor por andlise de matriz em estilo con-
vencional. A administracdo de anticorpo anti-VEGF e TNF é repetida até o efeito
clinico desejado ser obtido. Alternativmente, o anticorpo anti-¥EGF € adminis-
trado junto com o TNF e, opcionalmente, com os agente(s) auxiliar{es). Nos casos
onde os tumores sdlidos sdo encontrados nos membros ou em outras |localiza-
¢cBes suscetiveis ao isolamento da circulagdo geral, os agentes terapéuticos aqui
descritos sao administrados ao tumor ou orgdo isolado. Em outras modalidades,
um antagonista de fator de crescimento FGF ou derivado de plaqueta (PDGF), tal
como um anticorpo de neutralizagdo de um anti-FGF ou um anti-PDGF, € admi-
nistrado ao paciente em conjuncido com o anticorpo anti-VEGF. Tratamentos
com anticorpos anti-VEGF idealmente podem ser suspensos durante periodos de
cicatrizacdo do ferimento ou neovascularizacdo desejavel.

G. Artigos de Preparacdo

[00174] Em outra modalidade da inven¢do, um artigo de preparagdo con-
tendo materiais Uteis para o tratamento dos disturbios acima descritos é forne-
cido. O artigo de preparacdo compreende um recipiente e um rotulo. Os recipi-
entes adequados incluem, por exemplo, garrafas, pequenos frascos, seringas, e
tubos de teste. Os recipientes podem ser formados de diversos materiais tais
como vidro ou plastico. O recipiente possui uma composicdo gue é eficaz para
tratamento da condi¢do e pode ter um orificio de acesso estéril (por exemplo, o
recipiente pode ser uma bolsa de solugao intravenosa ou um pegueno frasco
tendo um tampado perfuravel por meio de uma agulha de inje¢do hipodérmica).
O agente ativo na composigao é o anticorpo anti-VEGF. O rétulo em, ou associ-
ado com, o recipiente indica que a composicdo é empregada para tratamento da
condigdo de escolha. O artigo de fabricagdo pode ainda compreender um se-

gundo recipiente compreendendo um tampao farmaceuticamente aceitdvel, tal
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como salina tamponada por fosfato, solugdo de Ringer’s e solugdo de dextrose.
Ele pode ainda incluir outros materiais desejaveis de um ponto de vista comercial
e do usuario, incluindo outros suplementos de tampdes, diluentes, filtros, agu-
Ihas, seringas, e pacote com instrugbes para uso.
EXEMPLO 1
[00175] Este exemplo descreve a produc¢do de anticorpos humanizados anti-
VEGF com propriedades desejaveis de um ponto de vista terapéutico.

MATERIAIS E METODOS

[00176] Cloneamento de Murino A4.6.1 MAb e Construgdo de Fab Quimérico
Humano e de Camundongo: O anti-VEGF mAb A4.6.1 de murino foi previamente
descrito por Kim e outros, Growth Factors 7; 53 (1992) e Kim e outros. Nature
362: 841 (1993). O RNA total foi isolado de células de hibridoma produzindo o
anti-VEGF Mab A4.6.1 empregando RNAsol (TEL-TEST) e reversamente transcrito
para cDNA empregando o primer Oligo-dT e o sistema SuperScript Il (GIBCO BRL,
Gaithersburg, MD). Os pogos de primer de oligonucleotideo degenerado, com
base das Sequéncias de aminoacido de terminal N das cadeias leves e pesadas
do anticorpo, foram sintetizados e empregados como os primeres antecipados.
Os primeres reversos foram baseados nas Sequéncias de estrutura 4 obtidas de
subgrupo kV de cadeia leve e subgrupo Il de cadeia pesada de murino (Kabat e
outros. Sequences of Proteins of Inmunological Interest. 52 edigao Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991)). Apds a amplifica-
¢do da reacdo de cadeia de polimerase (PCR), os fragmentos de DNA foram liga-
dos a um vetor de cloneamento TA (Invitrogen, San Diego, CA). Oito clones cada
das cadeias leves e pesadas foram seqlienciados. Um clone com uma Sequéncia
de consenso para o dominio VL de cadeia leve e um com uma Sequéncia de con-
senso para o dominio VH de cadeia pesada foram subclonados respectivamente

no vetor pEMX1 contendo os dominios CL e CH1 humanos (Werther e outros. J.
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Immunol. 157: 4986 - 4995 (1996)), dessa maneira gerando uma quimera de ca-
mundongo-humana. Este F(ab) quimérico consistido no total dominio VH A4.6.1
de murino fundido com um dominio CH1 humano em aminoacido SerHI 13 e o
total dominio VL A4.6.1 de murino fundido a um dominio CL humano em amino-
acido LysL107. A expressao e purificacdo do F(ab) quimérico foram idénticos
aqueles dos F(ab)s humanizados. Os F(ab) quiméricos foram empregados como
o padrao nos testes de ligacao.

[00177] Computer Graphics Models of Murine and Humanized F(ab): Sequén-
cias dos dominios VL e VH (Figs. 1A e 1B) foram empregadas para construir um
modelo grafico de computador do dominio VL-VH A4.6.1 de murino. Este modelo
foi empregado para determinar que os residuos de estrutura devem ser incor-
porados no anticorpo humanizado. Um modelo do F(ab) humanizado foi tam-
bém construido para verificar a sele¢ao correta de residuos de estrutura de mu-
rino. A constru¢cao de modelos foi executada conforme previamente descrito
(Carter e outros. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4285 - 4289 (1992) e Eigenbrot e
outros. J. Mol. Biol. 229: 969 - 995 (1993)).

[00178] Construgdo de F(ab)s Humanizados: O plasmideo pEMX1 empregado
para mutagénese e expressdo de F(ab)s em E. coli foi previamente descrito
(Werther e outros, supra). Resumidamente, o plasmideo contém um fragmento
de DNA codificando uma cadeia leve de subgrupo | k humano de consenso (VLKI-
CL) e uma cadeia pesada de subgrupo Il humano de consenso (VHIII-CH1) e um
promotor de fosfatase alcalina. O emprego das Sequéncias de consenso para VL
e VH foi previamente descrito (Carter e outros, supra).

[00179] Para construir a primeira variante F(ab) de A4.6.1 humanizado, F(ab)-
1, mutagénese direcionada ao sitio (Kunkel e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82: 488 - 492 (1985)) foi executada em um padrdao contendo deoxyuridina de

pEMX1. Os seis CDRs de acordo com Kabat e outros, supra, foram alterados para
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a Sequéncia A4.6.1 de murino. O F(ab)-1 portanto consistiu em uma estrutura
humana completa (subgrupo | k VL e subgrupo Il VH) com as seis Sequéncias
CDR de murino completas. Os plasmideos para todas as outras variantes F(ab)
foram construidos do padrdo de plasmideo de F(ab)-1. Os plasmideos foram
transformados em E. coli de cepa Blue XL-1 (Stratagene, San Diego, CA) para pre-
paracdo de DNA de trancamento duplo e Unico. Para cada variante, a codificacdo
de DNA para cadeias leves e pesadas foi completamente seqiienciada empre-
gando-se o método de dideoxinucleotideo (Sequenase, U. S. Biochemical Corp.,
Cleveland, OH). Os plasmideos foram transformados em E. coli cepa 16C9, um
derivado de MM294, chapeado sobre placas de caldo Luria contendo 50 pg/ml
de carbenicilina, e uma colonia Unica selecionada para expressao de proteina. A
Unica colonia foi desenvolvida em 5 ml de caldo Luria - 100 mg/ml de carbenici-
lina durante 5 a 8 horas a 37°C. Os 5 ml de cultura foram adicionados a 500 ml
de AP5-50 pg/ml de carbenicilina e permitido desenvolver durante 20 horas em
um frasco de movimento desconcertado de 4 L a 30°C. O meio AP5 consiste em
1,5 g de glicose, 11,0 g de Hycase SF, 0,6 g de extrato de levedura (certificado),
0,19 g de MgS04 (anidro), 1,07 g de NH4CI, 3,73 g de KCl, 1,2 g de NaCl, 120 ml
de 1 M de trietanolamina, pH 7,4, em 1 L de dgua e entao filtrado estéril por
meio de um filtro Sealkeen de 0,1 mm. As células foram colhidas por centrifuga-
¢do em um frasco de centrifuga de 1 L a 3000 xg e o subrenadante removido.
Apds o congelamento durante uma hora, a pélete foi ressuspenso em 25 ml frios
de 10 mM de Tris-1 mM de EDTA - 20% de sacarose, pH 8,0. 250 ml de 0,1 M de
benzamidina (Sigma, St. Louis, MO) foram adicionados para inibir a protedlise.
Apods agitacdo suave em gelo durante 3 horas, a amostra foi centrifugada a
40.000 xg durante 15 minutos. O sobrenadante foi entdo aplicado a uma prote-
ina G-Sefarose CL-4B (Pharmacia, UPPsala, Sweden) coluna (0,5 ml de volume de

leito) equilibrada com 10 de mM Tris-1 mM EDTA, pH 7,5. A coluna foi lavada
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com 10 ml de 10 mM de Tris-1 mM EDTA, pH 7,5, e eluida com 3 ml de glicina a
0,3 M, pH 3,0, em 1,25 ml de 1 M Tris, pH 8.0. O F(ab) foi entdo trocado de tam-
pdao em PBS empregando-se um Centricon-30 (Amicon, Beverly, MA) e concen-
trado em um volume final de 0,5 ml. Os géis de SDS-PAGE de todos os F(ab)s
foram desenvolvidos para averiguar a pureza, e o peso molecular de cada vari-
ante foi verificado por espectrometria de massa de eletrovaporizagdo.

[00180] Construgdo e Expresséo de IgG Quimérico e Humanizado: Para a ge-
racdo de variantes IgG1l humanas de A4.6.1 quimérico (chigG1l) e humanizado
(hulgG1), os dominios de murino ou humanizados apropriados VL e VH (F(ab)-
12, Tabela 2) foram subclonados em separado, vetores pRK, previamente descri-
tos (Eaton e outros, Bioquimica 25: 8343 - 8347 (1986)). A codificacdo de DNA
para a cadeia leve inteira e a cadeia pesada inteira de cada variante foi verificada
por seqliienciamento de dideoxi-nucleotideo.

[00181] Para expressao transiente de variantes, os plasmideos de cadeias pe-
sada e leve foram co-transfectados em células 293 humanas {Graham e outros,
J. Gen. Virol. 36: 59 - 74 (1977)), empregando-se um procedimento altamente
eficiente (Gorman e outros, DNA Prot. Eng. Tech. 2: 3 - 10 (1990)). O meio foi
mudado para livre de soro e colhido diariamente durante até cinco dias. Os an-
ticorpos foram purificados dos sobrenadantes agrupados empregando-se CL-4B
de Sepharose de proteina A (Pharmacia). O anticorpo eluido foi trocado de tam-
pdo em PBS empregando-se um Centricon-30 (Amicon), concentrado a 0,5 ml,
filtrado estéril empregando um Millex-GV (Millipore, Bedford, MA) e estocado a
4°C.

[00182] Para a expressado estavel da variante IgG1 humanizada final (rhuMAb
VEGF), células ovarianas de hamster chinés (CHO) foram transfectadas com ve-
tores dicistronico designados para coexpressar igualmente cadeias pesadas e le-

ves (Lucas e outros, Nucleic Acid Res. 24: 1774 - 79 (1996)). Os plasmideos foram
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introduzidos em células DP 12, um derivado proprietario da linhagem de célula
CHO-K1 DUX B11 desenvolvida por L. Chasin (Columbia University), via lipofec-
¢do e selecionado para o desenvolvimento em meio livre de GHT (Chisholm, V.
Transferéncia de gene de eficiéncia elevada em células mamiferas. Em: Glover,
DM, Hames, BD. DNA Cloning 4. Mammalian systems. Oxford Univ. Press, Oxford
pp. 1-41(1996)). Aproximadamente 20 clones ndo amplificados foram aleatori-
amente escolhidos e liberados em placas de pogo 96. A relativa produtividade
especifica de cada coldnia foi monitorada empregando-se um ELISA para quan-
tificar o IgG humano de comprimento natural acumulado em cada po¢o apds 3
dias e uma tintura fluorescente, Calcien AM, como um marcador sub-rogado de
numero de célula vidvel por poco. Com base nestes dados, diversos clones ndo
amplificados foram escolhidos para outra amplificagdo na presenca de aumento
de concentra¢des de metotrexato. Os clones individuais sobreviventes a 10, 50,
e 100 nM de metotrexato foram escolhidos e transferidos para placas de pogo
96 para analise de produtividade. Um clone, cuja reproducibilidade exigiu ele-
vada produtividade especifica, foi expandido em frascos T e empregado para ino-
cular uma cultura giratdria. Apds diversas passagens, as células adaptadas por
suspensao foram empregadas para culturas de produc¢ao inoculada em meio li-
vre de soro, contendo GHT, suplementado com varios hormonios e hidrolisados
de proteina. O fluido de cultura de célula colhida contendo rhuMAb VEGF foi
purificado empregando-se CL-4B de Sefarose de proteina A. A pureza apés esta
etapa foi ~99%. A purificacdao subseqiiente a homogeneidade foi realizada em-
pregando-se uma etapa de cromatografia de permuta de ion. O conteuldo de en-
dotoxina do anticorpo purificado final foi < 0,10 eu/mg.

[00183] Quantificacdo de F(ab) e IgG: Para quantificacdo de moléculas F(ab),
as placas ELISA foram revestidas com 2 ug/ml de IgG Fab anti-humano de cabra

(Organon Teknika, Durham, NC) em 50 mM de tamp3o de carbonato, pH 9,6, a
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4°C durante a noite e bloqueado com PBS - 0,5% de albumina de soro bovino
(tampdo de bloqueios) em temperatura ambiente durante 1 hora. Os padrées
(0,78 - 50 ng/ml F(ab) humano) foram adquiridos de Chemicon (Temecula, CA).
As dilui¢cdes seriais de amostras em PBS - 0,5% de albumina de soro bovino -
0,05% de polissorbato 20 (tampao de teste) foram incubadas nas placas durante
duas horas. F(ab) ligado foi detectado empregando-se FgG F(ab) anti-humano de
cabra rotulado por peroxidase de rdbano silvestre (Organon Teknika), seguido
por 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (Kirkegaard & Perry Laboratories, Gaithers-
burg, MD) como o substrato. As placas foram lavadas entre as etapas. A absor-
véncia foi interpretada a 450 nm em uma leitora de placa Vmax (Molecular De-
vices, Menlo Park, CA). A curva padrao foi ajustada empregando-se um programa
de ajustamento de curva de regressao nao-linear de parametro quatro. Os pon-
tos dos dados que caem na faixa da curva padrao foram empregados para calculo
das concentracdes F(ab) de amostras. A concentracdo de anticorpo de compri-
mento natural foi determinada empregando-se 1gG Fc anti-humano de cabra
(Cappel, Westchester, PA) para captura e Fc anti-humno de cabra rotulado por
peroxidase de rabano-picante (Cappel) para detec¢do. O IgG1 humano (Chemi-
con) foi empregado como padrao.

[00184] Teste de Ligagcdo VEGF: Para medicao da atividade de ligacao VEGF de
F(ab)s, as placas ELISA foram revestidas com 2 ug/ml de F(ab’), de coelho para
IgG Fc humano (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA) e bloqueado com
tampdo de bloqueio (acima descrito). O meio condicionado diluido contendo 3
ng/ml de KDR-1gG (Park e outros, J. Biol. Chem. 269: 25646 - 25645 (1994)) em
tampao de bloqueio foi incubado na placa durante uma hora. Os padrdes (6,9 -
440 ng/ml de F(ab) quimérico) e séries de amostras em duas vezes foram incu-
bados com 2 nM de VEGF biotinilado durante uma hora em tubos. As solugdes

dos tubos foram entdo transferidas para as placas ELISA e incubadas durante
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uma hora. Apés a lavagem, o VEGF biotinilado ligado a KDR foi detectado em-
pregando-se estreptavidina rotulada por peroxidase de rabano silvestre (Zymed,
South San Francisco, CA ou Sigma, St. Louis, MO) seguido por 3,3’,5,5'-tetrame-
tilbenzidina como o substrato. As curvas de titulagdo foram ajustadas com um
programa de ajustamento de curva de regressao ndo-linear de parametro quatro
(KaleidaGraph, Synergy Software, Reading PA). As concentragdes de variantes
F(ab) correspondendo a absorbancia de ponto central da curva de titulagdo do
padrao foram calculadas e entao divididas pela concentra¢ao do padrao corres-
pondendo a absorvéncia de ponto central da curva de titulagao padrao. Os testes
para IgG de comprimento natural foram os mesmos como para o F(ab)s exceto
gue o tampao de teste continha 10% de soro humano.

[00185] Teste Biosensor BlAcore ™: A ligagao de VEGF dos F(ab)s humanizados
e quiméricos foram comparados empregando-se um biosensor BIAcore™ (Karls-
son e outros. Methods: A Comparison to Methods in Enzymology 6: 97 a 108
(1994)). As concentracdes de F(ab)s foram determinadas por andlise de aminoa-
cido quantitativo. O VEGF foi unido a um chip biosensor CM-5 por meio de gru-
pos de amina primaria de acordo com as instrucdes dos fabricantes (Pharmacia).
Os cinéticos fora da taxa foram medidos por saturagao do chip com F(ab) (35 ul
de 2 uM F(ab) em uma taxa de fluxo de 20 pl/min) e entdo transferidos para
tampao (PBS-0,05% de polis-sorbato 20). Os pontos de dados de 0 a 4500 seg.
foram empregados para andlise de cinético fora de faixa. A constante de taxa de
dissociac¢ao (ko) foi obtida da inclinagdo do lote de In(RO/R) verso tempo, onde
RO é o sinal a t=0 e R é o sinal a cada ponto do tempo.

[00186] Os cinéticos sobre taxa foram medidos empregando-se diluicdes de
séries duplas de F(ab) (0,0625 - 2 mM). A inclinagdo Ks, foi obtida do lote de In(-

dR/dt) verso tempo para cada concentragdo F(ab) empregando o software de
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avaliacdo de cinéticos BlAcore™ conforme descrito no manual Pharmacia Bi-
osensor. R é o signal no tempo t. Os dados entre 80 e 168, 148, 128, 114, 102, e
92 seg. foram empergados para 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1, e 2 mM F(ab), res-
pectivamente. A constante taxa de associacdo (Kon) foi obtida da inclinagdo do
lote de K verso concentracdo de F(ab). No final de cada ciclo, a ligacdo de F(ab)
foi removida por injecao de 5 ul de 50 mM de HCl em uma taxa de fluxo de 20 pn
|/min. para regenerar o chip.

[00187] Teste de Desenvolvimento de Célula Endotelial: As células endoteliais
capilares derivadas de cortex adrenal bovino foram cultivadas na presenca de
meio Eagle’s modificado por Dulbecco’s de baixa glicose (DMEM) (GIBCO) suple-
mentado com 10% de soro de bezerro, 2 mM de glutamina, e antibidticos (vei-
culo de crescimento), essencialmente conforme previamente descrito (Leung e
outros. Science 246: 1306 - 1309 (1989)). Para testes mitogénicos, as células en-
doteliais foram semeadas em uma densidade de 6 x 10° células por pogo, em 6
placas de poco em meio de crescimento. Qualquer dos muMAb VEGF A.4.6.1 ou
rhuMAb VEGF foi entao adicionado em concentragdes variando entre 1 e 5000
ng/ml. apds 2 - 3 horas, o rhVEGF165 expresso por E. coli purificado foi adicio-
nado a uma concentracdo final de 3 ng/ml. Para controle de especificidade, cada
anticorpo foi adicionado a células endoteliais na concentragdo de 5000 ng/ml,
ou sozinho ou na presenca de 2 ng/ml de bFGF. Apds cinco ou seis dias, as células
foram dissociadas por exposi¢do a tripsina e contadas em um contador Coulter
(Coulter Electronics, Hialeah, FL). A variacdo da média ndo excedeu a 10%. Os
dados foram analisados por um programa de ajuste de curva de parametro qua-
tro (KaleidaGraph).

[00188] Estudos de Tumor In Vivo: As células de rhabdomiossarcoma A673
humanas (ATCC; CRL 1598) foram cultivadas como previamente descrito em

DMEM/F12 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de glutamina e
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antibidticos (Kim e outros. Nature 362: 841 - 844 (1993) e Borgstréom e outros.
Cdncer Res. 56: 4032 - 4039 (1996)). Os camundongos nus BALB/c fémeas, de 6
- 10 semanas de idade, foram injetados subcutaneamente com 2 x 10° células
tumorais na area dorsal em um volume de 200 pl. Os animais foram ent3o trata-
dos com muMADb VEGF A.4.6.1, rhuMAb VEGF ou um MADb de controle direcio-
nado contra a proteina gp 120 (Kim e outros. Nature 362: 841 - 844 (1993)). Am-
bos os MAbs anti-VEGF foram administrados nas doses de 0,5 e 5 mg/kg; o MAb
de controle foi dado na dose de 5 mg/kg. Cada MAb foi administrado duas vezes
semanalmente intra peritonealmente em um volume de 100 pl, iniciando 24 ho-
ras apos a inocula¢ao de célula tumoral. Cada grupo consistiu em 10 camundon-
gos. O tamanho do tumor foi determinado em intervalos semanais. Quatro se-
manas apos a inoculacdo de células tumorais, os animais foram eutanizados e os
tumores foram removidos e pesados. A analise estatistica foi realizada pela
ANOVA.
RESULTADOS:

[00189] Humanizagdo: A Sequéncia de consenso para o subgrupo lll de cadeia
pesada humana e o subgrupo k | de cadeia leve foram empregados como a es-
trutura para a humanizagao (Kabat e outros, supra) (Figs. 1A e 1B). Esta estrutura
foi bem sucedidamente empregada na humanizacao de outros anticorpos de
murino (Werther e outros, supra; Carter e outros, supra; Presta e outros. J.
Immunol. 151: 2623 - 2632 (1993); e Eigenbrot e outros. Proteinas 18: 49 - 62
(1994)). O CDR-H1 incluiu residuos de H26-H35. Os outros CDRs foram de acordo
com Kabat e outros, supra. Todas as variantes humanizadas foram inicialmente
feitas e analisadas quanto a ligacdo como F(ab)s expressa em E. coli. As produ-
¢Oes tipicas de 500 ml de frascos agitados foram de 0,1 - 0,4 mg de F(ab).

[00190] O F(ab) quimérico foi empregado como o padrao nos testes de liga-
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cdo. Na variante inicial, F(ab)-1, os residuos CDR foram transferidos de um anti-
corpo de murino para a estrutura humana e, com base nos modelos dos F(ab)s
de murino e humanizados, o residuo na posicdo H49 (Ala em humano) foi mu-
dado para o Gly de murino. Além disso, os F{ab)s gue consistiram na cadeia pe-
sada quimérica/cadeia leve de F(ab)-1, (F{(ab)-2) e cadeia pesada de F(ab)-1/ca-
deia leve quimérica (F(ab}-3) foram gerados e testados quanto a ligagdo. O F{ab)-
1 exibiu uma afinidade de ligagdo maior do que 1000 vezes reduzida do F{ab)
quimeérico (Tabela 2). Comparando as afinidades de ligagdo de F{ab)-2 e F{ab)-3
sugeriram que os residuos de estrutura no dominio VH F(ab)-1 precisou ser alte-
rado a fim de aumentar a ligagdo.

TABELA 2: Ligacao de Variantes F(ab) Anti-VEGF Humanizadas a VEGF?

Variante | Padrdo | Mudangas® Propésito EC50 f(ah)-X

F(ab}* quimérico

de EC50

Meédia |5.D. | N

F{ab) qui- | F{ab} 1,0

mérico quimeé-
rico

Flab)-1 FR  Hu- Troca de CDR reto »>1350 2
mano AlaH49Gly

F{ab)-2 Cadeia Leve de Quimera =145 3

Cadeia Pesada de Flab)-1

F{ab)-3 Cadeia leve de Flab)-1 2,6 0,1 2

Cadeia Pesada de Quimera

Flab)-4 Flab}-1 | ArgH71Lleu Estrutura de conformagdo | >295 3
AsnH73Thr de CDR-H2

F{ab}-5 Flab)-4 | Leuld6Val nterface de V L-WH 80,9 6,5 2

F{ab)-6 Flab}-5 | LeuH78Ala conformacdo de CDR-H1 36,4 4,2 |2

F{ab}-7 Flab)-5 lleHESPhe Conformacio de CDR-H2 45,7 2,3 2
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F{ab)-8 Flab)-5 | lleH&9Phe Conformacio de CDR-H2 9,6 09 |4
LeuH78Ala Conformacio de CDR-H1
F{ab}-9 Flab}-8 | GlyH49Ala Conformacdo de CDR-H2 »150 2
Flab)-10 | F{ab}-8 | AsnH765er Estrutura 6,4 1,2 |4
F(ab)-11 | F{ab)-10 | LysH75Ala Estrutura 33 04 |2
Flab)-12 | F{ab}-10 | ArgH94Lys Conformacdo de COR-H3 - | 1,6 0,6 |4
meio

@ As variantes F{ab) de anti-VEGF foram incubadas com VEGF biotinilado e entdo
transferidas para placas ELISA revestidas com KDR-IgG (Park e outros, supra).

b Os residuos de murino sdo sublinhados; os nimeros de residuo sdo de acordo
com Kabat e outros, supra.

© O desvio médio e padrdo sd3o a média das relagbes calculadas para cada dos
testes independentes; o EC50 para F(ab) quimérico foi 0,049 £ 0,013 mg/ml (1,0
nivl).

[00191] Mudando os residuos humanos H71 e H73 para suas contrapartes de
murino em F(ab)-4 aumentou-se a ligagdo em 4 vezes (Tabela 2). A inspe¢do dos
modelos dos F(ab)s de murino e humanizados sugeriu que o residuo L465, enco-
berto na interface VL-VH e interagindo com CDR-H3 (Figura 2), deve também
desempenhar um papel ou na determinacdo da conformacdo de CDR-H3 e/ou
afetando a ligacdo dos dominios VL e VH. Quando o Val de murino foi trocado
pelo Leu humano em L46 (F(ab)-5), a afinidade de ligagdo aumentou em quase 4
vezes (Tabela 2). Trés outros residuos de estruturas encobertas foram avaliados
com base nos modelos moleculares: H49, H69 e H78. A posigdo HE9 pode afetar
a conformacdo de CDR-H2 ao mesmo tempo que a posicdo H78 pode afetar a
conformac¢do de CDR-H1 (Figura 2). Quando cada qual individualmente mudou
da contraparte de humano para murino, a ligagdc aumentou para 2 vezes em
cada caso (F(ab)-6 e F(ab)-7, Tabela 2). Quando ambos foram simultaneamente

mudados, o aumento na ligagdo foi de 8 vezes (F(ab)-8, Tabela 2). O residuoc H49
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foi originalmente incluido como o Gly de murino; quando mudou para a contra-
parte de consenso humana Ala, a ligacdo foi reduzida em 15 vezes (F(ab)-9, Ta-
bela 2).

[00192] Em F(ab)-10e F(ab)-11 dois residuos em estrutura loop 3, FR-3, foram
mudados para suas contrapartes de murino: AsnH76 para Ser de murino (F(ab)-
10} e LysH75 para Ala de murino {F(ab)-11). Ambos afetaram um aumento rela-
tivamente pequeno em ligagdo (Tabela 2). Finalmente, nas Sequéncias humanas
e de murino da posicdo H94 mais freglientemente tem-se um Arg (Kabat e ou-
tros, supra). Em F{ab)-12, este Arg foi substituido pelo Lys raro encontrado no
anticorpo de murino {Figura 1A) e isto resultou em ligagdo que foi menor do que
duas vezes do F(ab) quimérico {Table 2). O F(ab)-12 foi também comparado ao
F(ab) quimeérico empregando-se o sistema BlAcore™ (Pharmacia). Empregando
esta técnica o Kq do F{ab)-12 humanizado foi duas vezes mais fraco do que aquele
do F{ab} quimérico devido a igualmente um kon mais lento e ko mais rapido (Ta-
bela 3).

TABELA 3: Ligacdo de Variantes F(ab) Anti-VEGF para VEGF Empregando-se o

Sistema® BlAcore™:

Variante Quantidade de liga- | Ko (S) kon (M1sY) | Kq(nM)
¢do {Fab) (RU)

F(ab)® quimérico | 4250 5,9x10° | 6,5x10* 0,91

Flab)-12 3740 6,3x10° | 3,5x10° 1.8

# A quantidade de ligagdo F(ab), em unidades de ressonéncia (RU}, foi medida
empregando-se um sistema BlAcore™ guando dois pug de F{ab) foram injetados
sobre um chip contendo 2480 RU de VEGF imobilizado. Os cinéticos fora de faixa
(karr} foram medidos saturando-se o chip com F{ab} e entdo monitorando a dis-
sociacdo apos a transferéncia para o tampdo. Os cinéticos em taxa {kon) foram

medidos empregando-se duas vezes as diluicbes seriais de F{ab). A constante de
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dissociacdo de equilibrio K, foi calculada como keri/Kon.
b Flab) quimérico é um F{ab) quimérico com dominios VL e VH de murino fundi-
dos em dominios pesados de CL e CH1 humanos.

[00193] Os mAbs de comprimento natural foram construidos fundindo-se os
dominios VL e VH do F{ab) quimérico e F{ab}-12 variante acs dominios constan-
tes de cadeia leve k humana e cadeia pesada IgG1 humana. O 12-1gG1 completo
(F{ab}-12 fundido ao 1gG1 humano) exibiu ligacdo que foi 1,7 vezes mais fraca do
que o 1gG1 quimérico (Tabela 4). Igualmente o 12-1gG1 e o 1gG1 quimérico liga
ligeiramente menos pogo do que o mAb A4.6.1 de murino original (Tabela 4).

TABELA 4: Ligagdo de Variantes IgG Anti-VEGF a VEGF?

Variante Média 5.D. N
chlgG1 1,0 2
murlgG1° 0,759 0,001 2
12-iGg1¢ 1,71 0,03 2

# As variantes IgG anti-VEGF foram incubadas com VEGF biotinilado e entdo
transferidas para placas ELISA revestidas com KDR-lgG (Park € outros, (1994),
supra).
b chigG1 é IgG1 quimérico com os dominios VL e VH de murino fundidos as ca-
deias pesadas CL e IgG1 humanas; o EC50 para chigG1l foi 0,113 £ 0,013 pg/ml
(0,75 nM).
“murlgGl é muMADbVEGF A461 purificado de ascites.
412-1gG1 é F{ab)-12 de dominios VL e VH fundidos em cadeias pesadas CLe IgG1
humanos.

[00194] Estudos Bioldgicos: rhuMAb VEGF e muMAb VEGF A.4.6.1 foram com-
parados guanto a suas capacidades de inibir a proliferacdo de célula endotelial

capilar bovina em resposta a uma concentracdo proxima maximamente eficaz
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de VEGF (3 ng/ml). Conforme ilustrado na Figura 3, os dois MAbs foram essenci-
almente equivalentes, igualmente em poténcia e eficacia. Os valores ED50 foram
respectivamente de 50 £ 5 ng/ml e 48 £+ 8 ng/ml (~0,3 nM). Em ambos os casos
90% de inibicdo foram obtidos na concentracdo de 500 ng/ml (~3 nM). Nem o
muMAb VEGF A.4.6.1 nem o rhuMAb VEGF tiveram qualquer efeito sobre a pro-
liferacao basal ou estimulada por bFGF de células endoteliais capilares, confir-
mando que a inibicdo é especifica para VEGF.

[00195] Para determinar se tal equivaléncia ajusta-se também a um sistema
in vivo, os dois anticorpos foram comparados quanto a suas capacidades para
suprimir o desenvolvimento de células rhabdomyosarcoma A673 humana em ca-
mundongos nus. Estudos prévios mostraram que muMAb VEGF A.4.6.1 tem um
efeito inibidor dramatico neste modelo de tumor (Kim e outros. Nature 362: 841
- 844 (1993) e Borgstrom e outros. Cancer Res. 56: 4032 - 4039 (1996)). Como
mostrado na Figura 4, em ambas as doses testadas (0,5 e 5 mg/kg), os dois anti-
corpos marcadamente suprimiram o desenvolvimento de tumor como estimado
por medi¢Oes de peso de tumor quatro semanas apds a inoculacao celular. As
diminuicdes em peso de tumor comparado ao grupo de controle foram respec-
tivamente 85% e 93% em cada dose nos animais tratados com muMAb VEGF
A.4.6.1 verso 90% e 95% naqueles tratados com rhuMAb VEGF. Resultados simi-
lares foram obtidos com o0 MDA-MB 435 de linhagem celular de carcinoma de
mama.

EXEMPLO 2

[00196] Neste exemplo, o A4.6.1 de anticorpo anti-VEGF de murino acima
descrito foi humanizado por randomiza¢do de um pequeno grupo de residuos de
estrutura e por exibicdo monovalente da biblioteca resultante de moléculas de
anticorpo sobre a superficie de fago filamentoso a fim de identificar as Sequén-

cias de estrutura de elevada afinidade via sele¢ao com base na afinidade.
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MATERIAIS E METODOS

[00197] Construgdo de Vetor de Fagemideo Anti-VEGF, pMB4-19: O mAb
A4.6.1 anti-VEGF de murino é descrito acima no Exemplo 1. A primeira variante
Fab de hu2.0, A4.6.1 humanizado, foi construida por mutagénese direcionada ao
sitio empregando-se um modelo contendo deoxiuridina de plasmideo pAK2 (Car-
ter e outros. Proc. Natl. Acad. Sci, U. S. A 89: 4285 - 4289 (1992)) cujos cddigos
para um fragmento Fd de cadeia leve V.kl-Ck; humano e cadeia pesada de Vwmlll-
Culy: humano. As Sequéncias CDR A4.6.1 transplantadas foram escolhidas de
acordo com a definicao de Sequéncia de Kabat e outros, supra, exceto para CDR-
H1 que incluiu residuos 26 - 35. A Sequéncia de codificacao Fab foi subclonada
no vetor de fagemideo phGHamg3 (Bass e outros. Proteins 8; 309 - 314 (1990) e
Lowman e outros, Bioquimica 30: 10832 a 10838 (1991)). Esta construgdo,
pMB4-19, codifica o hu2.0, A4.6.1 Fab humanizado inicial, com a extremidade C
da cadeia pesada fundida precisamente a porg¢ao carboxila da proteina de reves-
timento de gene lll M13. o pMB4-19 é similar em constru¢ao a pDH188, um plas-
mideo previamente descrito para exibicdo monovalente de fragmentos Fab (Gar-
rard e outros. Biotechnology 9: 1373 - 1377 (1991)). Diferengas notaveis entre
pMB4-19 e pDH188 incluem um segmento de gene Il M13 mais curto (cédons
249 - 406) e uso de um cédon de interrup¢ao de dmbar imediatamente seguindo
o fragmento Fd de cadeia pesada de anticorpo. Isto permite expressao de ambas
as fusdes de gene lll de cadeia pesada segregada ou de cadeia pesada em cepas
supressoras supE de E. coli.

[00198] Expressdo e Purificago de Fragmento Fab A4.6.1 Humanizado: A
cepa E. coli 34B8, um nao supressor, foi transformada com fagemideo pMB4-19,
ou suas variantes. As col6nias Unicas foram desenvolvidas durante a noite a 37°C

em 5 mL de 2YT contendo 50 pug/mL de carbenicilina. Estas culturas foram dilui-
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das em 200 mL de meio AP5 (Change e outros. Gene 55: 189 - 196 (1987)) con-
tendo 20 ug/mL de carbenicilina e incubadas durante 26 horas a 30°C. As células
foram peletizadas a 4000 x g e congeladas a -20°C durante pelo menos duas ho-
ras. As células peletizadas foram ent3o ressuspensas em 5 mL de 10 mM de Tris-
HCI (pH 7,6) contendo 1 mM de EDTA, agitadas a 4°C durante 90 minutos e cen-
trifugadas a 10.000 x g durante 15 minutos. O sobrenadante foi aplicado aum 1
mL de coluna de sepharose de proteina G estreptocécica (Pharmacia) e lavado
com 1 mL de 10mM de MES (pH 5,5). O fragmento Fab de ligacdo foi eluido com
2,5 ml de 100 mM de acido acético e imediatamente neutralizado com 0,75 mL
de 1M Tris-HClI, pH 8,0. As preparag¢oes Fab foram permutadas por tampao em
PBS e concentradas empregando-se concentradores Centricon-30 (Amicon). As
producdes tipicas de Fab foram ~1 mg/L de cultura, purificacdo de pds-proteina
G. As amostras Fab purificadas foram caracterizadas por espectrometria de
massa por eletropulverizacao, e as concentra¢des foram determinadas por ana-
lise de aminoacido.

[00199] Construgdo da Biblioteca de Fagemid Fab Anti-VEGF: A biblioteca de
fagemid A4.6.1 humanizado foi construida por mutagénese direcionada ao sitio,
de acordo com o método de Kunkel e outros. Methods Enzymol. 204: 125 - 139
(1991)). Um derivado de pMB4-19 contendo tripletos de interrup¢do TAA nos
coddons Vi1 24, 37, 67 e 93 foi preparado para uso como o modelo de mutagénese
(todas as numeragdes de Sequéncia de acordo com Kabat e outros, supra). Esta
modificagdo foi para prevenir subseqiliente contaminagdo do ambiente por Se-
guéncias tipo silvestre. Os cddons alvejados para randomizagdo foram 4 e 71
(cadeia leve) e 24, 37, 67,69, 71, 73, 75, 76, 78, 93 e 94 (cadeia pesada).

[00200] A fim de randomizar os cddons de cadeia pesada 67, 69, 71, 73, 75,

76, 78, 93 e 94 com um oligonucleotideo mutagénico Unico, dois oligonucleoti-
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deos 126-mer foram primeiro pré-agrupados de fragmentos 60 e 66-mer por li-
gacao enzimatica assistida por modelo. Especificamente, 1,5 nmol de ’oligonu-
cleétido 5’fosforilado 503-1 (5’-GAT TTC AAA CGT CGT NYT ACT WTT TCT AGA
GAC AAC TCC AAA AAC ACA BYT TAC CTG CAG ATG AAC-3’ (SEQ ID NO: 22)) ou
503-2 (5’-GAT TTC AAA CGT CGT NYT ACT WTT TCT TTA GAC ACC TCC GCA AGC

ACA BYT TAC CTG CAG ATG AAC-3’ (SEQ ID NO: 23)) foram combinados com 1,5
nmol de 503-3 (5’-AGC CTG CGC GCT GAG GAC ACT GCC GTC TAT TAC TGT DYA
ARG TAC CCC CAC TAT TAT GGG-3’ (SEQ ID NO:24)) (cédons randomizados subli-
nhados: N = A/G/T/C; W=A/T; B=G/T/C; D=G/A/T; R=A/G; Y=C/T). Entdo, 1,5
nmol de oligonucleotideos padrado (5'-CTC AGC GCG CAG GCT GTT CAT CTG CAG
GTA-3’(SEQ ID NO:25)), com Sequéncia complementar as extremidades 5'de
503-1/2 e a extremidade 3’de 503-3, foram adicionados para hibridizar a cada
extremidade da junc¢do de ligacdo. A ligase Taq (ligase termoestavel de New En-
gland Biolabs) e o tampao foi adicionado, e a mistura de reacao foi submetida a
40 ciclos de ciclagem térmica, (95°C 1,25 min; 50°C durante 5 minutos) a fim de
girar o oligonucleotideo padrao entre as jung¢des ligadas e nao ligadas. O produto
de oligonucleotideos 126-mer foram purificados em um gel de poliacrilamida
TBE/uréia a 6% e extraido da poliacrilamida em tampao. Os dois produtos 126-
mer foram combinados em relacdao equivalente, o etanol precipitado e final-
mente solubilizados em 10 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA. O produto de oligo-
nucleotideo 126-mer misturado foi rotulado 504-01.

[00201] A randomizacdo de cddons de estrutura selecionada (V. 4, 71, Vi 24,
37,67,69,71, 73,75, 76, 93, 94) foi realizada em duas etapas. Primeiramente, a
randomizag¢ao de V. foi obtida preparando-se trés derivados adicionais do pa-
drao pMB4-19 modificado. Os cédons de estrutura 4 e 71 na cadeia leve foram
substituidos individualmente ou em pares empregando-se os dois oligonucleoti-

deos mutagénicos 5’-GCT GAT ATC CAG TTG ACC CAG TCC CCG-3’(SEQID NO: 26)
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5’-e TCT GGG ACG GAT TAC ACT CTG ACC ATC-3’(SEQ ID NO: 27). O padrao con-
tendo deoxiuridina foi preparado de cada destes novos derivados. Junto com o
padrao original, estas quatro construgdes codificadas para cada das quatro pos-
siveis combinag¢des de Sequéncia de estrutura de cadeia leve (Tabela 5).

[00202] Os oligonucleotideos 504-1, uma mistura de dois oligonucleotideos
126-mer (veja acima), e 5’-CGT TTG TCC TGT GCA RYT TCT GGC TAT ACCTTC ACC
AAC TAT GGT ATG AAC TGG RTC CGT CAG GCC CCG GGT AAG-3’ (SEQ ID NO: 28)
foram empregados para randomizar os cédons de estrutura de cadeia pesada
empregando-se cada dos quatro padrdes ha pouco descritos. As quatro bibliote-
cas foram eletroporados em células Blue XL-1 de E. coli (Stratagene) e combina-
das. O numero total de transformantes independentes foi estimado a> 1,2 x 108,
aproximadamente 1.500 vezes maior do que o niumero maximo de Sequéncias
de DNA na biblioteca.

[00203] Diversos sistemas foram desenvolvidos para a exibicao funcional de
fragmentos de anticorpos sobre a superficie de fago filamentoso. Winter e ou-
tros, Ann. Rev. Immunol. 12.433 (1994). Estes incluem a exibi¢cdo de Fab ou frag-
mentos Fv (scFv) de cadeia Unica como fusdes a qualquer das proteinas de re-
vestimento do gene Il ou gene VIII de bacteriéfago M13. O sistema selecionado
aqui é similar aquele descrito por Garrard e outros, Biotechn, 9, 1373 (1991) em
que um fragmento Fab é monovalentemente exibido como uma fusao de gene
Il (Figura 7). Este sistema tem dos aspectos notaveis. Em particular, os fragmen-
tos Fab, ao contrario do scFvs, ndo tém nenhuma tendéncia a formar espécies
diméricas, a presenca dos quais pode prevenir a selecdo dos aglutinantes mais
firmes, devido aos efeitos de avidez. Adicionalmente, a monovaléncia da prote-
ina exibida elimina uma segunda fonte potencial de efeitos de avidez que de ou-
tra maneira resultaria da presen¢a de multiplas cépias de uma proteina em cada

particula de fagemideo. Bass e Wells, Proteins 8; 309 (1990) e Lowman e outros,
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Biochemistry 30: 10832 (1991).

[00204] As particulas de fagemideo exibindo os fragmentos Fab A4.6.1 huma-
nizados foram propagadas em células Blue XL-1 de E. coli. Resumidamente, as
células abrigando a constru¢ao pMB4-19 randomizada foram desenvolvidas du-
rante a noite a 37°C em 25 mL de meio 2YT contendo 50 pug/mL de carbenicilina
e aproximadamente 10'° de fago auxiliar M13K07 (Vieira & Messing, Methods
Enzymol. 153: 3 - 11 (1987)). Os estoques de fagemideo foram purificados de
sobrenadantes de cultura por precipitagdo com uma solug¢ao salina de polieti-
leno glicol, e ressuspensos em 100 pL de PBS (~10' fagemideo/mL).

[00205] Sele¢do de Variantes Fab A4.6.1 Humanizadas: O VEGF12;1 purificado
(100 1L a 10 ug/mL em PBS) foi revestido sobre um pogo de placa de microtitulo
durante a noite a 4°C. A solu¢ao de revestimento foi descartada e este pogo, em
adicao a um pog¢o nao revestido, foi bloqueado com 6% de leite desnatado du-
rante uma hora e lavado com PBS contendo 0,05% de TWEEN 20™ (detergente).
Entdo, 10 ul de estoque de fagemideo, diluidos a 100 uL com 20 mM de Tris (pH
7,5) contendo 0,1% de BSA e 0,05% de TWEEN 20™, foram adicionados a cada
poc¢o. Apds duas horas as células foram lavadas e o fago de ligacdo eluido com
100 pl de 1 M de glicina (pH 2,0), e neutralizado com 25 uL de 1M Tris pH 8,0.
Uma aliquota deste foi empregada para titular a quantidade de fago eluida. O
fago remanescente eluido do poco revestido por VEGF foi propagado para uso
no préximo ciclo de selecao. Um total de 8 ciclos de seleg¢3o foi realizado e apds
este tempo 20 clones individuais foram selecionados e seqiienciados (Sanger e
outros. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 74: 5463 - 5467 (1977)).

[00206] Determinagdo de Afinidades de Ligagdo de VEGF: As taxas de associ-
acao (Kon) e dissociacao (kofr) constantes para ligacao de variantes Fab A4.6.1 hu-

manizadas para VEGF121 foram medidas por ressonancia de plasmoénio de super-
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ficie (Karlsson e outros. J. Immun. Methods 145: 229 - 240 (1991)) em um instru-
mento Pharmacia BlAcore. O VEGFi121 foi covalentemente imobilizado sobre o
chip biosensor via grupos amino primarios. A ligacao de variantes Fab A4.6.1 hu-
manizadas foi medida pelas seguintes solu¢des de Fab em PBS/0,05% de TWEEN
20™ sobre o chip em uma taxa de fluxo de 20 ul/min. Seguindo cada medigdo
de ligacdo, o Fab residual foi retirado do ligante imobilizado por lavagem com 5
ul de 50 mM aquoso de HCl a 3 uL/min. Os perfis de ligagdo foram analisados
por regressdao ndo-linear empregando-se um modelo de ligagdo monovalente
simples (software BlAevaluation v2.0; Pharmacia).

RESULTADOS:

[00207] Construgdo de A.4.6.1 Humanizado: Um fragmento Fab A4.6.1 huma-
nizado inicial foi construido (hu2.0, Figuras 5A e 5B), no qual os CDRs foram en-
xertados sobre uma estrutura Vikl-Vulll humana. Todos os outros residuos em
hu2.0 foram mantidos como a Sequéncia humana. A ligacdo desta variante ao
VEGF foi tao fraca quanto para ser nao detectavel. Com base na afinidade rela-
tiva de outras variantes A4.6.1 humanizadas de ligagdo fraca, o Kp para ligacao
de hu2.0 foi estimado a > 7 uM. Isto contrasta com uma afinidade de 1,6 nM
para uma construc¢ao Fab quimérica consistindo nos dominios V_e Vi intactos do
murino A4.6.1 e dominios constantes humanos. Dessa maneira a ligacao de
hu2.0 ao VEGF foi pelo menos 4000 vezes reduzido relativo a quimera.

[00208] Projeto de Biblioteca de Anticorpo: O grupo de alteracOes de estru-
tura para a Sequéncia de estrutura humana aqui é mostrado na Tabela 5 e Figura
6:

TABELA 5: Importantes Residuos de Estrutura Chave para Ligacao de Anti-

geno e Alvejados para Randomizagdo.
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Residuo de es- | Residuo  de | Residuo de | Randomizagdo?.
trutura consenso de | A4.6.1 de Mu-
Vk 1, Vulll hu- | rino
mano
Vi 4 Met Met Met, Leu
71 Phe Tyr Phe, Tyr
Vy |24 Ala Ala Ala, Val, Thr
37 Val Val Val, lle
67 Phe Phe Phe, Val, Thr, Leu, lle, Ala
69 lle Phe lle, Phe
71 Arg Leu Arg®, Leu®
73 Asp Thr Asp®, Thr®
75 Lys Ala Lys®, Ala®
76 Asn Ser Asn®, Ser®
78 Leu Ala Leu, Ala, Val, Phe
a3 Ala Ala Ala, Val, Leu, Ser, Thr
94 Arg Lys Arg, Lys

2 Diversidade de aminoacido em biblioteca de fagemideo.
b vy 71, 73, 75, 76 randomizado para produzir o Vulll tetrad todo de murino
(L71/T73/A75/576) ou todo humano (R71/D73/K75/N76).

[00209] Uma relagdo em planejamento da biblioteca de fagemideo A4.6.1 hu-
manizado foi que os residuos alvejados para randomizacdo foram amplamente
distribuidos através das Sequéncias Vi e Vu. As limitagdes em comprimento de
oligonucleotideos sintéticos requer gue randomizacdo simultdnea de cada des-
tas posi¢gdes de estrutura possa apenas ser obtida por meio do uso de multiplos

oligonucleotideos. Entretanto, como o numero total de oligonucleotideos au-
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menta, a eficiéncia de mutagénese diminui (isto &, a propor¢do de mutantes ob-
tidos que incorporam a Sequéncia derivada de todos os oligonucleotideos muta-
génicos). Para evitar este problema, dois aspectos foram incorporados na cons-
trucao da biblioteca. O primeiro foi para preparar quatro diferentes codifica¢oes
padrdao de mutagénese para cada das possiveis combinag¢Ges de estrutura V.. Isto
foi simples para fazer suposta a diversidade limitada da estrutura de cadeia leve
(apenas 4 diferentes Sequéncias), porém foi benéfico pelo fato de que eliminou
a necessidade de dois oligonucleotideos da estratégia de mutagénese. Em se-
gundo lugar, dois oligonucleotideos de base 126 foram pré-agrupados de frag-
mentos sintéticos menores. Isto tornou possivel a randomizag¢do de cédons Vy
67,69, 71, 73, 75, 76, 93 e 94 com um oligonucleotideo longo Unico, em vez de
dois outros menores. A estratégia de mutagénese de randomizagdo final por-
tanto empregou apenas dois oligonucleotideos simultaneamente sobre quatro
diferentes padroes.

[00210] Selecdo de Fab’s A4.6.1 Humanizado de Ligag@o Firme: As variantes
da biblioteca de fagemideo Fab A4.6.1 humnizada foram selecionadas com base
na ligacao ao VEGF. O enriquecimento de fagemideo funcional, conforme me-
dido comparando-se os titulares para fago eluido de um revestido de VEGF verso
poco de placa de microtitulo ndo revestido, aumentado para o sétimo ciclo de
autoclave. Apés um ciclo adicional de classificacdao, 20 clones foram seqliencia-
dos para identificar os residuos de estrutura preferidos selecionados a cada po-
sicao randomizada. Estes resultados, sumarizados na Tabela 6, revelaram forte
consenso no meio dos clones selecionados. Dez fora dos vinte clones tiveram a
Sequéncia de DNA idéntica, designada hu2.10. Das treze posi¢des de estrutura
randomizadas, oito substituicdes foram selecionadas em hu2.10 (V. 71; Vu 37,

71, 73, 75, 76, 78 e 94). Interessantemente, os residuos Vu 37 (lle) e 78 (Val)
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foram selecionados nenhum como a Sequéncia Vulll humana ou A4.6.1 de mu-
rino. Este resultado sugere que algumas posicdes de estrutura podem beneficiar-
se do estendimento da diversidade além das Sequéncias de estrutura humana
alvejada e de murino parental.

TABELA 6: Sequéncias selecionadas da Biblioteca Fab de Fagemideo A4.6.1 Hu-

manizado.

Variante | Substituicdes de residuo

Wy Vi

Ad46.1 delM |Y |A |V |F |F |L |T |A |S |A |A |K

muringo

hu2.0 (en- | M |E |A |V |F |I

|2
=4
==
=
I—
p
(=

xerto de

CDR}

Clones selecionados de fago

hu2.1(2) |- |y |- |t |- |- |- - -y -k
hu2.2{2) L |Y |- |[I - - - - |- 1Y K
hu26(1) |L |- |- |t [T |- |L T|A[S|V |-|K
hu2.7(1) |L |- |- | - - - - -1V |-l K
hu2.10 - Y - - |- |L TIA|SV |-|K
(10)

As diferencas entre os anticorpos hu2.0 e A4.6.1 de murino s3o sublinhadas. A
quantidade de identificagfes de clones idénticos para cada Sequéncia selecio-

nada de fago € indicada em parénteses.
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Os tragos nas Sequéncias de clones selecionados de fago indicam sele¢do da Se-
guéncia de estrutura Vikl-Vulll humana (isto é, como em hu2.0).

[00211] Existiam quatro outras Sequéncias aminoacidas unicas entre os dez
clones remanescentes analisados: hu2.1, hu2.2, hu2.6 e hu2.7. Todos estes clo-
nes, em adi¢cdo ao hu2.10, continham substituicdes de estrutura idéntica nas po-
sicoes Vu 37 (lle), 78 (Val) e 94 (Lys), porém mantinham a Sequéncia de consenso
Vulll humana nas posicdes 24 e 93. Quatro clones perderam a Sequéncia de co-
dificacdo de cadeia leve e ndo ligaram VEGF quando testados em um teste ELISA
de fago (Cunningham e outros. EMBO J. 13: 2508 - 251 (1994)). Tais artefatos
podem freglientemente ser minimizados reduzindo-se a quantidade de ciclos ou
propagando-se as bibliotecas em meio sélido.

[00212] Afinidade de Expressdo e Ligagcdo de Variantes A4.6.1 Humanizadas:
As variantes selecionadas de fago hu2.1, hu2.2, hu2.6, hu2.7 e hu2.10 foram ex-
pressas em E. coli empregando-se os frascos agitados e os fragmentos de Fab
foram purificados de extratos periplasmicos por cromatografia de afinidade de
proteina G. As produgdes recuperadas de Fab para estes cinco clones variaram
de 0,2 (hu2.6) a 1,7 mg/l (hu2.1). A afinidade de cada destas variantes para anti-
geno (VEGF) foi medida pela ressonancia de plasmoénio de superficie em um ins-
trumento BlAcore (Tabela 7). A anélise destes dados de ligacdo revelou que o
clone de consenso hu2.10 possuia a afinidade mais elevada para VEGF fora as
cinco variantes testadas. Portanto, a biblioteca de fagemideo Fab foi seletiva-
mente enriquecida quanto ao clone de ligagao mais firme. O Kp calculado para
hu2.10 foi 55 nM, pelo menos 125 vezes mais firme do que para o hu2.0 que nao
contém nenhuma alteragdo de estrutura (Ko > 7 uM). As outras quatro variantes
selecionadas todas exibiram ligacao mais fraca ao VEGF, variando abaixo de um
Ko de 360 nM para o mais fraco (hu2.7). Interessantemente, o Kp para o hu2.6,

67 nM, foi apenas marginalmente mais fraco do que aquele do hu2.10 e ainda
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apenas uma copia deste clone foi encontrada entre os 20 clones seqlUenciados.
Isto é possivel devido a um nivel mais baixo de expressio e exibicdo, como foi 0
caso quando expressando o Fab soldvel desta variante. Entretanto, a despeito
da taxa de expressdo menor, esta variante é util como um anticorpo humani-
zado.

TABELA 7: Afinidade de Ligacao de VEGF de Variantes Fab A4.6.1 Humanizadas

Variante Kon M2s1/10% | Ko 1077 ko nM KolA4.6.1
Ka{mut}

quimera 5,4 ND 0,85 ND 1,6 >7000** | 4000

Ad4.6.1 hud

2,0

clones selecionados de fago

hu2.1 0,70 18 260 170
hu2.2 0,47 16 340 210
hu2.6 0,67 4,5 67 40
hu2.7 0,67 24 360 230
hu2.10 0,63 3,5 55 35
*hu2.10V 2,0 1,8 9,3 58

hu2.10V = hu2.10 com mutacdo V. Leu — Val
Erros estimados nas medi¢Ges de ligacdo Blacore sdo +/= 25%.
** Muito fraco para medir; estimado de ligacdo inferior.

[00213] Desenvolvimento Adicional de hu2. 1 de Variante Humanizada: A des-
peito do grande desenvolvimento em afinidade de antigeno sobre a variante hu-
manizada inicial, a ligacdo de hu2.10 ao VEGF foi ainda 35 vezes mais fraca do
que um fragmento de Fab quimérico contendo os dominios V, e Vu de A4.6.1 de
murino. Esta diferenca consideravel sugere que outra otimizacdo da estrutura

humanizada deve ser possivel por meio de mutagdes adicionais. Dos residuos



94/111

Vernier identificados por Foote & Winter J. Mol. Biol. 224: 487 - 499 (1992), ape-
nas residuos V146, V42 e V48 diferiram no A4.6.1 verso estrutura VikI-Vulll hu-
mana (Figs. 5A e 5B), porém ndo foram randomizadas biblioteca fagemidea. Um
modelo molecular do fragmento Fv A4.6.1 humanizado mostrou que os V. 46
situam-se na interface V. - V4 e poderiam influenciar a conformacdo de CDR-H3.
Além disso, este aminoacido é quase sempre leucina na maioria das estruturas
Vik (Kabat e outros, supra), porém é valina em A4.6.1. Portanto, uma substitui-
¢do Leu -> Val foi feita nesta posicdo no fundamento de hu2.10. A anadlise de
cinéticos de ligacao para esta nova variante, hu2.10V, indicou um outro desen-
volvimento de 6 vezes no Kp para a ligacao de VEGF, demonstrando a importan-
cia de valina na posi¢ao V.46 no anticorpo A4.6.1. O Kp para hu2.10V (9,3 nM) foi
dessa maneira dentro de 6 vezes aquele da quimera. Em contraste a V.46, ne-
nhum desenvolvimento na afinidade de ligagdo de hu2.10 foi observado para
substituicao de ou Vu2 ou V448 com o residuo correspondente de A4.6.1 de mu-
rino.
EXEMPLO 3

[00214] Neste exemplo, a randomizacdao CDR, maturidade de afinidade por
exibicdo de fago Fab monovalente, e combina¢ao cumulativa de mutag¢des foram
empregadas para realgar a afinidade de um anticorpo anti-VEGF.

[00215] Construgdo de pY0101 de Anticorpo Humanizado: O vetor phMB4-19-
1.6 de anticorpo demonstrado pelo fago (veja Figuras 8A-E) foi empregado como
uma origem. Nesta construcao, o anti-VEGF é expresso como um fragmento Fab
com sua cadeia pesada fundida a extremidade N do g3p truncado. Igualmente as
cadeias leves e pesadas estao sob o controle de promotor phoA com uma Se-
guéncia de sinal stll a montante para segregacao no periplasma. As mutagoes de
ponto externas as regides CDR foram feitas por mutagénese direcionada ao sitio

para melhorar a afinidade quanto a VEGF com oligonucleotideos HL-242, HL-243,
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HL-245, HL-246, HL-254, HL-256, e HL-257 conforme mostrado na Tabela 8
abaixo:

TABELA 8: Oligos para Mutagdes Direcionadas.

Dliga | Regido Substituicio/ Sequéncia
nu- Comentarios
mero
HL- VL MAL S'GATATCCAGTTGACCCAGTCCCCG-3"  (SEQL  ID
242 NO:29})
HL- VL Liev S'GCTCCGAAAGTACTGATTTAC-3" (SEQ, ID NO:30)
243
HL- VH CDR-7 S'CGTCGTTTCACTTTTTCTGCAGACACCTCCAGCAA-
245 CACAGTATACCTGCAGATG-3 (SEQ 1D NO:31)
HL- VH RS8K S -CTATTACTGTGCAAAGTACCCCCAC-3 (SEQ ID
246 NO:32}
HL- YL Y71F 5 -GGGACGGATTTCACTCTGACCATC-3" (SEQ  ID
254 NO:33}
HL- VH 137V 5 -GGTATGAACTGGGTCCGTCAGGLCCL-3" (SEQ D
256 NQ:34}
HL- YH CDR-7 5 -CGTCGTTTCACTTTTTCTTTAGACACCTCCAAAAG-
257 A72L CACAGC

576K ATACCTGCAGATGAA

MN7TS

[00216] A variante resultante foi denominada Y0101 (Figuras 9A e 9B).

[00217] Construcdo da Primeira Geracdo de Bibliotecas de Fago de Anticorpo:
Para prevenir a contaminagdo por Sequéncia tipo silvestre, os padrées com o
codon de interrupgao TAA nos sitios alvejados para randomizacao foram prepa-
rados e empregados para as bibliotecas de constru¢do por mutagénese direcio-

nada ao sitio com oligonucleotideos empregando o codon NNS degenerado



96/111

(onde N é uma mistura equivalente de A, G, Ce T ao mesmo tempo que S € uma

mistura de G e C) para mutagénese de saturacdo. VL1 e VH3 foram escolhidos

como candidatos potenciais para realce da afinidade (Figs 9A e B). Dentro dos

CDRs, duas bibliotecas foram construidas do modelo pY0101. VL1 foi mutado

empregando-se os oligonucleotideos de padrdo de interrupgdo HL-248 e HL-249

(Tabela 9) e oligonucleotideos de biblioteca HL-258 e HL-259 (Tabela 10). Simi-

larmente, trés bibliotecas foram construidas para VH3 empregando-se os oligo-

nucleotideos de padrdo de interrupcdo HL-250, HL-251, e HL-252 (Tabela 9), e

oligonucleotideos de biblioteca HL-260, HL-261, e HL-262 (Tabela 10). A constru-

cdo da biblioteca é sumarizada nas Tabelas 9 e 10 abaixo.

TABELA 9: Oligos padrdo para Mutagénese.

Oligo  Nu- | Regido - Seguéncia

mero Comentarios

HL-248 WLl S GGEGTCACCATCACCTGCTAAGCATAATAATAATAAAGCAACTATT-
TAAACTGG-3' (SEQ 1D NCO:36)

HL-249 Wil S GCGCAAGTCAGGATATT TAATAATAATAATAATGGTATCAACA-
GAAACCAGG-3' (SEQ ID NO:37)

HL-250 VH3 - GTCTATTACTGTGCAAAGTAATAACACTAATAAGGGAGCAG-
CCACTGG-3 (SEQ ID NO:38)

HL-251 VHZ B -GETACCCCCACTATTATTAATAATAATAATGGTATITCGACG-
TCTGGGG-3 (SEQ 1D NO:39)

HL-252 WH3 B -CACTATTATGGEAGCAGCCACTAATAATAATAAGTCTGGEGET-
CAAGGAACCCTG-3' (SEQID NO:40)

HL-263 WH1 S TCCTETGCAGCTTCTGGCTAATAATTCTAATAATAAGGTATGAAL-

TGGGTCCG-3' (SEQ ID NO:41)
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HL-264 VH2 5 -GAATGGGTTGGATGGATTAACTAATAATAAGGTTAACCGACCTA-
TGCTGLGG-3' {(SEQ 1D NO:42)
YC-80 VH3 5 -CTGTGCAAAGTACCCGTAATATTAATAATAATAACACTGGTATTT-
CGAC-3' {SEQID NO:43)
YC-100 CDR7 5 -CGTTTCACTTTTTCTTAAGACTAATCCAAATAAACAGCATACCTG-
CAG-3' (SEQ ID NO:44)
¥C-102 VH2 5 - GAATGGGTTGGATGGATTTAATAATAATAAGGTGAACCGACC-
TATG-3' (SEQ ID NO:45)
TABELA 10: Oligos Aleatérios para Construcado de Biblioteca.
Oligo Regido Sequéncia
Numero | Comentario
HL-258 VL1 5’-GGGTCACCATCACCTGCNNSGCANNSNNSNNSNNSAGCAACTATT-
TAAACTGG-3' (SEQ ID NO:46)
HL-259 VLl 5 -GCGCAAGTCAGGATATTNNSNNSNNSNNSNNSTGGTATCAACA-
GAAACCAGG-3’ {SEQ ID NO:47)
HL-260 VH3 S -GTCTATTACTGTGCAAAGNNSNNSCACNNSNNSGGGAGCAGCCAC-
TGG-3' (SEQ ID NO:48)
HL-261 VH3 5’ -TACCCCCACTATTATNNSNNSNNSNNSTGGTATTTCGACG-
TCTGGGG-3" (SEQ 1D NO:49)
HL-262 VH3 5 -CACTATTATGGGAGCAGCCACNNSNNSNNSNNSGTCTGGGGT-
CAAGGAACCCTG-3' (SEQ 1D NO:50)
HL-265 VH1 S - TCCTGTGCAGCTTCTGGCNNSNNSTTCNNSNNSNNSGGTATGAAC-
TGGGTCCG-3' (5EQ 1D NO:51)
HL-266 VH2 5 -GAATGGGTTGGATGGATTAACNNSNNSNNSGGTNNSCCGACCTA-
TGCTGCGG-3' (SEQ ID NO:52)
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YC-81 VH3 5" CTGTGCAAAGTACCCGNNSTATNNSNNSNNSNNSCACTGGTATTT-
CGAC-3’ (SEQ ID NO:53)

¥C-101 CDRY S -COTTTCACTTTTTCTNNSGACNNSTCCAAANNSACAGCATACCTG-
CAG-3' (SEQ ID NO:54)

YC-103 VH2 5 - GAATGGGTTGGATGGATTNNSNNSNNSNNSGGTGAACCGACC-
TATG-3' (SEQ ID NO:55)

[00218] Os produtos de reagfes de mutagénese aleatcdria foram eletro-exa-
minados em células £. cofi Blue de XL1 (Stratagene) e amplificadas pelo desen-
volvimento 15 a 16 horas com o fago auxiliar M13K07. A complexidade de cada
biblioteca, variando de 2 x 107 a 1,5 x 108, foi estimada com base em chapea-
mento da transformagao inicial sobre placas de carbenicilina.

[00219] Sefe¢des de Afinidade Inicial: Para cada ciclo de selegdo, aproximada-
mente 10° - 10" fago foram analisados quanto a ligacdo a placas (Nunc Maxisorp
de poco 96) revestidas com 2 pug/mlL de VEGF {recombinante; versdo 9 - 109 de
residuo) em 50 mM de tampdo de carbonato, pH 9,6 e bloqueados com 5% de
leite instantdneo em 50 mM de tamp3o de carbonato, pH 9,6. Apds 1 - 2 horas
de ligacdo em temperatura ambiente, na presenca de 0,5% de albumina de soro
bovino e 0,05% de TWEEN 20™ em PBS, a solu¢do de fago foi removida, e a placa
foi lavada dez vezes com PBS/TWEEN™ (0,05% de TWEEN 20™ em tamp&o PBS).
Tipicamente, para selecionar guanto a variantes de afinidade com taxas de dis-
sociacdo mais lentas, as placas foram incubadas com tampédo PBS/TWEEN™ duy-
rante um periodo de tempo que progressivamente prolongou-se para cada ciclo
de sele¢do (de O minutos para o primeiro ciclo, a 3 horas para o nono ciclo de
selecdo). Apos o tampdo PBS/TWEEN™ ser removido, os fagos remanescentes
foram eluidos com 0,1 M HCl e imediatamente neutralizados com 1/3 de volume
de 1M de Tris, pH 8,0. Os fagos eluidos foram propagados infectando-se as célu-

las de £. coli Blue de XL-1 {Stratagene) para o proximo ciclo de selec3o.



99/111

[00220] Os dados de seqlienciamento revelaram que ambas as bibliotecas
VL1, mesmo apos o ciclo oitavo/nono de classificacdo, permaneceram diversas,
tolerando varios tipos de residuos nos sitios de randomizag¢ao. Em contraste, as
bibliotecas VH3 mantiveram apenas residuos do tipo silvestre ou tiveram substi-
tuicdes muito conservadoras. Isto sugere que o VL1 foi mais exposto ao solvente
e situa-se fora da interface de ligacdao. Em contraste, VH3 ndo exibiu substitui-
¢Oes de cadeia lateral dramaticamente diferentes, e portanto deveria ser mais
intimamente envolvido em ligagao de antigeno.

[00221] Teste ELISA de Fago de Afinidades de Ligagdo: De cada destas biblio-
tecas, os clones representativos (aqueles representados por Sequéncias abun-
dantes) foram testados quanto a suas afinidades relativas aquela de pY0101 de
clone parental em um teste ELISA de fago. Em um tal teste, os fagos foram pri-
meiro consecutivamente diluidos para determinar um titulo de saturac¢ao fraci-
onal que foi entdao mantido constante e empregado para incubar com concen-
tracoes de variacao de VEGF (iniciando em 200 nm a 0 nM) em solu¢do. A mistura
foi entdo transferida sobre placa pré-revestida com VEGF (2 ng/mL) e bloqueada
com 5% de leite instantaneo, e permitido equilibrar durante 1 hora em tempe-
ratura ambiente. A seguir, a solugao de fago foi removida e os fagos de ligacdo
remanescente foram detectados com uma solugdo de anticorpo anti-fago de co-
elho misturados com conjugado anti-coelho de cabra de peroxidase de rabano-
silvestre. Apés uma hora de incubacdo em temperatura ambiente, a placa foi
desenvolvida com um substrato cromogénico, o-fenilenodiamina (Sigma). A re-
acdo foi interrompida com a adi¢cdo de % de volume de 2,5 M H;S0a. A densidade
dtica a 492 nm foi medida em uma leitora de placa espectrofotométrica.

[00222] Embora todos os clones selecionados destas cinco bibliotecas exibi-
ram ou afinidades mais fracas ou similares do que aquela pY0101 do tipo silves-

tre em teste ELISA de fago, uma variante particular (pY0192) de biblioteca HL-
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258 exibiu uma vantagem aparente (cerca de 10 vezes) no nivel de expressao ou
exibicdo de fago relativa a pY0101. Este clone continha muta¢des S24R, S26N,
Q27E, D28Q, e 129L na regido VL (Figura 9A). Além disso, esta variante foi cons-
tatada ter uma mutacdo espuria, M34l, em VH. Esta variante nao exibiu ne-
nhuma diferenca significante em afinidade de ligagdo ao VEGF quando compa-
rado com a variante pY0101. Para melhorar o nivel de exibicdo de Fab sobre o
fago, e a relagao de sinal para ruido para testes ELISA de fago, as substituicdes
correspondentes em pY0192 em VL1 foram incorporadas no fundamento mo-
delo para constru¢ao de ambos mutantes Ala CDR e a segunda geracao de bibli-
otecas anti-VEGF.

[00223] Varredura de Ala dos CDRs de Anti-VEGF: Para determinar os energé-
ticos contribuidos por cada um dos aminoacidos nas regides CDR e dessa ma-
neira selecionar melhor os residuos alvo para randomizacgao, as regides CDR fo-
ram analisadas substituindo-se a alanina para cada residuo. Cada mutante Ala
foi construido empregando-se a mutagénese direcionada ao sitio com uma codi-
ficacdo de oligonucleotideo sintético para a substituicdo de alanina especifica.
Onde Ala foi o residuo tipo silvestre, Ser foi substituido para testar o efeito de
uma substituicao de cadeia lateral. Os clones de fago tendo uma Unica mutagao
Ala foram purificados e testados em ELISA quanto ao fago conforme acima des-
crito. Os resultados da varredura de Ala demonstraram que a substituicao de Ala
em varias posicoes pode ter um efeito, variando de 2 a > 150 vezes as reducdes,
em afinidade de ligacdao de antigeno comparado ao pY0192. Além disso, confir-
mou-se uma observagao prévia de que VH3, porém nao VL1, foi envolvido em
ligagcdo de antigeno. Os resultados da varredura de Ala de CDR s3o sumarizados
na Tabela 11 abaixo.

TABELA 11: Afinidades de VEGF Relativas de Variantes Fab de Varredura de Ala
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Residuo IC50 (mutagdo) | Residuo IC50 {mutagdo)
VL IC50 (peso) VH IC50 {peso)
R24A 1 G26A 2
A255 1 Y27A 34
N26A 1 T28A 1
E27A 1 F29A 16
Q28A 1 T30A 1
L29A 1 N31A >150
S30A 2 Y32A >150
N31A 2 G33A 6
Y32A 2 134A 6
L33A 2 N35A 66
N34A 4

W50A >150
FSOA 1 IS1A 4
T51A 1 N52A >150
SS2A 1 T53A 9
S53A 1 Y54A 9
L54A 1 T55A 4
HSS5A 1 G56A 1
S556A 1 ES57A 2

PS8A 1
Q89A 4 T59A 3
Q90A 3 YGO0A 2
Y91A 14 AB1S 1
5924 1 AB2S 1
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T93A 1 D63A 1
VO4A 2 F64A 1
P35A 3 KB5A 1
WO6BA >150 RE6A 1
T97A 1
Y99A >150
P100A 38
H101A 4
Y102A 4
Y103A 5
G104A 2
S5105A 1
5106A >150
H107A 2
W108A >150
Y109A 19
F110A 25
D111A 2

Todas as variantes sdo no fundamento de pY0192 (“peso”; veja as Figuras 9A -
B). Os IC50’s foram determinados em um teste ELISA de fago competitivo.
[00224] Os efeitos maiores de substituictes Ala sdo vistos em CDRs H1, H2, e
H3, incluindo Y27A (34 vezes a reducdo em afinidade), N31A, Y32A, W50A, N52A,
Y99A, S106A e W108A (cada > 150 vezes a reduc¢do); N35A {66 vezes a reducdo),
P100A {38 vezes areducdo) e F110A (25 vezes a reducdo). Ao contrario, apenas
uma substituicdo VL teve um grande impacto sobre a afinidade de ligagdo, W96A
(> 150 vezes a redu¢do). Estes resultados apontam para os trés CDRs VH como

os determinantes energéticos principais de ligacdo de Fab ao VEGF, com alguma
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contribuicdo de VL3.

[00225] Projeto de Bibliotecas de Mutagcdo CDR de Segunda Gerag¢do: Duas
bibliotecas adicionais que randomizaram existindo residuos em anti-VEGF ver-
sdao Y0192 foram designadas com base na inspec¢ao da estrutura de cristal. No
VH2, os residuos 52 a 55 foram randomizados porque eles situam-se dentro da
interface de ligagdo com o VEGF. Uma regido adicional do Fab, denominda
“CDR7” (vejA Figura 10B), foi também alvejada para randomizacao porque diver-
sos residuos neste loop, ao mesmo tempo que nao contactando o VEGF, tém
contactos com os loops VH do anticorpo. Estes representaram sitios potenciais
guanto ao desenvolvimento de afinidade por meio de efeitos secunddrios sobre
os residuos de interface. Os residuos L72, T74 e S77 foram randomizados nesta
biblioteca CDR7.

[00226] Também com base na estrutura de cristal, uma das bibliotecas CDR
originais foi reconstruida para retestar o potencial junto a maturidade de afini-
dade no CDR VH1. Os residuos 27, 28 e 30 - 32 foram randomizados empre-
gando-se o novo fundamento Y0192.

[00227] SelecOes de Segunda Geracdo de Bibliotecas Anti-VEGF: Com base nos
resultados de varredura de Ala, bem como a estrutura de cristal do complexo
(F(ab)-12) de anticorpo de antigeno, um total de dezessete bibliotecas foram
construidas empregando-se o padrao pY0192 e os oligonucleotideos de padrao
de interrupgao (que codifica para um cédon de interrup¢ao nos sitios alvejados
para randomizacao) YC-80, YC-100, YC-102, HL-263, e HL-264 (Tabela 9 acima).
Os oligonucleotideos de randomizac¢do correspondentes (que empregam NNS
nos sitios alvejados para randomizagdo) foram YC81, YC-101, YC-103, HL-265, e
HL-266 (Tabela 10 acima). Os transformantes resultantes produziram bibliotecas
com complexidades variando de 6 x 107 a 5 x 108 que sugerem que as bibliotecas

foram compreensivas em abranger todas as variantes possiveis. As bibliotecas
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de fago foram classificadas para 7 - 8 ciclos empregando as condi¢des conforme
descrito na Tabela 12 abaixo.

TABELA 12: Condigbes para Sele¢des Secundarias de Variantes Fab

Ciclo de Se- | Tempo de Solucdo de Termperatura de Incubacdo (°C)
legdo Incubagdo (hora) Incubagdo
1 0 0 temperatura ambiente
2 1 tampado ELISA | temperatura ambiente
3 2 1M temperatura ambiente
VEGF/ELISA
4 18 1uM temperatura ambiente
VEGF/ELISA
5 37 1pmM temperatura ambiente
VEGF/ELISA
& 17 h @ tempera-| 1uM temperatura ambiente 37°
tura ambiente/30 h | VEGF/ELISA
@ 37°C
7 63 1puM 37
VEGF/ELISA
g 121 1pM 37°C
VEGF/ELISA

[00228] O tampdo ELISA conteve 0,5% de albumina de soro bovino e 0,05%
de TWEEN 20™ em PBS. O VEGF foi incluido no tampdo de incubacdo para mini-
mizar a religacdo de fagos ao VEGF revestido sobre a superficie da placa. A clas-
sificacdo destas bibliotecas produziu enriguecimentos de fago durante 7 a 8 ci-
clos de selec¢do.

[00229] Testes ELISA de Fago de Clones de Sequnda Geracdo: Apos ciclos de
selecdes, dez a vinte clones de cada biblioteca foram isolados de carbenicilina

contendo placas acolhendo colbnias E. coli (XL1) gue foram infectadas com um
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grupo de fago eluido. As coldnias foram isoladas e desenvolvidas com fago auxi-
liar para obter DNA de filamento unico para sequenciamento. As substituicdes
de CDR selecionadas para ligagdo mais favoravel ao VEGF foram deduzidas das
Sequéncias de DNA de clones de fagemideo. Uma amostra de clones seleciona-
dos é mostrada na Tabela 13 abaixo.

TABELA 13: Sequéncias de Proteina de Variantes Anti-VEGF de Bibliotecas de
Fago Fab de Segunda Geracdo

Variantes de biblioteca YC-81
Nome Sequéncia VH3 (residuos 89 a 111)
Y0238-1 YPYYRGTSHWYFD (SEQ ID NO:56)
¥0238-2 YPYYINKSHWYFD (SEQ ID NO:57)
Y0238-3 YPYYYGTSHWYFD (SEQ ID NO:58)
Y0238-4 YPYYYNQSHWYFD (SEQ ID NO:59)
¥Y0238-5 YPYYIAKSHWYFD (SEQ ID NO:60}
Y0238-6 YPYYRDNSHWYFD (SEQ ID NO:61)
Y0238-7 YPYYWGTSHWYFD (SEQ ID NO:62)
Y0238-8 YPYYRONSHWYFD (SEQ ID NO:63)
¥(0238-9 YPYYRQSSHWYFD (SEQ ID NO:64)
Y0238-10 YPYYRNTSHWYFD {SEQ ID NO:65)
Y0238-11 YPYYKNTSHWYFD (SEQ ID NO:66)
¥0238-12 YPYYIERSHWYFD (SEQ 1D NO:67)
Y0228-21 YPYYRNASHWYFD (SEQ ID NO:68)
¥0228-22 YPYYTTRSHWYFD (SEQ 1D NO:69)
Y0228-23 YPYYEGSSHWYFD (SEQ ID NO:70)
Y0228-24  YPYYQRGHWYED (SEQ ID NO:7)
¥0228-26 YPYYTGRSHWYFD (SEQ ID NO:72)
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¥Y0228-27 YPYYTNTSHWYFD (SEQ 1D NO:73)
Y0228-28 YPYYRKGSHWYFD (SEQ ID NO:74)
Y0228-29 YPYYTGSSHWYFD {SEQ ID NO:75)
¥0228-30 YPYYRSGSHWYFD (SEQ 1D NO:76)
¥Y0229-20 YPYYTNRSHWYFD (SEQ ID NO:77)
¥0229-21 YPYYRNSSHWYFD (SEQ ID NO:78)
Y0229-22 YPYYKESSHWYFD (SEQ ID NO:79)
Y0229-23 YPYYRDASHWYFD {SEQ |D NO:80)
¥0229-24 YPYYRQKGHWYFD (SEQ ID NO:81)
Y0229-25 YPYYKGGSHWYFD (SEQ ID NO:82)
Y0229-26 YPYYYGASHWYFD (SEQ ID NO:83)
Y0229-27 YPYYRGESHWYFD (SEQ ID NO:84)
Y0229-28 | YPYYRSTSHWYFD (SEQ ID NO:85)
Variantes de biblioteca HL-265
Nome Sequéncia VH1 (residuo 26 a 35)
Y0243-1 GYDFTHYGMN (5/10 clones) {SEQ ID NO:86)
¥0243-2 GYEFQHYGMN (SEQ ID NO:87}
Y0243-3 GYEFTHYGMN (SEQ ID NO:88)
¥0243-4 GYDFGHYGMN (SEQ ID NO:89)
Y0243-5 GYDFSHYGMN (SEQ. ID NQ:S0)
Y0243-6 GYEFSHYGMN (SEQ ID NO:91)

Variantes de biblio

teca YC-101

Nome Sequéncia “"CDR7” VH {residuos 70 a 79).
Y0228-27 YPYYTNTSHWYFD (SEQ ID NO:73)
Y0244-1 FSVDVSKSTA (SEQ. ID NO:92)

Y0244-2 FSLDKSKSTA {SEQ ID NO:93)
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¥0244-3 FSLDVWKSTA (SEQ ID NO:94)

Y0244-4 FSIDKSKSTA (:95)

[00230] A Sequéncia da regido randomizada apenas é mostrada quando de-
duzida de seglienciamento de DNA.

[00231] Quando uma guantidade de clones foram testados junto com o
pY0192 do clone parental em teste ELISA de fago, nenhum exibiu um desenvol-
vimento distinto do clone original. Isto poderia ser explanado pela escala de
tempo na qual o teste foi realizado (< 3 horas).

[00232] A fim de guantificar o desenvolvimento em ligacdo de antigeno em
clone parental, diversos DNA de variantes anti-VEGF foram transformados em E.
coli cepa 34B8, expresso como Fab, e purificados passando-se o chocado peri-
plasmico por meio de uma coluna de proteina G (Pharmacia) como descrito no
Exemplo 2 acima.

[00233] Variantes de Combinacdo CDR: Para melhorar a afinidade de ligacao
de VEGF ainda, as mutag¢des encontradas pela exibi¢do de fago foram combina-
das em diferentes CDRs para criar multiplos mutantes CDR. Em particular, as mu-
tacdes identificadas nas variantes de fago melhoradas de mais afinidade de bi-
bliotecas VH1, VH2, e VH3 foram combinadas (Tabela 14) a fim de testar quanto
a aditividade de suas contribuicdes para a afinidade de ligacéo.

TABELA 14: Combinacao de Variantes Anti-VEGF CDR.

Nome Clone pa- | Oligo de mutagénese / | Sequéncia

rental comentarios

¥0313-1 | Y0243-1 | YC-115 (VH3 H101Y e | 5'-GCAAAGTACCCGTACTATTATGGGACGAG-
5105T) CCACTGGTATTTC-3 (SEQ ID NO:96)

Y0317 ¥0313-1 | YC-108 {reverte VL1 de | 5'-GTCACCATCACCTGCAGCGCAAGTCAGGA-
valta ao tipo silvestre] | TATTAGCAACTATTTAAAC-3 [SEQ 1D NO:97)
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¥0313-3 | Y0238-3 | YC-116 (VH3; T1055) | 5'-CCGTACTATTATGGGAGCAGCCACTGG-
TATTTC-3' {SEQ ID NO:98)

[00234] As mutagdes dos vetores originais indicades foram combinadas com
aquelas do oligonucleotideo indicado pela mutagénese direcionada ao sitio para
produzir as variantes de combinagdo listadas.

[00235] A versdo Y0317 é equivalente a Y0313-1 exceto que a mutacgdo de
fundamento em VL1 foi removida e sua Sequéncia revertida para aguela em
pY0101. Os efeitos de mutacdo H101Y e S105T foram testados construindo-se
um mutante de reversdo de Y0238-3.

[00236] Andlise BlAcore: As afinidades de ligagdo de VEGF de fragmentos Fab
foram calculadas de constantes taxas de associacdo e dissociagdo medidas em-
pregando-se um sistema de ressonancia de plasménio de superficie BlAcore
2000™ (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ). Um chip biosensor foi ativado para unido
covalente de VEGF empregando-se cloridrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopro-
pil}-carbodiimida {EDC) e N-hidroxissuccinimida {NHS) de acordo com as instru-
cGes dos fornecedores (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ}. O VEGF foi trocado tam-
pconado em 20 mM de acetato de sodio, pH 4,8 e diluido para aproximadamente
50 ug/mL. Uma aliquota (35 uL) foi injetada em uma taxa de fluxo de 2 pulL/min
para obter aproximadamente 700 a 1400 unidades de resposta {RU) de proteina
unida. Finalmente, 1M de etanolamina foi injetado como um agente de blo-
queio.

[00237] Para as medic¢des cinéticas, diluicdes duas vezes consecutivas de Fab
foram injetadas em tampdo PBS/TWEEN™ (0,05% TWEEN 20™ em solucdo sa-
lina tamponada de fosfato) a 25°C em uma taxa de fluxo de 10 pL/min. Em taxas
e extra-taxas foram calculadas empregando-se protocolos padrio (Karlsson e ou-

tros. J. Immun. Methods 145: 229 - 240 (1991)). As constantes de dissociacdo de
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equilibrio, Kd’s de medi¢cBes de ressonancia de plasménio de superficie (SPR) fo-

ram calculadas como koff/kon. Os dados sdo mostrados na Tabela 15 abaixo.

TABELA 15: Cinéticos de liga¢do de Fab-VEGF de medi¢des BlAcore™
Variante Kon Koff(10%/s) | Kd (nM) Kd (peso)/Kd
(10%/M/s) {mut)
¥0244-1 3,4 2,7 8 3,6
¥0244-4 5,2 1,7 3,3 0,9
¥0243-1 6,7 0,45 0,7 4,1
Y0238-3 1,7 <0,04* <0,2* > 14*
Y0238-7 1,5 <0,06* <0,4%* >7,3%
¥0238-10 1,6 0,09 0,6 4,8
¥Y0238-5 0,8 0,08 0,9 3,2
Y0238-1 2,6 0,09 0,4 7,3
Y0313-1 3,5 <0,054* <0,15* > 20*
Y0313-3 1,2 0,081 0,65 4,5

A taxa de dissociacdo observada provavelmente reflete um limite superior para
a taxa de dissociacdo real nestas experiéncias, uma vez que a extra-taxa é apro-
ximag¢ao do limite de detecgdo pelo BlAcore.

[00238] Os dados do BlAcore™ na Tabela 15 mostram que diversas variantes
melhoraram a afinidade sobre o Y0192. Por exemplo, uma variante CDRH1,
¥0243-1, mostrou afinidade 4,1 vezes realgada, aumentando das mutagoes T28D
e N31H. A variante YO238-3 exibiu pelo menos um aumento de 14 vezes em afi-
nidade de ligagdo sobre Y0192. Ambas as mutagdes CORH3 contribuem para a
afinidade melhorada de Y0238-3 porgue a reversdo de T105 para S (variante
¥0313-3) reduz a afinidade de Y0238-3 de 0,15 nM para 0,65 nM (veja a Tabela
15). O maior realce de afinidade relativa a Y0192 foi visto para Y0313-1, que con-

teve as muta¢des CDRH3 combinadas com as mutagdes CDRH1.
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[00239] Teste Com Base em Célula de Inibigdo de VEGF: Diversas versoes do
anticorpo anti-VEGF A4.6.1 foram testadas quanto a suas capacidades para an-
tagonizar o VEGF (recombinante; versdo 1-165) em indu¢do do crescimento de
HUVECs (células endoteliais de veia umbilical humana). As placas de po¢o 96 fo-
ram semeadas com 1000 HUVECs por poco e fixadas em um meio de teste (F12:
DMEM 50:50 suplementado com 1,5% de soro bovino fetal diafiltrado) durante
24 horas. A concentra¢cao de VEGF empregada para indugao das células foi de-
terminada primeiro por titulagdo para a quantidade de VEGF que pode estimular
80% de sintese de DNA maxima. O meio de teste fresco contendo as quantidades
fixadas de VEGF (0,2 nM de concentracgdo final), e aumentando as concentragdes
de anti-VEGF Fab ou Mab foi entdo adicionado. Apds 40 horas de incubacdo, a
sintese de DNA foi medida por incorporacao de timidina titulada. As células fo-
ram pulsadas com 0,5 nCi por pogo de [3H]-timidina durante 24 horas e colhidas
para contagem, empregando-se um contador gama TopCount.

[00240] Os resultados (Figura 11) mostram que a forma IgG de comprimento
natural de F(ab)-12 foi significantemente mais potente em inibicdo de atividade
VEGF do que a forma Fab (aqui, Y0192 foi empregada). Entretanto, ambas as
variantes Y0238-3 e Y0313-1 exibiram mesmo mais potente inibi¢do de atividade
VEGF do que ou o Y0192 Fab ou F(ab)-12 Mab. Comparando as formas Fab, a
variante Y0313-1 mostrou-se > 30 vezes mais potente do que o Fab tipo silvestre.
Observou-se que a quantidade de VEGF (0,2 nM) usada neste teste é potencial-
mente limitante para a determina¢ao de um IC50 preciso para o mutante. Por
exemplo, se a afinidade de ligacdo (Kd) do mutante é de fato < 0,2 nM, o IC50
nesta experiéncia mostrar-se-a maior do que sob condi¢des de concentracdo
VEGF inferior. O resultado portanto suporta a conclusao de que a variante de

melhorada afinidade é pelo menos 30 vezes melhorada em afinidade para VEGF,
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e gque ela eficazmente bloqueia a atividade de VEGF in vitro. Uma vez que a vari-
ante Y0317 difere de Y0313-1 apenas na reversao da Sequéncia VL1 para o tipo
silvestre (Figura 10A), é previsto que Y0317 terd similar atividade para YO313-1.

[00241] A variante Y0317 (Fab) e variante humanizada F(ab)-12 do Exemplo 1
(comprimento natural e Fab) foram comparadas quanto a suas capacidades de
inibir a proliferagdo de célula endotelial capilar bovina em resposta a uma con-
centracdo aproximadamente maximamente eficaz de VEGF empregando-se o
teste descrito no Exemplo 1. Conforme ilustrado na Figura 12, a YO317 foi mar-
cadamente mais eficaz em inibicao de proliferacao de célula endotelial capilar
bovina do que as formas de comprimento natural e Fab de F(ab)-12 neste teste.
A Y0317 de afinidade amadurecida Fab demonstrou um valor ED50 neste teste

que foi pelo menos cerca de 20 vezes menor do que o F(ab)-12 Fab.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo humanizado anti-fator de crescimento endotelial vascu-
lar humano, caracterizado pelo fato de que compreende a sequéncia de amino-
acidos do dominio varidvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 7 e a sequéncia de
aminodcidos do dominio variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 8.

2. Anticorpo humanizado anti-fator de crescimento endotelial vascu-
lar humano, caracterizado pelo fato de que compreende a sequéncia de amino-
acido de dominio variavel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 116 e a sequéncia de
aminoacido de dominio variavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 115.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de ser um anticorpo completo.

4. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 3, caracterizado pelo fato
de ser uma IgG humana.

5. Anticorpo de acordo com a reivindicacdao 1 ou 2, caracterizado pelo
fato de ser um Fab.

6. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende o anti-
corpo, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, e um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
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1 10 20 30 40
Ad6.1 BIQUVQSGPELKOPGETVRISCRASGYTPTNVGHNWVROA
* *k *hk®k *

F(ab)-12 EVQLVESGGGLV(PGGSLRLSCAASGYTFTNYGMNWVROA

* kW

humlll EVQLVESGGGLVQPCGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQA

** i*'ﬁ‘* *** *i‘* * * ¥« & * *

humlll mmmmsmmmmamxsmmm

abc . fo 110
Ad4.6.1 QISNLENDDTATYFCAKYPHYYGSSHWYPDVWAAGTTVTVSS (SEQ.ID NO-9)
dhkd kidk * * - *

F{ab)-12 WSLWAWYCAWWTLWSS (SEQ.ID NO:7)
*
homill QMNSLRAEDTAVYYCARG= == =—mwe—m FDYWGQGTLVTVSS (SEQ.ID NO:11)

FIG._1A

1 10 20 30 40
Ad4.6.1] DIQMTQTITSSLSASLGDRVIISCSASQDISNYLNWYQOKP
" * *

F(ab)-12 DIWSPSSMASVGDRWITCMI}IWQQKP
humKl DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNYLAWYQQKP

50 60 . 70 80O
A4.6.| DOTVKVLIYETSSLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEP

L2 2 3]
F(ab)-12 GKAPKVLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
] - W
humkKl GKAPKLLIYAASSLESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOP
90 100 .
A4.6.1 EDIATYYCQQYSTVPWTFGGGTKLEIKR  (SEQ.ID NO:10)
&* * k1

. ATYYCOQY IKR ID NO:§

F(ab)-12 EDFATYYCQQ STYPWTFGQG‘I‘KVEI (SEQ }

humKl EDPATYYCQQYNSLPWTFGQGTKVEIKR (SEQ.IDNO:12)

FIG..1B



2/16

FIG._2



3/16

180000 Jllllllq !IIIHIII Illlilll llIIlIIIE T TTTTTM
1 ¢ —0— VEGF + muMAb VEGF|
1~ VEGF + thuMAb VEGF
@ 140000 - * VEGF e
T ® Nenhuma adigéo
g |
2 100000 .
T 5 |
88 - :
=R ‘
L5 60000 —
Oa
20000 - ™ -
FIG""3 O Ty T T T T Ty T T
0.1 1 10 100 1000 10000
Concentragdo de MAbD (ng/ml)
5
&
o 8-
E
2
o E
o2 5]
o
o
a
1 pu—
s *
Q pom REE TR N e

MAD de muMAb muMAb rhuMAD rhuMAbDb
VEGF VEGF VEGF VEGF

trol
FIG._4°¢° 05 () (0.5) )




4116

10 20 30 40
Ad.6.1 ﬁIQMWTTSSIﬁAﬁLGDRVI ISCSASQDISNYLNWYQOQKP

LI
hu2.0 DIQMMSPSMWGURWIWSMQDISWQQH
hu2. 10 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASQDISNYLNWYQQKP

50 &0 70 8O
A4.6.1 DGTVKVLIYPTSSLHSGVPS RFSGSGSGTUYSLTISNLEP

LR & A BN 4 & *
hu20 GRKAPKLLIYPTSSLHSGVPSRFEGSGSGTDFTLTISSLOP
hu2.10 GRAPKLLIYFTSSLHSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOP
90 100
Ad.6.1 EDIATYYCQQYSTVPWTFGGGTELEIK  (SEQ.ID NO:10}
* * *
hu2.0 EDFATYYCQQYSTVPWTFGQGTKVEIK (SEQ.IDNO:I%)

hu2.10 EDFATYYCQQYSTVPWIFGOGTKVEIK (SEQ.ID NO:15)

FIG._5A

10 20 20 40
A4.6.] EIQLVQSGPELKQPGETVRI SCKMGYTFTNYGINWVKQA
» *k x ok ®

hu2.0 WQLVESGGGL?QPGGSLRLECMSG&'TFMWQA
hu2.10 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGYTFTNYGMNWIRQA

50 a 60 70 8O
Ad.6.1 PGKGLKWGWIN’ITTGEPTYMDFKRRFTFSLE‘“SASTAYL
w* wkw hh ®

hu2 .0 PGKGLEWGWIMEPTYAADFKRRFTISRWSMTLYL

- * % » L]

hi2.10 PGEGLEWVGWINTYTGEPTYAADFRRRFTISLDTSASTVYL

abhc a0 lGGabedef 110
A4.6.1 QISNLFENDDTATYFCREY PH‘:’YGSSHWYFWWG&G‘ITV'I V35 {SEQ.ID NO:9)
whk W wwek * % *

hu2.0 QMHSLRAEDTAWYCARYPHYYGSSHWFD’VWGQGTLWSS (SEQ.ID NO:14)

hu2.10 QMNSLRAEDTAVYYCARYPHYYGSSHWYFDVWGQGTLVTVSS (SEQ.ID NO:16)

FIG._5B
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GRATTCAACT TOTCCATACT TTGGATAAGG MAATACAGAT ATGRARMATC TCATTGUTGA
GTIGTTATTT AAGCTTTGGRA GATTATCGTC ACTGLAANTGL TTCGCAATAT GGUGCARMAT
GACTAACAGC GGTTGATTRA TTAGGETAGRG GUGGIECTET ACGAGATAMA GOCCGATGOC
AGCATTCCTG AOGACGATAC GGAGUTOCTG CGCGATTALG TAARGAMITT ATTGAAGCAT
CCTCGTOAGT MAAAGTTAA TCTTTTCAAC AGCTGTCATA AMGTTGTCAD GGLOUGAGACT
TATAGTCGTT :N‘GTI“!‘TYRT TTTITAATET ATTTGTAMCT AGAATTOGAG CTOGGTALCC

GOGUATCOTC TAGAGETTGHR GETCATTIT ATG AKA AMG AAT ATC GCA TTT OTT
Met Lys Lys Asn Lle Rla Fhe Leu
=23 =20

CIT GCA TCT ATG TTC GTT TTT TCT ATT GOT ACA ANC GCO TAC GCT GAT
Leu Ala Ser HMet Phe Val Phe Ser Ile Ala Thr Asn Ala Tyr Ala asp
=15 =10 -5 1
BEGIN sUIT SIGHAL SEQUENCE
RIC CTAG TIG ACC CAG TCC CCG AGC TCC CTG TCC GO0 TCT TG GGC GAT
ile Glo Leu Thr Gin Ser Pro Ser Ser Leuw Ser Ala Ser val Gly aAsp
5 14 15

AGG GTT ACC ATC ACC TGC AGC GCA AGT ChG GAT ATT AGT RAC TAT TTA
Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn Tyr Leu
20

5 g
BEGIN LIGHT CHAIN )
AMC TGG TAT CAA CAG AAM CCA GGA AAA GOT CCO AMM OTA TG ATT TAC
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

TTC ACC TCC TCT CTC CAC ICT GGA @0 CCT TOT OGC TTC TCT GGA TCC
Phe Thr Ser Ser Leu His Ser Gly Val Pre Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 5% 50 65

GGT TCT GGO ACG GAT TAC ACT CTG ACC ATC AGC AGT OTG OAG CCA GhA
Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr ile Ser Ser Leu Gin Fro Glu
T 75 an

GAC TITC GCA ACT TAT TAC TGT CAA CAG TAT AGC ACC GTG CCG TGG ACG
Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gls Gln Tyr Ser Thr Val Fre Trp Thr
B3 L1 95

TTT 3Gk CAG GBT ACC AAG GTG GAG ATC ARMA CGA ACT GTG GOT GCA CCA
Fhe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Tle Lys Arg Thr val ala Ala Pro
i%0 105 110

TOT ST TTC ATC TIC COCG CCA TOT GAT GAS CAC TTG AAM TOT GGA ACT
Ser val Phe lle Phe Pro Fro Ser Asp Gluw Gln Leu Lys Ser Gly Thr
115 120 13%

GCT TCT GTT GTG TGO CTG CTG AAT AAC TIC TAT CCU AGA GAG GCC ARA

Ala Ser Wal Wal Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys
110 135 140 145

FIG._8A
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GTh
Val

MGT
Sar

ALC
Thr

™=l
Cye

AR
Agn
210

8/16

CAG TGG AAS GTG GAT AM GOC CTC CAAR TOCG QGT M TCT TAG GAG
Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu

150 15% 160

GTC ACh GAG CANG GAC AGC AAG GAC AGC ACC TAC AGT CTC AGC AGC

Yal Thr

TG ACG

Lew

GLA
Glu
185

AGG

Thr
150

GTC
Val

GGA

Glu Gln Asp Ser Lys Agp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
165 1740 175

MG AGC ARA GCA GAC TAC GAG AAMA CAC RAM GTC TAC GCC
Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
18% 190

ACT CAT CASG GGC CTG AGL TOG OO0 GTC ACA AAG AGC TTC
Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
200 2058

GAG TGT T ARGUTGATCC TOTACGLOGG ACGOATOSTS

Arg Gly Glu Cye O C*

GEOOOTAGTAC GCRACTACTC CTAMAMGGS TATCTAGAGS TTGAGITGAT TTT AT

Lys

Ala

Leu

TAT
Tyx

Lys

ROC
Thr

TCC
Sex
75

ALT
T™hr

val

Thr

Gly

TAT

a0

Ler

BCC
Ala

MAT
Aan
=20

MAC
Azn

Gln

Phe

CTG
L
45

GCT
Ala

ARC
hsn

anc
Va

Mer

=23
BEGIN st1I SIGHAL SEJUERCE
ATC GCA TTT CTT CTT GCA TCT ATG TIC GTT TTT TCT ATT
Ile Ala Phe Leu Leu Ala Ser Mer Phe Val Phe Ser Ile
=1% - 10

QLG TAC GOT GQAG GTT CAG CTS STC GAG TCT GGC GGT GGC
Ala Tyr Ala Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
1 5 il

CCA GGG GEC TCA CTC COGT TG TCC TOT GOAR GCT TOT GGC°
Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly
i5 20 25
BEQIIN HEAVY CHAIN
ACC AAC TAT GGT ATG AARC TGG ATC CGT CAG GLC COG GGT
Thr Asn Tyr Gly Met Asn Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly

g 35 40

GAA TGG GTT GGA TGG ATT ARC AIC TAT AC GOT Gha O0G
Glu Trp Val Gly Trp Ile hsn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro
50 55

GCG GAT TTC AMA OGT CGT TTT ACT ATA TCT GCA GAC ACCT
Als Asp Phe LyE Arg Arg Phe Thr Ile Ser bla Asp Thr
[ 4] il

ACA GTT TAC CTG CAG ATG AMC AGC CTG CGU GOT GAG GAC
Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Ley Arg Ala Glu Asp
B0 85 30

TAT TAC TGT GCM AMG TAC OCG CAC TAT TAT GGG AGC AGC

Tvr Tyr Cys Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser Ser
9% 100 108
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CAC TGG TAT TIC GAL GTC
Agp Val

His

™G
Sex

Lys

TR
Tyr
155

5er

TCC
Ser

ACC

Lys

Gly
235

AAT
Asn

GIN
GRC
Asp

ATC
Ile

GoT
Ala

GAC
Azp
s

g Tyr Phe

110
&oe
Ala

TCC ACC
Ser Thy
115

AGC ACC TCT
Ser Thr Ser
140

T™C
Phe

COC Ghi
Pro Glu

GGC GG CAC
Gly val His

CTe
Leu

AGC NGO
Ser Sar
130

‘TAT
™vr

ATC TGO
Ile Cys
205

1Y
Liys
230

GTT GAG
val Glu

eiris
Giy

TET GGT
Ser Gly

AMG
Lys

oG5 GOT
Gly Als

DOMAIN
AN GGC
Lys Gly

70

glp
GCT
Ala

GAT
Asp

QET TTIC
Gly Phe
385

ACT
Thar
300

GGT GAT
Gly Asp

GGT GAT AAT
Gly Asp Ash

AAG
Liys

GGG
Gly

L air]
Pro

ACT
Thr
175

GG
Val

AAC
AEn

oo
Fro

ToC
Ser

ATG
Hel
255

AAA
Lys

ATT
1le

T
Fhe

TCA
Ser

GGT
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TEG GGT CAM G3BA AIC
Trp Gly Giln Gly Thr
11%

CIG
L

GTC ACC GTC TCC
Val Thr Val Ser
120

GeEe
GLy

CCh TOG GTC TTC CCC
Pro Ser Val Phe Fro
130

TG
Leu

GCA
Ala
1315

cos TeC TeC
Pro Ser Ser

GEC
Gly

ACh GOG GO0 OTG GG TGO
Thr Ala Ala Leu Gly Cys
145 150

CTG GTC AMG GAC
Leu Val Lys Asp
TCA
Ser

GTG
val
160

TIC
Fhe

ACG OTG TOG TGE AAC
Thr Val Ser Trp Asno
165

C0G GOT GTC CTA CAG
Pro Ala val Leu Gln
180

Gac
Gly

GLC CTG ACC
Ala Leu Thr
1M

e

L TCA GGA CTC TAL
Ser

Ser Gly Leu Tyr
18%

TG GGC ACC CAG
Leu Gly Thr Gln
200

AAG GTC GAC
Lys val Asp

GTG
Val

ACC GTG COC TCC AGC
Thr val Pro Ser Ser
185

RGC
Ser

GTG
Val

AAT CAC AAG CUC AGC
Asn Hig Lys Pro Ser
10

AAC
Asn

ACT
Thr
215
AAR
Lys

POT TGT GAC AAR ACT
Ser Cys Asp Lys Thr
2%

CAC
His
230

CTC TAG AGT GGC
Leu * Ser Gly

GAT TIT GAT TAT GAA AAG
Asp Phe Asp Tvr Glu Lys
245
END LIGHT
GAh AAT GCC GAT GAA ARC
Glu Asn Ala Asp Glu Asn
260

ATG GCA AMC GCT

Mer Alzx Asn Ala

50

CHAIN BE

GCG CTA CAG TCT

Ala Leu Gln Ser
265

Gly
240

ACC
Thx

T
Leu

GAT TCT GTC GCT ACT GAT TAC GGT GOT GCT
Asp Ser Val Ala Thr ARsp Tyr Gly hla Ala
275 280

GaT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT OGT AAT GGT
Gly Asp Vval Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly
250 235

GOT GGEC TCT AAT TCC CRA ATG GOT CAA OTC GGT
Ala g;g Ser hgn Ser Gln Met Ala Glm Val Gly
310

CCT TTA ATG AAT AANT TTC CGT Chh TAT TTA COCT

Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gln Tyr Leu Pro
320 325 330
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™™o CTe CCT
Ser Leu Pro

or 1.}
Gla

AAM CCA TAT
Lys Pro Tyr

GAL
Gla
350
GGT GTC TTT

Gly val Phe
365

GoG
Ala

T ACG TTT
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TCG GTT GAA TGT CGC CCT TT7
Sur Val Glu Cys Arg Pro Phe
335 340

TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA
Phe Ser Ile Asp Cys hsp Lys
5%

TTT CIT TTA TAT GTT GCC ACC
Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr
ks

AR RTA TG CGT AAT ARG GAG

GCT
Ser Thr Phe Ala
380

AGTTCTTTTG GUTAGOGOCG

Asn Ile Leu Arg Asn Lys Glu

385
CCOCTATACCT TGEITTGCOTC

Fim da proteina G2

ATGGAGOUGE GCCACCTUGAR
ACTCCAAGAA TTGGAGCCAA

TGOCAGARCA TATCCATCOGT

CCTGARTGGA AGCCGEOGGT
TCAATTCTTG COGRAGRACTG
GTCCECCATC TOCAGLAGLC

GTC TIT AGC GCT GGT
Val Phe Ser hAla Gly
345

ATA AAC TTA TTC OGT
Ile Asn Leu Fhe Arg
3160

TTT ATG TAT GTA TTT

Phe Mer Tyr Val FPhe
175

TCT TAATCATGOC

Ser DC* (SEQID NO 100}

390

COCGEETIGE GIOGLGLETGL

ACCTICGCTAR COGATTCACC

TGRATGCOGCR AACTRACCCT

GCROOOGGUE CATCTUGGET

ASCGTTEGET CCOTGGOCALG GOTGOGCATG ATCCTGUTCC TOTOGTTGAG GACCCGSITA

FOCTGEOGGE GTTECOTTAC
AGUGACTGCT GUTGCAMAC
COTOTTTOSET AAAGTCTHGA
TGCATCGOAG GATGCTGOTG
TGGCATTGAC COTCAGTRAT
COCTCACARD GTTUCAGTAM
CTCTCTCSTT TCATCOGGTAT
ATCAAGTGAC CRAACAGERR
CATTAACGCT TCTGGAGARM
ANTOGUTTCR CORCTRCGOT
TATTTTGCTTA ARATTCOOGT
COARATOGEE AAAATOCTTT
TCCAGTTTGG AACARGAGTC
MACCGOCTAT CAGGGCTATG
GTCGREGTED OGTAMGCAL

TCOTTAGCAG ANTGANTCAC
GTCTGOGROC TGAGCAACAR
AMRCGCGGRAG TCMGOGOCTT
GOUTACCCTGT GGRACACCTA
TTTICTCTGG TCOCGOCGTA
COGSECRIGT TCATCATCAG
CATTACCCOC ATGRACAGARA
ARMACCGOCC TTAMCATGEC
CTCAACGAGE TGGACGUGGA
GATGAGCTTT ACCGCRGAAT
ATAAATCARR AGAATAGACT
CACTATTARA GARCGTGGAC
GRCCACTRCG TGAACCATCA
TARATCGGAR COCTAMRGEG

FiG._8D

CUATACGCOA GOGAACGTGA
CATGMTGET CTTCGOGTTTC
GUACCATTAT GTTCCGGATS
CATCTGTATT AAOGAAGUGC
TCCATACCGC CAGTTGTTTA
TAKCCCGTAT OOTGAGCATC
ATTCCCCCTT ACACGGAGET
CCGOUTTTATC AGAAGCCAGA
TGAMCAGGCA GACATCTGTG
COGGARATTG TARACGTTAA
TCATTTTTTA ACCAATAGEC
GAGATAGGGT TOAGTCTTOET
TCCARCSTCR AAGGGOGAAA
CCCTAATCAA GTTTTTIOLEG

AGUCCOCGAT TTAGAGCTTG

291

2333

2387

4433

2453
2553
2613
2673
733
2793
28%3
2313
2973
3013
30%3
3153
Kl g
1273
R ]
31353
3453
1513
1573
1633



AOGGGGARMG
TAFIGCGCTS
TGIGCCOCTA
CCTCTGACAC
CAGACANGCC
CCAGTCACGT
GTACTGAGAG

COCATCAGGS

COGGOGAMIG
GCARGTGTRG
CAGGGCGOGT

RECGATAGOG
TGCACCATAT

TATCAGCTCA

GOOCTTATCOG GTARCTATCS
GCAGCAGCCR CTEOTARCAG
TTOARAGTGET CGOOTAACTA
CTGAAGOCAG TTALOTICCS
GUTGGTAGCG GTEGTTTTTT
CAMGAAGATC CTTTGATCTT
TARGGGATTT TGGTCATGAG
AAATGAASTT TTARATCRAT
TCOTTARTCA GTGAGGCACC
TEACTCCCTG TCOTGTAGAT
GCAATGATAC CGLGAGACTC
GOCGRARGGS CCGAGCGCAG

TOECEAGAAN
COGTCACGCT

COGGRTUCTG

GAGTGTATAC
GCGOTGTGAR

TAGFTOOGC
COCGACAGGK

GCTTTCTCAT

GATTAGCAGK
COGCTACACT
MAABAGACTT
TGTTTOCAAG
TTCTACHEGE
ATTATCAMAA
CTARMTATA
TATCTCAGDS
RACTACGATA
ACGCTCALCS
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GOAAGLGMAG AMGCGABAG GAGUGGGOGT
GCGOETARCT ADCACACTCG COGOGLUTTAR
COMOGCGEOGT TTOGGTORTG ACGGTGAAMLA
CACAGCTTGT CTGTRAGCGG ATGCOCGGGRAG
TOETTGOCEES TOTCGEEECE CAGTTATGAL
TESOTTARCT ATGOGGCATC AGAGCAGATT
ATACCGCACA GATGUGTAAG GAGAARATRC
ACTGACTORC TGOGCTOGET CGTTOGGETG
GTAATACGOT TRTCCACAGA ATCAGGGGAT
CAGCAMMAGG CCAGGAACDG TAMAAGGTC
CCCOOTGACT AGCATCACAM AMATCOACGC
CTATAAGAT ACCAGGCGTT TCOTCCTGGA
CTGCOGUTTA COQGATACCT GTOCGOCTTT
AGCTCACGET GTABGTATCT CAGTTCOGGTG

CACGAACCCD COGTTCAGCD
ARCCCGETAN GACACGARCTT
GLGAGGTATG TAGGCGGTGC
AGAAGGACAG TATTTSZGTAT
GOTAGCTOTT GATCCLOTAN
CAGCAGATTA COOGCAGARM
TCTGACGLTC AGTOGRACGH
MGGATCTTCA CCTAGATCCT
TATGAGTAAL CTTGHITTGA
ATCTGTCTAT TTOGTTCATS
CGGGAGGGIT TACCATCIGG
GOTCCAGATT TATCAGCAAT

ARGTGGTOCT GCAACTTTAT COGLUTCCAT

FIG._8E

CGACOGETGE
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TACAGRETTC
CTCCGCTCTG
ACARACCACT
ANARGGATCT
AMCTCACGT
TTTAAATTAM
CAGTTACCAR
CATAGTTOCC

CCCCAGTGCT

CCAGTCTATT

1633
3753
3813
Y
3933
1583
4053
4113
4173
4233
4233
4353
4413
4473
4533
4593
4653
4713
4773
4833
48393
4953
5013
5073
5133
183

5253



AATTGTTGEC
GCCATTGCTG

GETTCCCAAD

RTGGCAGCAC

GETGAGTACT

ATGTAACCCA
GEGTGAGCAR
TGTTGAATAC
CTCATGAMIDG
ACARTTTCOCCC

TATRAARATE

GGGAAGCTAG AGTMAGTAGT
CAGGCATCGT GETGTCALGC
GATCAMGGCG AGTTACATGA
CTCCGATCOGT TGTCAGAAGT
TGCATAATTC TOTTACTGIC
CAACCAMGTC ATTCTGAGRA
CATGGGATAR TACCGUGCTA
CTTCGGGGOG ARMACTCTCA
CTOGTGCACC CAACTGATCT
AMMCAGGANG GCAAAATGOC
TCATACTOTT CCTTTTTCAA
GATACATATT TGAATGTATT
GRARMGTGCOT ACCTGACGTC

GGCGTATCAC GAGGCCCTTT

12/16

TCGCCAGTTA
TCETCGTTTG
TCOCCCATGT
ARGTTEGCCG
ATGCCATOCSG
TAGTGTATGC
CATAGCAGAA
AGGATCTTAL
TCAGCATCTT
GCAARMAMNGG
TATTATTGAA
TAGARAMATA
TARGAAACTA

COTCTTCAR

FIG._8F

ATAGTTTGCG
GTATOGECTIC

CAGTGTTATC

TARGATGCTT

CTTTARAAGT
COCTGTTIGAG

ATTCAGCTCC
AGCGETTAGC
ACTCATOGGETT
TTCTGTGACT
TIGCTICTTGE
GCTCATCATT
ATCCAGTTCG

TTACTTTCAL
GAATAAGGET
GCATTTATCA
MACRAATAGG

TTATTATCAT

CAGCGTTICT
GACACGGAMNA
GGETTATICT
GETTOOGLGEC
GACATTAMALT

5313
5373
5433
5493
5553
5613
5673
5733
5753
5853
5912
5971
8033
072
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10 20 30 40
F(ab)-12 DIQMTQSPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP
MB16 DI SPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP
H2305.6 DI SPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQQKP
YO0Ii01 DI SPSS LSASVGDRVT ITCSASQDIS NYLNWYQOKP
Y0192 DIQUTQSPSS LSASVGDRVT BANED TYLN
50 50
F(ab)-12 GRAPRVLIYF TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP
MBL.6 GKAPKIILIYF TSSLHSGEVPS RFSGSGSGTD TISSLQP
H2305.6 GKAPKVLIYF TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD MTLTISSLQP
Y0101 GKAPKVLIYF TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP
Y0192 GKAPKVLIYF_TSSLHSGVPS RFSGSGSGTD FTLTISSLQP
CDR-L2
90 100 110 ,
F(ab)-12 EDFATYYCQQ YSTVPWIFGQ GTKVEIKRTV  (SEQ.ID NO:8)
MB1.6  EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ GTKVEIKRTV  (SEQ.ID NO:101)
H2305.6 EDFATYYCQQ YSTVPWIFGQ GTKVEIKRTV  (SEQ.ID NO:103)
Y0101 EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ GTKVEIKRTV  (SEQ.ID NO:105)
Y0192 EDFATYYCQQ Y'_SFTVPWI‘FGQ GTKVEIKRTV  (SEQ.ID NO:107)
10 20 30 40
F(ab}-12 EVQLVESGGG LVOPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVRQA
MB1.6  EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NY QA
H2305.6 EVQLVESGGG LVOPGGSLRL SCAASGYTFT NY QA
Y0101 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NYGMNWVROA
Y0192 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGYTFT NY QA
CDR-HI
50 60 70 BO
F(ab)-12 PGKGLEWVGW INTYTGEPTY AADFRRRFTF SLDTSRKSTAY
MB1.6  PGKGLEWVGW INTYTGEPTY AADFKRRFT
H2305.6 PGKGLEWVGW INTYTGEPTY AADFKRRFTF
Y0101 PGKGLEWVGW INTYTGEPTY AADFKRRFTF SLDTSKSTAY
Y0192 PGKGLEWVGW INTYTGEPTY AADFERRFTE sr..mgxsmw
CDR-H2 CDR-7
90 100 110
F(ab)-12 LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF DVWGQGTL (SEQ.ID NO:7)
MB1.6 LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF DVWGQGTL (SEQ.ID NO:102)
H2305.6 LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF DVWGOGTL (SEQ.ID NO:104)
YO10] LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF DVWGQGTL (SEQ.ID NO:106)
Y0192 LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF DVWGOGTL (SEQ.ID NO:108)

CDR-H3

FiIG._9B



F(ab)-12
Y0243-]
Y0238-3
Y0313-1
Y0317

F(ab)-12
Y0243-1
Y0238-3
Y0313-1
Y0317

F(ab)-12
Y0243-1
Y0238-3
YO0313-1
Y0317

F(ab)-12
Y0243-1
Y0238-3
Y0313-i
Y0317

F(ab)-12
Y(243-1
Y0238-3
Y0313-)
Y0317

F(ab)-12
Y0243-1
Y0238-3
Y0313-1
Y0317

10
DIQMTQEPSS
DI SPS8
DI SPSS
DI SPSS
DI SPSS

50
GKAPRVLIYF
GKAPRVLIYF
GKAPKVLIYF
GKAPEVLIYF
GKAPKVLIYE

14

20
LSASVGDRVT
LSASVGDRVT
LSASVGDRVT
LSASVGDRVT
LSASVGDRVT

60
TESLHSGVPS
TSSLHESGVPS
TSSLHSGVPS
TSSLHSGVPS

GVPSE

CDR-1.2
90 100
EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
EDFATYYCQQ YSTVEWTFGQ
EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ
EDFATYYCQQ YSTVPWTFGQ

/16

30

40

ITCSASQDIS NYLNWYQQEP

ITCS ASQDIS NYLNWYQQKP

CDR-LI

70
RFSGSGEGTD
RFSGEGSGTD
RFSGS5GSGTD
RFSGSGSGTD
RFSGEGSGTD

110
GTEKVEIKRTV
GTRVEIERTV
GTKVEIFRRTV
GTEVEIRRTV
GTEVEIERTV

BO
FTLTISSLQP
FTLTISSLQP
FTLTISSLOQP
FTLTISSLOP
FTLTISSLOP

(SEQ.ID NO:8)

(SEQ.ID NO:109)
(SEQ.ID NO:111)
(SEQ.ID NO:113)
(SEQ.ID NO:115)

10
EVQLVESGGG
EVQLVESGGG
EVQLVESGGG
EVQLVESGGG
EVQLVESGGG

50
PGEKGLEWVGW
PGRGLEWVGW
PGKGLEWVGW
PGRGLEWVGW

CDR-L3

FiG._10A

20
LVOPGGSLRL
LVQPGGSLRL
LVQPGGSLRL
LVQPGCGSLRL
LVOQPGGSLRL

60
INTYTGEPTY
INTYTGEFPTY
INTYTGEFPTY
INTYTGEPTY

0 40
SCAASGYTFT NYGMNWVROA
SCAASGYDFT BYGMNWVRQA
SCRASGYTFT NYGINWVRQA
SCAASGYDFT HYGMNWVRQA
SCMSGYET %MWVRQA

CDR-HI

70 80
AADFKRRFTF SLDTSKSTAY
AADFKRRFTF SLDTSKSTAY
AADFKRRFTF SLDTSKSTAY
AADFKRRFTF SLDTSKSTAY

PGRGLEWVGW INTYTGEPTY AADFERRFTF SLDTSKSTAY

50

LOMNSLRAED TAVYYCARYP HYYGSSHWYF
LOMNSLRAED TAVYYCAKYP HYYGSSHWYF

LOMNSLRAED

LOMNSLRAED TAVYYCAKYP

LOMNSLRAED

CDR-H2

100

TAVYYCAKYP

TAVYYCAK

CDR-7
11¢
DVWGQGTL
DVWGEQETL
TVWGOGTL
NWCEQGTL
DVWGOGTL

GT\SHWYF
GANSHWYF
vans

CDR-

FiG._10B

(SEQ.ID NO:T)

(SEQ.ID NO:110)
(SEQ.ID NO:112)
(SEQ.ID NO:114)
(SEQ.ID NO:116)
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