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(57) Resumo: A presente invengado aborda o problema de prover: um anticorpo anti-GPC3 que reconhece um epitopo diferente
daquele para anticorpos existentes (por exemplo, GC33 e GC199) e que pode se ligar especificamente ao GPC3 localizado na
membrana celular, mesmo como um anticorpo de cadeia simples; um CAR incluindo o dito anticorpo anti-GPC3 de cadeia Unica;
uma célula imunocompetente que expressa o dito CAR; um gene de anticorpo anti-GPC3 ou gene CAR; um vetor que inclui o dito
gene de anticorpo anti-GPC3 ou gene CAR; uma célula hospedeira na qual o dito vetor foi introduzido; um método para detectar
especificamente GPC3; e um kit para detectar especificamente GPC3. Este anticorpo inclui as CDRs 1-3 de cadeia pesada
especificas e as CDRs 1-3 de cadeia leve especificas 3 definidas na reivindicagdo 1, e se liga especificamente ao polipeptideo
GPC3 derivado de humano. Este anticorpo se liga especificamente ao GPC3 localizado na membrana celular. Uma célula
imunocompetente para CAR, preparada a partir de CAR, que inclui o dito anticorpo de cadeia Unica € usada na imunoterapia para
cancer.
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ANTICORPO, RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO, CELULA
IMUNOCOMPETENTE, GENE DE ANTICORPO, VETOR, CELULA
HOSPEDEIRA, METODO PARA DETECTAR GPC3, E, KIT PARA A
DETECCAO DE GPC3
CAMPO TECNICO
[001] A presente invengdo se refere a: um anticorpo que se liga
especificamente a GPC3 (glipicano-3) (anticorpo anti-GPC3); um receptor de
antigeno quimérico (daqui por diante, também referido como “CAR”)
compreendendo anticorpo anti-GPC3 de cadeia tnica, uma regido
transmembrana fundida com uma terminagao carboxila (C) do anticorpo anti-
GPC3 de cadeia Unica, e uma regido de transdu¢do de sinal de ativacdo de
célula imunocompetente fundida com uma terminacdo C da regido
transmembrana; uma célula imunocompetente que expressa o CAR; um gene
do anticorpo anti-GPC3 ou um gene CAR; um vetor compreendendo o gene
do anticorpo anti-GPC3 ou o gene CAR; uma célula hospedeira na qual o
vetor foi introduzido; um método para detectar GPC3; e um kit para detectar
GPC3.
FUNDAMENTOS DA TECNICA

[002] Glipicano-3 (GPC3) € uma proteina de matriz extracelular que
€ expressa em tecidos embriondrios, particularmente, o figado ou o rim, e esté
associada a organogénese. A expressao de GPC3 ndo € observada em tecidos
humanos adultos, com a excec¢do da placenta, mas é observada em tecidos de
varios canceres tails como carcinoma hepatocelular, melanoma,
adenocarcinoma de célula clara do ovario, e carcinoma de célula escamosa do
pulmdo. Assim, GPC3 ¢é uma proteilna que € expressa em tecidos
embriondrios, como em proteinas tais como a-fetoproteina (AFP) e antigeno
carcinoembridnico (CEA), e € classificada, portanto, em antigenos de
carcinoma embriondrio. Especificamente, GPC3 € usada como uma molécula

alvo de tratamento de cancer, um marcador tumoral e um marcador de
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diagndstico, em decorréncia de sua caracteristica ser que a proteina ndo €
expressa em células de tecido normal, mas € especificamente expressa em
células de cancer.

[003] GPC3 € um elemento da familia proteoglicano que funciona
como matriz extracelular na adesdo celular em organogénese ou como um
receptor de um fator de crescimento celular. Uma &ancora de GPI
(glicosilfosfatidilinositol) € adicionada em serina na posicdo 560, localizada
no lado carboxila (C)-terminal de GPC3. A ancora de GPI desempenha um
papel em localizar GPC3 na superficie celular, através da ligacdo covalente no
lipideo de membrana celular. Igualmente, serina na posicdo 495 e serina na
posicao 509 de GPC3 sdo modificadas com uma cadeia de sulfato de
heparano (cadeia de HS). A cadeia de HS € conhecida por regular uma
pluralidade de vias de transducao de sinal de crescimento tais como vias de
transducdo de sinal Wnt, sinal FGF e sinal BMP. Uma via de transdu¢do de
sinal de crescimento envolvida é conhecida por diferir entre os tipos de
canceres. Por exemplo, no carcinoma hepatocelular (HCC), as células
crescem pelo estimulo da via do sinal Wnt. Uma caracteristica comum da
familia de glipicano € o nimero de cisteina tdo abundante quanto 16 em uma
regido extracelular, e considera-se que estes residuos de cisteina contribuem
para a formacdo estivel de uma conformacdo pela formacdo de uma
pluralidade de ligacbes dissulfeto intramoleculares. Foi relatada a
possibilidade de que GPC3 na superficie da membrana celular € clivada entre
arginina (R) na posi¢cao 358 e serina (S) na posi¢ao 359 (R358/S359) por furin
convertase. Entretanto, uma vez que uma subunidade amino (N)-terminal de
GPC3 ¢ reticulada por meio de ligagdes dissulfeto intramoleculares, GPC3,
mesmo quando clivada em duas subunidades, uma subunidade N-terminal e
uma subunidade C-terminal, por furin convertase pode provavelmente manter
sua estrutura de tamanho completo sem se dissociar nestas subunidades. A

estrutura de GPC3 solivel permanece um assunto controverso. Assim,
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existem muitos pontos ndo esclarecidos em relacdo a conformagio de GPC3
localizado em uma membrana celular, incluindo também as estruturas das
1soformas de GPC3.
[004] GPC3 em uma membrana celular apresenta uma estrutura
complexa. Portanto, para preparar um anticorpo contra GPC3, considera-se
desejdvel que a regido estrutural mais simples seja um epitopo. Um anticorpo
anti-GPC3 existente representativo inclui um anticorpo monoclonal 1G12,
que ¢ distribuido por BioMosaics, Inc. Este anticorpo € um anticorpo obtido
imunizando camundongos Balb/c com um antigeno (polipeptideo de 70
residuos C-terminal de GPC3) projetado de modo a contornar a estrutura
complicada ou localizacdo de GPC3, para preparar hibridomas e selecionar os
hibridomas usando o antigeno. Anticorpos GC33 e GC199, desenvolvidos por
um fabricante farmacéutico japonés, também sdo anticorpos monoclonais
estabelecidos na base do mesmo conceito anterior, e sdo anticorpos obtidos
com o fragmento parcial C-terminal de GPC3 como um antigeno (documento
de patente 1).
Documento da técnica anterior
Documento associado a patente
[005] Documento associado a patente 1: Patente Japonesa 4011100
SUMARIO DA INVENCAO
Objetivo a ser solucionado pela invencao
[006] Um objetivo da presente invencdo € prover: um anticorpo anti-
GPC3 que reconhece um epitopo diferente daquele para anticorpos existentes
(por exemplo, GC33 e GC199) e pode se ligar especificamente, mesmo na
forma de anticorpo de cadeia unica, a GPC3 localizado em uma membrana
celular; CAR compreendendo o anticorpo anti-GPC3 de cadeia tnica; uma
célula imunocompetente que expressa o CAR; um gene do anticorpo anti-
GPC3 ou um gene do CAR; um vetor compreendendo o gene do anticorpo

anti-GPC3 ou o gene CAR; uma célula hospedeira na qual o vetor foi
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introduzido; um método para detectar especificamente GPC3; e um kit para
detectar especificamente GPC3.

Meios para solucionar o objetivo

[007] Os presentes inventores tém realizado estudos aplicados para
atingir o objetivo. No curso dos estudos, os presentes inventores prepararam
um anticorpo anti-GPC3 inédito por um método de exibicdo de fago, que €
uma abordagem diferente dos métodos de preparacio de anticorpo
monoclonal convencionais envolvendo o estabelecimento de hibridomas.
Especificamente, uma biblioteca imune de genes de anticorpo foi sintetizada
usando células B derivadas de camundongos imunizados com GPC3 de
humano de tamanho completo, e os genes foram reconstituidos em uma
biblioteca de anticorpo de cadeia tnica (scFv), que foi a seguir incorporada
em uma exibicdo de fago e expressa na superficie do fago, seguido por
selecdo biologica usando GPC3 de humano de tamanho completo
recombinante e a linhagem celular que expressa GPC3 e, adicionalmente, se
necessario, um polipeptideo C-terminal competidor de GPC3 que funciona
como um epitopo para os anticorpos existentes para preparar um anticorpo
anti-GPC3. O anticorpo anti-GPC3 preparado também foi confirmado para ser
util para imunoterapia de cancer, usando células T que expressam um receptor
de antigeno quimérico (CAR) (daqui por diante, também referidas como

“células CAR- *). A presente invencdo foi concluida com base nestes

achados.
[008] Especificamente, a presente invencdo € da maneira a seguir.
[009] [1] Um anticorpo que se liga especificamente a um

polipeptideo derivado de GPC3 (glipicano-3) humano consistindo na

sequéncia de aminoicido representada por SEQ ID NO: 155 (daqui por

diante, também referido como o “anticorpo presente”), em que o anticorpo
(1-1)  compreende uma regido  determinante de

complementaridade de cadeia pesada (CDR) 1 consistindo na sequéncia de
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aminoicido representada por SEQ ID NO: 1, uma cadeia pesada CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 2, e
uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 3, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 4, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 5, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 6; ou

(2-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 11, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 12, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 13, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 14, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 15, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 16; ou

(3-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 21, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 22, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 23, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 24, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 25, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada

por SEQ ID NO: 26; ou
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(4-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 31, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 32, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 33, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 34, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 35, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 36; ou

(5-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 41, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 42, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 43, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 44, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 45, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 46; ou

(6-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 51, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 52, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 53, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 54, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 55, e

uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
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por SEQ ID NO: 56; ou

(7-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 61, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 62, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 63, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 64, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 65, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 66; ou

(8-1) compreende cadeia pesada CDRI consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 71, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 72, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 73, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 74, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 75, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 76; ou

(9-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 81, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 82, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 83, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 84, uma cadeia leve CDR2

consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 85, e
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uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 86; ou

(10-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 91, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 92, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 93, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 94, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 95, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 96; ou

(11-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 101, uma cadeia
pesada CDR?2 consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ
ID NO: 102, e uma cadeia pesada CDR3 consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 103, e

uma cadeia leve CDRI consistindo na sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 104, uma cadeia leve CDR2
consistindo na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 105, e
uma cadeia leve CDR3 consistindo na sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 106.
[0010] [2] O anticorpo de acordo com [1], em que o anticorpo

(1-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 7, e uma regido varidvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de

sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: §;
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ou

(2-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 17, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 18;
ou

(3-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 27, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 28;
ou

(4-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 37, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 38;
ou

(5-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 47, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 48;

ou
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(6-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 57, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 58;
ou

(7-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 67, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 68;
ou

(8-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 77, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 78;
ou

(9-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 87, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 88;
ou

(10-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
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consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 97, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 98;
ou

(11-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 107, e uma regido varidvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 108.
[0011] [3] O anticorpo de acordo com [1] ou [2], em que o anticorpo €
anticorpo de cadeia tnica.
[0012] [4] O anticorpo de acordo com [3], em que o anticorpo de
cadeia Unica

(1-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 165; ou

(2-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 166; ou

(3-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 167; ou

(4-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 168; ou

(5-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
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menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 169; ou
(6-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 170; ou
(7-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 171; ou
(8-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 172; ou
(9-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 173; ou
(10-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 174; ou
(11-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 175.
[0013]

cadeia unica

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminodcido com pelo

com a sequéncia de

aminodcido com pelo

com a sequéncia de

[5] O anticorpo de acordo com [3], em que o anticorpo de

(1-3’-1) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo

menos 80% ou mais de identidade de sequéncia

aminoacido representada por SEQ ID NO: 178; ou

com a sequéncia de

(1-3’-2) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo

menos 80% ou mais de identidade de sequéncia

aminoacido representada por SEQ ID NO: 179; ou

com a sequéncia de

(1-3’-3) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
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menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 180; ou

(2-3’-1) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 181; ou

(2-3’-2) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 182; ou

(2-3’-3) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 183; ou

(2-3’-4) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 184.
[0014] [6] O anticorpo de acordo com [1] ou [2], em que o anticorpo

(1-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 9, e
uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 10; ou

(2-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 19,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 20; ou

(3-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma

sequéncia de aminoédcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
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sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 29,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 30; ou

(4-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 39,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 40; ou

(5-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 49,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 50; ou

(6-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 59,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 60; ou

(7-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 69,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 70; ou

(8-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
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sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 79,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 80; ou

(9-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 89,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 90; ou

(10-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 99,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 100; ou

(11-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 109,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 110.
[0015] [7] CAR compreendendo o anticorpo de acordo com qualquer
um de [3] a [5] (daqui por diante, também referido como o “anticorpo de
cadeia Unica presente”), uma regido transmembrana fundida com uma
terminacdo carboxila do anticorpo de cadeia tinica presente, € uma regiao de
transducao de sinal de ativacdo de célula imunocompetente fundida com uma

terminacdo carboxila da regido transmembrana (daqui por diante, também
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referido como o “CAR presente”).

[0016] [8] O CAR de acordo com [7], compreendendo a sequéncia de
aminodcido representada por qualquer de SEQ ID NOs: 185 a 187.

[0017] [9] Uma célula imunocompetente que expressa o CAR de
acordo com [7] ou [8] (daqui por diante, também referido como a “célula
imunocompetente presente”).

[0018] [10] A célula imunocompetente de acordo com [9], que
expressa adicionalmente interleucina 7 (IL-7) e ligante de quimiocina 19
(CCL19).

[0019] [11] Um gene de anticorpo que codifica o anticorpo de acordo
com qualquer um de [1] a [6] (daqui por diante, também referido como o
“gene de anticorpo presente”), ou um gene CAR que codifica o CAR de
acordo com [7] ou [8] (daqui por diante, também referido como o “gene CAR
presente”).

[0020] [12] Um gene de anticorpo que codifica o anticorpo de acordo
com qualquer um de [1] a [4] e [6].

[0021] [13] Um vetor compreendendo um promotor, e o gene de
anticorpo de acordo com [11], ou o gene CAR que codifica o CAR de acordo
com [11] operavelmente ligado a jusante do promotor (daqui por diante,
também referido como o “vetor presente”).

[0022] [14] Um vetor compreendendo um promotor, € o gene de
anticorpo de acordo com [12] operavelmente ligado a jusante do promotor.
[0023] [15] Uma célula hospedeira na qual o vetor de acordo com
[13] ou [14] foi introduzido (daqui por diante, também referido como a
“célula hospedeira presente”).

[0024] [16] Um método para detectar GPC3 (glipicano-3),
compreendendo a etapa de detectar GPC3 usando o anticorpo de acordo com
qualquer um de [1] a [6] (daqui por diante, também referido como o “método

de deteccao presente”).
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[0025] [17] Um kit para a deteccio de GPC3 (glipicano-3),
compreendendo o anticorpo de acordo com qualquer um de [1] a [6], ou uma
forma marcada deste (daqui por diante, também referido como o “kit para
deteccdo presente”).
[0026] Exemplos de outras modalidades da presente invencdo podem
incluir o anticorpo presente para uso na deteccdo de GPC3, e um método para
produzir o anticorpo presente, compreendendo as etapas de: imunizar animais
ndo humanos (por exemplo, camundongos e ratos) com GPC3 de humano de
tamanho completo consistindo na sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 157; sintetizar DNAc por reacdo de transcri¢do reversa a partir
do RNA total de células B derivadas dos animais ndo humanos imunizados, e
amplificar genes de anticorpo para preparar uma biblioteca de gene de
anticorpo; e construir uma biblioteca de fago scFv a partir da biblioteca de
gene de anticorpo, e infectar E. coli com a biblioteca, de maneira que as
células expressem scFv, seguido por selecdo bioldgica usando o GPC3 de
humano de tamanho completo e a linhagem celular que expressa GPC3 e
adicionalmente, se necessdrio, um polipeptideo de GPC3 C-terminal
competidor (polipeptideo de GPC3 derivado de humano consistindo na
sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 156).
Efeito da invencao

[0027] O anticorpo presente € um anticorpo que se liga
especificamente ao GPC3 localizado em uma membrana celular ndo apenas
na forma de IgG, mas na forma de scFv. Células CAR-T usando o anticorpo
presente como scFv em CAR apresentam excelente atividade citotoxica e a
capacidade de produzir IFN-y. Consequentemente, o anticorpo presente €
usado para imunoterapia para o cancer.

Breve descricao dos desenhos
[0028] [Figura 1] Figura 1 é um diagrama que mostra cada ciclo

(etapa) de selecdo bioldgica consistindo em 5 tipos de série (série A a E).
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Série A envolve realizar 3 ciclos de selecdo biolégica com GPC3
recombinante imobilizado em esferas magnéticas como uma isca, e realizando
selecdo biologica em ciclos 4 e 5 com uma linhagem celular que expressa
GPC3 como uma isca (ciclo 5 foi realizado apenas para 1413 #3). Nos ciclos
1 a 4, anticorpos anti-GPC3 existentes (GC33 e GC199) foram adicionados
como anticorpos competitivos. Série B envolve realizar sele¢do biologica com
células que expressam GPC3 como uma isca, na presenca dos anticorpos
competitivos apos o ciclo 2 da série A. A série E envolve realizar a selecao
bioldgica com GPC3 recombinante imobilizado em esferas magnéticas como
uma isca, em condi¢des de anticorpo ndo competitivo, apds o ciclo 3 da série
A. Na série C, 4 ciclos no total da selecio bioldgica com uma linhagem
celular que expressa GPC3 como uma isca em 2 ciclos, e GPC3 recombinante
imobilizado em esferas magnéticas como uma isca, em 2 ciclos, foram
realizados na auséncia dos anticorpos competitivos. A série D envolve
realizar a mesma selecdo biolégica como aquela da série A na auséncia dos
anticorpos competitivos.

[0029] [Figura 2] Figura 2 € um diagrama que mostra resultados de
realizar citometria de fluxo (FCM) usando 18 tipos de clones de scFv anti-
GPC3 (TF1413-02d023, 02d028, 02d030, 02d039, 02e003, 02004, 02e014,
02030, 02e040, 03e001, 03e004, 03e005, 03e015, 03e016, 03e019, 03e027,
03e034, e 03e045) e anticorpos anti-GPC3 existentes (GC33 e GC199), e 3
tipos de linhagens celulares (linhagem celular que expressa fragmento N-
terminal GPC3, linhagem celular que expressa fragmento C-terminal GPC3, e
linhagem celular que expressa GPC3 [tamanho completo]). Os valores
numéricos no diagrama sdo indicados por valores relativos quando a
intensidade de fluorescéncia de uma linhagem celular que ndo expressa GPC3
(Iinhagem celular SK-Hep-1) foi definida como 1 em FCM.

[0030] [Figura 3] Figura 3 € um diagrama que mostra resultados de

realizar FCM usando anticorpos IgG, preparados a partir de 11 tipos de clones
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de scFv (TF1413-02d028, 02d039, 02004, 02e014, 02e030, 02040, 03e001,
03e004, 03e005, 03e015, e 03e034) e anticorpos anti-GPC3 existentes (GC33
e GC199), e 3 tipos de linhagens celulares (linhagem celular que expressa
fragmento N-terminal GPC3, linhagem celular que expressa fragmento C-
terminal GPC3, e linhagem celular que expressa GPC3 [tamanho completo]).
[0031] [Figura 4] Figura 4 ¢ um diagrama que mostra resultados de
realizar FACS (classificacdo celular ativada por fluorescéncia) usando uma
linhagem celular que expressa GPC3 tratado com 3 tipos de métodos (EDTA,
tripsina, e “EDTA + colagenase™), 3 tipos de combinacdes de anticorpo
(anticorpo IgG anti-camundongo marcado com APC [daqui por diante,
também referido como “anticorpo IgG anti-camundongo APC”], e uma
combinac¢do do anticorpo IgG anti-camundongo APC e um anticorpo do clone
de scFv [TF1413-02d028]).

[0032] [Figura 5] Figura 5 € um diagrama que mostra resultados da
andlise de células GPC3 CAR-T (células T que expressam CAR de scFv que
reconhece GPC3) derivadas de 5 tipos de clones de scFv (TF1413-02d028,
TF1413-02d039, TF1413-02e014, TF1413-02e030, e TF1413-03e005) em
relacdo a atividade citotéxica contra uma linhagem celular Sk-HEP-1 GPC3.
Em cada grifico, o pico direito representa células positivas para CD45
(células GPC3 CAR-T), e o pico esquerdo representa células negativas para
CD45 (células residuais de cancer [células Sk-HEP-1 GPC3]). O eixo vertical
de cada grafico representa o ndmero de células. O valor numérico em cada
grafico representa a razdo (%) do ntimero de células positivas para CD45 para
o numero total de células (células positivas para CD45 e células negativas
para CD45). Células T que ndo expressam GPC3 CAR (“Sem infec¢do” no
diagrama) foram usadas como um controle.

[0033] [Figura 6] Figura 6 é um grafico que mostra a razao de células
negativas para CD45na figura 5 (Figura 6A) e o nimero de células negativas

para CD45 (Figura 6B). Em um par de gréficos de barra, o grafico de barra a
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esquerda representa “simulado” (linhagem celular Sk-HEP-1 simulada), e o
grafico de barras a direita representa “GPC3” (linhagem celular Sk-HEP-1
GPC3).

[0034] [Figura 7] Figura 7 € um diagrama que mostra resultados da
andlise de células GPC3 CAR-T derivadas de 5 tipos de clones de scFv
(TF1413-02d028, TF1413-02d039, TF1413-02¢014, TF1413-02e030, e
TF1413-03e005) em relacdo a capacidade de produzir IFN-y contra uma
linhagem celular Sk-HEP-1 GPC3. Células T que ndo expressam GPC3 CAR
(“Sem infec¢do” no diagrama) foram usadas como um controle.

Modo de realizar a invencao

[0035] O anticorpo presente € um anticorpo compreendendo a cadeia
pesada (H) e cadeia leve (L) CDR1 a CDR3 descrito anteriormente em
qualquer de (1-1) a (11-1), e que se liga especificamente a, como um epitopo,
pelo menos um por¢do (em geral na faixa de 3 a 30 residuos de aminoécido,
preferivelmente 4 a 20 residuos de aminodcido, mais preferivelmente 5 a 15
residuos de aminoacido) de um polipeptideo de GPC3 derivado de humano
consistindo na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 155
(polipeptideo amino [N]-terminal consistindo em residuos de aminodcido 32 a
471 [éxons 1 a 7] de GPC3 de tamanho completo derivado de humano,
consistindo na sequéncia de amino4cido representada por SEQ ID NO: 157).
Este anticorpo se liga especificamente ndo apenas na forma de IgG, mas na
forma de scFv em GPC3 localizado em uma membrana celular, e em geral
compreende uma regido varidvel de cadeia H compreendendo a cadeia H de
CDRI1 a CDR3 descrita anteriormente em qualquer de (1-1) a (11-1), e uma
regido varidvel de cadeia L. compreendendo a cadeia L. de CDR1 a CDR3
descrita anteriormente em qualquer de (1-1) a (11-1). Neste contexto, o termo
“se liga especificamente” significa que o anticorpo reconhece e se liga ao
polipeptideo que consiste na sequéncia de aminoécido representada por SEQ

ID NO: 155, através de um mecanismo de reconhecimento com alta
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especificidade antigeno-anticorpo. Assim, o anticorpo presente ndo se liga
especificamente a um polipeptideo de GPC3 derivado de humano consistindo
na sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 156 (polipeptideo
carboxila [C]-terminal consistindo em residuos de aminodcido 472 a 580
[éxons 8 e 9] de GPC3 de tamanho completo derivado de humano,
consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 157).
[0036] O anticorpo presente nao € particularmente limitado por sua
origem, tipo, classe, morfologia, etc. O anticorpo presente inclui, por
exemplo: um anticorpo derivado de humano; um anticorpo derivado de um
animal ndo humano tal como um camundongo ou um rato; um anticorpo
policlonal, um anticorpo oligoclonal (mistura de vdrios a varias dezenas de
anticorpos), € um anticorpo monoclonal; € um anticorpo quimérico ou um
anticorpo humanizado no qual uma regido parcial (por exemplo, regides
constantes) de um anticorpo foi substituida por uma regido derivada de uma
espécie diferentes de organismo, um fragmento de anticorpo tal como um
fragmento de anticorpo F(ab’), obtido digerindo um anticorpo monoclonal
com pepsina, um fragmento de anticorpo Fab’ obtido reduzindo um
fragmento de anticorpo F(ab’),, e Fab obtido digerindo um anticorpo
monoclonal com papaina, € um anticorpo recombinante tal como scFv
contendo uma regido variavel de cadeia pesada (H) de anticorpo e uma regidao
variavel de cadeia leve (H) de anticorpo ligadas por meio de reticulacdes de
aminoicido. No caso de usar o anticorpo presente como CAR, scFv €
preferido.

[0037] O anticorpo presente estid preferivelmente em uma forma
separada. Neste contexto, o termo “separado” significa que o anticorpo esta
presente em um estdgio diferente do estdgio onde o anticorpo estd
originalmente presente, de maneira tal que o anticorpo € retirado de um
ambiente que envolve originalmente o anticorpo ou € expresso em um

ambiente diferente do ambiente que envolve originalmente o anticorpo por
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um funcionamento artificial. Especificamente, o “anticorpo separado” nao
inclui um anticorpo que € derivado de um certo individuo e estd em um
estagio incluido no corpo do individuo sem um funcionamento externo
(funcionamento artificial), ou em um tecido ou um fluido corporal (sangue,
plasma, soro, etc.) derivado do corpo. O anticorpo presente € preferivelmente
um anticorpo preparado por um funcionamento artificial (por exemplo, o
anticorpo recombinante descrito anteriormente). Um “anticorpo derivado de
uma célula preparado por um funcionamento artificial ou um anticorpo
produzido a partir da célula” como este ndo inclui um anticorpo que nao €
submetido a um funcionamento artificial, por exemplo, um anticorpo
produzido a partir de uma célula B de ocorréncia natural.

[0038] No anticorpo presente, uma regido de estrutura (FR) em geral é
ligada na terminacdo N e/ou terminacdo C de cada uma das regides CDR1 a
CDR3 de cadeia H e cadeia L. Entre tais FRs, exemplos das FRs de cadeia H
podem incluir FR1 de cadeia H ligada na terminacdo N de CDRI1 de cadeia H,
FR?2 de cadeia H ligada na terminacdo C de CDRI1 de cadeia H (terminacdo N
de CDR2 de cadeia H), FR3 de cadeia H ligada na terminacdo C de CDR2 de
cadeia H (terminacdo N de CDR3 de cadeia H), e FR4 de cadeia H ligada na
terminacdo C de CDR3 de cadeia H. Entre as FRs, exemplos das FRs de
cadeia L podem incluir FR1 de cadeia L ligada na termina¢do N de CDRI de
cadeia L, FR2 de cadeia L ligada na terminacdo C de CDRI1 de cadeia L
(terminacdo N de CDR?2 de cadeia L), FR3 de cadeia L ligada na terminacao
C de CDR2 de cadeia L (terminacdo N de CDR3 de cadeia L), e FR4 de
cadeia L ligada na terminacdo C de CDR3 de cadeia L.

[0039] Exemplos da FR1 de cadeia H podem incluir especificamente:
(1-HFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 30 da
sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 7, ou um polipeptideo
que consiste em uma sequéncia de aminoacido com pelo menos 80% ou mais

de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo;
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(2-HFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 30 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 17, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (3-HFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO:
27, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com
pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (4-HFR1) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 37, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-HFR1) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminoédcido
representada por SEQ ID NO: 47, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (6-HFRI1) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 30 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 57, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (7-
HFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 30 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 67, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (8-HFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO:
77, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com

pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
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aminoicido do polipeptideo; (9-HFR1) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 87, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoicido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (10-HFR1) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 1 a 30 da sequéncia de aminoédcido
representada por SEQ ID NO: 97, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; e (11-HFR1) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 30 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 107, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo.

[0040] Exemplos da FR2 de cadeia H podem incluir especificamente:
(1-HFR?2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 36 a 49
da sequéncia de aminoicido representada por SEQ ID NO: 7, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (2-HFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 17, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (3-HFR2) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoécido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 27, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (4-HFR2) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido

representada por SEQ ID NO: 37, ou um polipeptideo que consiste em uma
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sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-HFR2) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 36 a 49 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 47, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (6-
HFR?2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 36 a 49 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 57, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (7-HFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 67, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (8-HFR2) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoécido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 77, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (9-HFR2) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 36 a 49 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 87, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoédcido do polipeptideo; (10-HFR2) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 36 a 49 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 97, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e
(11-HFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoédcido 36 a 49

da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 107, ou um

Peticdo 870190062729, de 04/07/2019, pag. 41/269



26/ 104

polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo.

[0041] Exemplos da FR3 de cadeia H podem incluir especificamente:
(1-HFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 67 a 98
da sequéncia de aminoicido representada por SEQ ID NO: 7, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (2-HFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 67 a 98 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 17, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (3-HFR3) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 67 a 98 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 27, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (4-HFR3) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 67 a 99 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 37, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-HFR3) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 67 a 99 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 47, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (6-
HFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 67 a 98 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 57, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos

80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
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polipeptideo; (7-HFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 67 a 98 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 67, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (8-HFR3) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 67 a 98 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 77, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoicido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (9-HFR3) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 67 a 99 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 87, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoédcido do polipeptideo; (10-HFR3) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 67 a 98 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 97, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e
(11-HFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 67 a 98
da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 107, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo.

[0042] Exemplos da FR4 de cadeia H podem incluir especificamente:
(1-HFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 109 a 118
da sequéncia de aminoicido representada por SEQ ID NO: 7, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (2-HFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de

aminodcido 108 a 117 da sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID
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NO: 17, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (3-HFR4) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoacido 106 a 115 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 27, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminoicido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (4-HFR4) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 111 a 120 da sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 37, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-HFR4) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 108 a 117 da sequéncia
de aminodcido representada por SEQ ID NO: 47, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (6-
HFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 107 a 116 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 57, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (7-HFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 106 a 115 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 67, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (8-HFR4) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoacido 106 a 115 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 77, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (9-HFR4) um polipeptideo que

consiste em residuos de aminodcido 111 a 120 da sequéncia de aminoécido
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representada por SEQ ID NO: 87, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoédcido do polipeptideo; (10-HFR4) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 110 a 119 da sequéncia
de aminodcido representada por SEQ ID NO: 97, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e
(11-HFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 109 a
118 da sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 107, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo.

[0043] Exemplos da FR1 de cadeia L. podem incluir especificamente:
(1-LFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 1 a 23 da
sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 8, ou um polipeptideo
que consiste em uma sequéncia de aminoacido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo;
(2-LFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 1 a 23 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 18, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (3-LFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO:
28, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com
pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (4-LFR1) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 38, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de

aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
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sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-LFR1) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 48, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (6-LFR1) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 23 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 58, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (7-
LFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 1 a 23 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 68, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (8-LFR1) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO:
78, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com
pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (9-LFR1) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 88, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (10-LFR1) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 1 a 23 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 98, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e (11-LFR1) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 1 a 23 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 108, ou um polipeptideo que

consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
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identidade de sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo.

[0044] Exemplos da FR2 de cadeia L. podem incluir especificamente:
(1-LFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 35 a 49 da
sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 8, ou um polipeptideo
que consiste em uma sequéncia de aminoacido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo;
(2-LFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 40 a 54 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 18, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (3-LFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 35 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 28, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (4-LFR2) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoécido 35 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 38, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-LFR2) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 41 a 55 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 48, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (6-LFR2) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 35 a 49 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 58, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (7-
LFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 35 a 49 da

sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 68, ou um
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polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (8-LFR2) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 35 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 78, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (9-LFR2) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminoécido 35 a 49 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 88, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (10-LFR2) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 35 a 49 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 98, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e (11-LFR2) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 35 a 49 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 108, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo.

[0045] Exemplos da FR3 de cadeia L. podem incluir especificamente:
(1-LFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 57 a 88 da
sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 8, ou um polipeptideo
que consiste em uma sequéncia de aminoacido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo;
(2-LFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 62 a 93 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 18, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do

polipeptideo; (3-LFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de
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aminodcido 57 a 88 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 28, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (4-LFR3) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 57 a 88 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 38, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (5-LFR3) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminodcido 63 a 94 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 48, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (6-LFR3) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 57 a 88 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 58, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (7-
LFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 57 a 88 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 68, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (8-LFR3) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 57 a 88 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 78, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (9-LFR3) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 57 a 88 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 88, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a

sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (10-LFR3) um polipeptideo que
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consiste em residuos de aminodcido 57 a 88 da sequéncia de aminodcido
representada por SEQ ID NO: 98, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e (11-LFR3) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoécido 57 a 88 da sequéncia de
aminoicido representada por SEQ ID NO: 108, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo.

[0046] Exemplos da FR4 de cadeia L. podem incluir especificamente:
(1-LFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 98 a 108
da sequéncia de aminoicido representada por SEQ ID NO: 8, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (2-LLFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 103 a 113 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 18, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (3-LFR4) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 97 a 107 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 28, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (4-LFR4) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminoacido 98 a 108 da sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 38, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido do polipeptideo; (5-LFR4) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminodcido 104 a 114 da sequéncia
de aminodcido representada por SEQ ID NO: 48, ou um polipeptideo que

consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
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identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido do polipeptideo; (6-
LFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 98 a 108 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 58, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo; (7-LFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de
aminodcido 98 a 108 da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID
NO: 68, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminoicido
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoicido do polipeptideo; (8-LFR4) um polipeptideo que consiste em
residuos de aminodcido 98 a 108 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 78, ou um polipeptideo que consiste em uma sequéncia de
aminodcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (9-LFR4) um polipeptideo que
consiste em residuos de aminoacido 98 a 108 da sequéncia de aminoéicido
representada por SEQ ID NO: 88, ou um polipeptideo que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoicido do polipeptideo; (10-LFR4) um
polipeptideo que consiste em residuos de aminoédcido 98 a 108 da sequéncia
de aminodcido representada por SEQ ID NO: 98, ou um polipeptideo que
consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais de
identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacido do polipeptideo; e
(11-LFR4) um polipeptideo que consiste em residuos de aminoacido 98 a 108
da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 108, ou um
polipeptideo que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoicido do
polipeptideo.

[0047] As FRs do anticorpo presente sdo preferivelmente FRs de um

anticorpo humano conhecido. Exemplos de tais “FRs de um anticorpo
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humano conhecido” podem incluir FRs de um anticorpo humano registrado
em uma base de dados de sequéncia conhecida na técnica, tal como GenBank,
e FRs selecionadas de uma sequéncia comum (sequéncia consensual humana
mais homoéloga; Kabat, E. A. et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, US Dept. Health and Human Services, 1991) derivadas de cada
subgrupo de um anticorpo humano.

[0048] A CDRI1 de cadeia H no anticorpo presente em geral se
localiza nas posicdes H31 a H35 com base na numeragdo Kabat (vide o
documento “Kabat, E.A. et al., (1991) NIH Publication No. 91-3242,
sequences of proteins of immunological interest”). A cadeia H de CDR2 no
anticorpo presente em geral se localiza nas posi¢cdes H50 a H52, H52A, e H53
a H65 com base na numeracdo Kabat. A cadeia H de CDR3 no anticorpo
presente em geral se localiza nas posicoes H95 a H100, H100A, H100B,
H101, e HI02 com base na numeracdo Kabat. A cadeia L. de CDRI no
anticorpo presente em geral se localiza nas posi¢cdes L.24 a 1.34 com base na
numeracdo Kabat. A cadeia L. de CDR2 no anticorpo presente em geral se
localiza nas posi¢oes L50 a L56 com base na numeracdo Kabat. A cadeia L de
CDR3 no anticorpo presente em geral se localiza nas posicdes L.89 a .97 com
base na numeracao Kabat.

[0049] Exemplos do anticorpo compreendendo a CDR1 e CDR3 de
cadeia H e cadeia L, descrito anteriormente em (1-1) como o anticorpo
presente, podem incluir um anticorpo compreendendo as regides varidveis (V)
de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (1-2), e podem incluir
especificamente: o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (1-3);
o anticorpo de cadeia tinica descrito anteriormente em (1-3’-1), o anticorpo de
cadeia Unica descrito anteriormente em (1-3’-2), e o anticorpo de cadeia tnica
descrito anteriormente em (1-3’-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia
H e a cadeia L descrito anteriormente em (1-4). Exemplos do anticorpo

compreendendo as CDRI1 e CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito
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anteriormente em (2-1) podem incluir um anticorpo compreendendo as
regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (2-2) e podem
incluir especificamente: o anticorpo de cadeia tUnica descrito anteriormente
em (2-3); o anticorpo de cadeia tnica descrito anteriormente em (2-3’-1), o
anticorpo de cadeia tnica descrito anteriormente em (2-3’-2), o anticorpo de
cadeia Unica descrito anteriormente em (2-3’-3), e o anticorpo de cadeia tnica
descrito anteriormente em (2-3’-4); e um anticorpo compreendendo a cadeia
H e a cadeia L descrito anteriormente em (2-4). Exemplos do anticorpo
compreendendo as CDRI1 e CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (3-1) podem incluir um anticorpo compreendendo as
regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (3-2) e podem
incluir especificamente: o anticorpo de cadeia tUnica descrito anteriormente
em (3-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia H e a cadeia L descrito
anteriormente em (3-4). Exemplos do anticorpo compreendendo as CDRI e
CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (4-1) podem incluir
um anticorpo compreendendo as regides V de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (4-2) e podem incluir especificamente: o anticorpo de
cadeia unica descrito anteriormente em (4-3); e um anticorpo compreendendo
a cadeia H e a cadeia L descrito anteriormente em (4-4). Exemplos do
anticorpo compreendendo as CDR1 e CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (5-1) podem incluir um anticorpo compreendendo as
regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (5-2) e podem
incluir especificamente: o anticorpo de cadeia tUnica descrito anteriormente
em (5-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia H e a cadeia L descrito
anteriormente em (5-4). Exemplos do anticorpo compreendendo as CDRI e
CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (6-1) podem incluir
um anticorpo compreendendo as regides V de cadeia H e cadeia L. descrito
anteriormente em (6-2) e podem incluir especificamente: o anticorpo de

cadeia tnica descrito anteriormente em (6-3); e um anticorpo compreendendo
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a cadeia H e a cadeia L descrito anteriormente em (6-4). Exemplos do
anticorpo compreendendo as CDR1 e CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (7-1) podem incluir um anticorpo compreendendo as
regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (7-2) e podem
incluir especificamente: o anticorpo de cadeia tUnica descrito anteriormente
em (7-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia H e a cadeia L descrito
anteriormente em (7-4). Exemplos do anticorpo compreendendo as CDRI e
CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (8-1) podem incluir
um anticorpo compreendendo as regides V de cadeia H e cadeia L. descrito
anteriormente em (8-2) e podem incluir especificamente: o anticorpo de
cadeia unica descrito anteriormente em (8-3); e um anticorpo compreendendo
a cadeia H e a cadeia L descrito anteriormente em (8-4). Exemplos do
anticorpo compreendendo as CDR1 e CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (9-1) podem incluir um anticorpo compreendendo as
regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (9-2) e podem
incluir especificamente: o anticorpo de cadeia tUnica descrito anteriormente
em (9-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia H e a cadeia L descrito
anteriormente em (9-4). Exemplos do anticorpo compreendendo as CDRI e
CDR3 de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente em (10-1) podem incluir
um anticorpo compreendendo as regides V de cadeia H e cadeia L descrito
anteriormente em (10-2) e podem incluir especificamente: o anticorpo de
cadeia Unica descrito anteriormente em (10-3); e um anticorpo
compreendendo a cadeia H e a cadeia L descrito anteriormente em (10-4).
Exemplos do anticorpo compreendendo as CDRI1 e CDR3 de cadeia H e
cadeia L descrito anteriormente em (11-1) podem incluir um anticorpo
compreendendo as regides V de cadeia H e cadeia L descrito anteriormente
em (11-2) e podem incluir especificamente: o anticorpo de cadeia unica
descrito anteriormente em (11-3); e um anticorpo compreendendo a cadeia H

e a cadeia L descrito anteriormente em (11-4). A regido varidvel de cadeia
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pesada e a regido varidvel de cadeia leve no anticorpo de cadeia tinica sdo em
geral ligadas por meio de um ligador de peptideo.

[0050] O CAR presente pode compreender o anticorpo de cadeia
Unica presente, uma regido transmembrana fundida com a terminagdo C do
anticorpo de cadeia Unica presente, e uma regido de transducdo de sinal de
ativacdo de célula imunocompetente fundida com a terminacdo C da regido
transmembrana. Neste contexto, a fusdo entre o anticorpo de cadeia unica
presente € a regido transmembrana, ou entre a regido transmembrana e a
regido de transdugdo de sinal de ativagdo de célula imunocompetente pode ser
mediada por um ligador de peptideo ou uma regido de dobradica IgG4.

[0051] Exemplos do tamanho do ligador de peptideo no anticorpo
presente podem incluir 1 a 100 residuos de aminoécido, preferivelmente 10 a
50 residuos de aminodcido. Exemplos do ligador de peptideo no anticorpo
presente podem incluir especificamente uma ligacdo consecutiva de 3
sequéncias de aminodcido, cada qual consistindo em 1 a 4 residuos de glicina
e 1 residuo de serina.

[0052] A regido transmembrana pode ser qualquer peptideo que pode
penetrar uma membrana celular. Exemplos destas podem incluir uma regido
transmembrana derivada de CDS8, uma cadeia a ou B do receptor de célula T,
CD3(, CD28, CD3e, CD45, CD4, CD5, CDS, CD9, CD16, CD22, CD33,
CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, ICOS, CD154, EGFR (receptor
do fator de crescimento epidérmico), ou GITR e podem incluir
especificamente uma regido transmembrana CD8 humana que consiste em
residuos de aminodcido 1 a 83 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 185. Alternativamente, a regido transmembrana pode ser
derivada de um peptideo que pode penetrar a membrana celular pela
truncacdo de 1 a 10 residuos de aminodcido C-terminais, preferivelmente 6 ou
7 residuos de aminoicido. Exemplos destas podem incluir a forma

geneticamente modificada 1 da regido transmembrana CD8 de humano
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consistindo em residuos de aminoacido 1 a 77 da sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 186, e a forma geneticamente modificada 2 da
regido transmembrana CD8 de humano consistindo em residuos de
aminodcido 1 a 76 da sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO:
187.

[0053] A regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula
imunocompetente pode ser qualquer regido capaz de transduzir um sinal nas
células imunocompetentes, mediante ligacdo do anticorpo de cadeia Unica
presente GPC3 de humano. A regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula imunocompetente compreende preferivelmente pelo menos um ou mais
elementos selecionados de polipeptideos das regides intracelulares de CD28,
4-1BB (CD137), GITR, CD27,0X40, HVEM, CD3(, e cadeia y associada ao
receptor Fc, e compreende mais preferivelmente trés polipeptideos das regides
intracelulares de CD28, 4-1BB, e CD3({. Exemplos de um polipeptideo como
este da regido intracelular de CD28 podem incluir especificamente um
polipeptideo da regido intracelular de CD28 de humano consistindo em
residuos de aminodcido 85 a 124 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 185. Exemplos do “polipeptideo da regido intracelular de 4-
IBB” podem incluir especificamente um polipeptideo da regido intracelular
de 4-1BB de humano, que consiste em residuos de aminoacido 125 a 170 da
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 185. Exemplos do
polipeptideo da regido intracelular de CD3({ podem incluir especificamente
um polipeptideo da regido intracelular de CD3( de humano, que consiste em
residuos de aminoacido 172 a 283 da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: 185.

[0054] Arginina (Arg) na posicdo 84 da sequéncia de aminoacido
representada por SEQ ID NO: 185, arginina na posicdo 78 da sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186, e arginina na posi¢do 77 da

sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 187 sdo uma
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sequéncia comum entre o polipeptideo da regido transmembrana derivado de
CD8 de humano e o polipeptideo da regido intracelular de CD8 de humano.
Leucina (Leu) na posicao 171 da sequéncia de aminodcido representada por
SEQ ID NO: 185, leucina na posi¢cao 165 da sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 186, e leucina na posi¢ao 164 da sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187 sdo uma sequéncia comum
entre o polipeptideo da regido intracelular de 4-1BB de humano e o
polipeptideo da regido intracelular de CD3({ de humano.

[0055] Na presente especificacdo, a “célula imunocompetente”
significa uma célula responsdvel por fungbes imunes em um corpo vivo.
Exemplos da célula imunocompetente podem incluir: uma célula linféide tal
como uma célula T, uma célula exterminadora natural (célula NK), e uma
célula B; uma célula apresentadora de antigeno tal como um mondcito, um
macrofago, e uma célula dendritica; e um granuldcito tal como um neutréfilo,
um eosindfilo, um basoéfilo, e um mastécito. Exemplos especificos desta
podem incluir preferivelmente uma célula T derivada de um mamifero, tal
como um humano, um cachorro, um gato, um porco ou um camundongo,
preferivelmente uma célula T derivada de humano. A célula T pode ser obtida
por isolamento ou purificagdo de uma célula imunocompetente que se infiltra
em um fluido corporal tal como sangue ou fluido da medula 6ssea, um tecido
do bacgo, do timo, linfonodo ou similares, ou um tecido de cancer de tumor
primario, tumor  metastitico, ascites cancerosas ou  similares.
Alternativamente, uma célula T preparada a partir de uma célula ES ou uma
célula 1iPS pode ser utilizada. Exemplos de uma célula T como esta podem
incluir uma célula T alfa-beta, uma célula T gama-delta, uma célula T CDS8",
uma célula T CD4*, uma célula T de infiltracdo tumoral, uma célula T de
memoria, uma célula T virgem, e uma célula T NK. A origem da célula
imunocompetente pode ser a mesma ou diferente de um sujeito da

administracdo. Quando o sujeito da administragdo € um humano, uma célula
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autdloga coletada de um paciente como o sujeito da administracdo pode ser
usada como a célula imunocompetente, ou qualquer das outras células
coletadas de um sujeito sem ser o sujeito da administracdo pode ser usada
como a célula imunocompetente. Especificamente, o doador e o receptor
podem ser o mesmo ou diferentes, e é preferivelmente o mesmo.

[0056] Exemplos do sujeito da administracdo podem incluir
preferivelmente um mamifero e uma célula de mamifero. Exemplos do
mamifero podem incluir mais preferivelmente um humano, um camundongo,
um cachorro, um rato, um porquinho da india, um coelho, um péssaro, ovelha,
um porco, gado, um cavalo, um gato, um macaco e um chimpanzé,
particularmente preferivel um humano.

[0057] O CAR presente € preferivelmente usado para expressdo ex
vivo na superficie celular da célula imunocompetente coletada de um paciente
com cancer em tratamento de cancer. No caso de usar uma célula T como a
célula imunocompetente, exemplos do peptideo que consiste na regido
transmembrana, € na regido de transducdo de sinal de ativacdo de célula
imunocompetente fundida com a terminacdo C da regido transmembrana no
CAR presente, podem incluir especificamente um peptideo que consiste na
sequéncia de aminoacido representada por qualquer de SEQ ID NOs: 185 a
187. Exemplos do CAR presente podem incluir especificamente CAR
compreendendo anticorpo de cadeia Unica selecionado do grupo que consiste
no anticorpo de cadeia tnica descrito anteriormente em (1-3), o anticorpo de
cadeia dnica descrito anteriormente em (2-3), o anticorpo de cadeia Unica
descrito anteriormente em (1-3’-1), o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3°-2), o anticorpo de cadeia tnica descrito anteriormente
em (1-3°-3), o anticorpo de cadeia tinica descrito anteriormente em (2-3’-1), o
anticorpo de cadeia tnica descrito anteriormente em (2-3’-2), o anticorpo de
cadeia Unica descrito anteriormente em (2-3’-3), e o anticorpo de cadeia tnica

descrito anteriormente em (2-3’-4), e um peptideo que consiste na sequéncia
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de aminoécido representada por qualquer de SEQ ID NOs: 185 a 187, fundida
com a termina¢ao C do anticorpo de cadeia unica.
[0058] Especificamente, exemplos do CAR presente podem incluir:

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito

anteriormente em (1-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
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aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (1-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-1), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
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anteriormente em (2-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-2), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-3), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-4), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 185,

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-4), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 186, e

CAR compreendendo o anticorpo de cadeia unica descrito
anteriormente em (2-3’-4), e um peptideo que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 187.

[0059] A célula imunocompetente presente pode ser qualquer célula
imunocompetente que expressa CAR. Uma vez que CAR em geral ndo ocorre

naturalmente, a célula imunocompetente expressa CAR exdgeno, CAR ndo
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enddgeno. A célula imunocompetente presente preferivelmente expressa de
maneira adicional IL-7 e/ou CCL19. Quando observa-se que a célula
imunocompetente ¢ uma célula que ndo expressa IL-7 e/ou CCLI19, por
exemplo, uma célula T, ou quando a célula imunocompetente € uma célula
sem ser uma célula T que expressa pouco IL-7 e/ou CCL19, a célula
imunocompetente presente preferivelmente expressa IL-7 e/ou CCLI19
exogeno.

[0060] A célula imunocompetente presente pode ser preparada
introduzindo o vetor presente compreendendo o gene CAR presente, e um
vetor compreendendo gene IL-7 efou CCL19 em uma célula
imunocompetente. O método de introducido pode ser qualquer método para
introduzir DNA em células de mamifero. Exemplos deste podem incluir um
método tal como eletroporagdo (Cytotechnology, 3, 133 (1990)), método de
fostato de cdlcio (Publicagdo do pedido de patente Japonesa ndo examinada 2-
227075), lipoteccdo (Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 84, 7413 (1987)), e
método de infecgdo viral. Exemplos de um método de infeccdo viral podem
incluir um método que envolve transfectar uma célula de acondicionamento
tal como uma célula GP2-293 (fabricada por Takara Bio Inc.), uma célula
Plat-GP (fabricada por Cosmo Bio Co., Ltd.), uma célula PG13 (ATCC CRL-
10686), ou uma célula PA317 (ATCC CRL-9078) com um vetor de expressao
CAR (Publicacdo internacional WO 2016/056228) e um plasmideo de
acondicionamento para preparar um virus recombinante, e infectaring uma
célula T com o virus recombinante.

[0061] A célula imunocompetente presente pode ser produzida
incorporando um nucleotideo que codifica 0 CAR presente e um nucleotideo
que codifica IL-7 e/ou CCL19 no genoma de uma célula, pelo uso de uma
técnica de edicdo de gene conhecida na tecnologia, de maneira tal que os
nucleotideos sdo expressiveis no controle de um promotor apropriado.

Exemplos da técnica de edicdo de gene conhecida na técnica incluem uma
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técnica que usa endonuclease tal como nuclease dedo de zinco, TALEN
(nuclease efetora semelhante a ativador de transcri¢do), ou sistema CRISPR
(repeticao palindromica curta interespacada regularmente agrupada)-Cas.
[0062] A célula imunocompetente presente pode ser usada em
combinacdo com um agente anticincer adicional. Exemplos do agente
anticancer adicional podem incluir: um farmaco de alquilacdo tal como
ciclofosfamida, bendamustina, ifosfamida e dacarbazina; um antimetabdlito
tal como pentostatina, fludarabina, cladribina, metotrexato, 5-fluorouracil, 6-
mercaptopurina € enocitabina; um farmaco de alvejamento molecular tal
como rituximabe, cetuximabe e trastuzumabe; um inibidor de quinase tal
como imatinibe, gefitinibe, erlotinibe, afatinibe, dasatinibe, sunitinibe e
trametinibe; um inibidor de proteassoma tal como bortezomibe; um farmaco
inibidor de calcineurina tal como ciclosporina e tacrolimo; um antibidtico
anticancer tal como idarubicina e doxorubicina mitomicina C; um alcal6ide
vegetal tal como irinotecano e etoposido; um farmaco contendo platina tal
como cisplatina, oxaliplatina e carboplatina; um hormonio terapéutico tal
como tamoxifeno e bicalutamida; e um farmaco imunossupressor tal como
interferon, nivolumabe e pembrolizumabe.

3

[0063] Exemplos do método para “usar a célula imunocompetente
presente em combinagdo com o agente anticancer adicional” podem incluir
um método que usa o tratamento com o agente anticancer adicional, seguido
pelo uso da célula imunocompetente presente, um método usando a célula
imunocompetente presente e o agente anticancer adicional ao mesmo tempo, e
um método usando tratamento com a célula imunocompetente presente
seguido pelo uso do agente anticincer adicional. O uso da célula
imunocompetente presente em combina¢do com o agente anticancer adicional
pode melhorar adicionalmente um efeito terap€utico em um céncer, e também

pode reduzir suas respectivas reacdes adversas diminuindo seus respectivos

ntimeros de administracao ou doses.
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[0064] O gene de anticorpo presente ndo € particularmente limitado,
contanto que o gene de anticorpo (nucleotideo) codifique o anticorpo
presente. Exemplos deste podem incluir:

(1-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 111 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (1-1)), ou um c6édon degenerado forma
geneticamente modificada do CDR1 de cadeia H gene; um CDR2 de cadeia H
gene consistindo em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regidao V
de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ
ID NO: 111 (gene que codifica a cadeia H de CDR?2 descrito anteriormente
em (1-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cédon degenerado do
gene de CDR?2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 324 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 111 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (1-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L consistindo na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 112 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (1-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 112 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (1-1)), ou uma forma

geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
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CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 112 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (1-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(2-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 115 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (2-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 115 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(2-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 321 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 115 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (2-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 117 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 116 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (2-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de

nucleotideo 163 a 183 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
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sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 116 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (2-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 280 a 306 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 116 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (2-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(3-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 119 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (3-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 119 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(3-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cddon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 315 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 119 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (3-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 120 (gene que

codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (3-1)), ou uma forma
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geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 120 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (3-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 288 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 120 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (3-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(4-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 123 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (4-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 123 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(4-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 298 a 330 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 123 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (4-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
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nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 124 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (4-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 124 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (4-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 124 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (4-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(5-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 127 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (5-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 127 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(5-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 298 a 321 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 127 (gene

que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (5-1)), ou uma
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forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 120 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 128 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (5-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 166 a 186 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 128 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (5-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 283 a 309 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 128 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (5-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(6-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 131 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (6-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 131 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(6-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene

de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
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residuos de nucleotideo 295 a 318 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 131 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (6-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 132 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (6-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 132 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (6-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 132 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (6-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(7-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 135 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (7-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
c6don degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de

cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
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NO: 135 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(7-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 315 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 135 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (7-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 136 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (7-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 136 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (7-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 136 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (7-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(8-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 139 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1

descrito anteriormente em (8-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
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codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 139 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(8-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 315 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 139 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (8-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 140 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (8-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 140 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (8-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 140 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (8-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3,

(9-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de

CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
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gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 143 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (9-1)), ou uma forma geneticamente modificada de
codon degenerado do gene CDRI1 de cadeia H; um gene de CDR2 de cadeia H
que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido V de
cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID
NO: 143 (gene que codifica a cadeia H de CDR2 descrito anteriormente em
(9-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cdon degenerado do gene
de CDR2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 298 a 330 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 143 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (9-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 144 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (9-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 144 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (9-1)), ou uma forma
geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 144 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (9-1)), ou uma forma

geneticamente modificada de cdédon degenerado do gene de cadeia L de
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CDR3,

(10-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 147 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (10-1)), ou uma forma geneticamente modificada
de cddon degenerado do gene CDRI de cadeia H; um gene de CDR2 de
cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido
V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ
ID NO: 147 (gene que codifica a cadeia H de CDR?2 descrito anteriormente
em (10-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cddon degenerado do
gene de CDR?2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 327 do gene de regido V de cadeia H que
consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 147 (gene
que codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (10-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H; e

um gene de CDRI de cadeia L. que consiste em residuos de
nucleotideo 70 a 102 de um gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 148 (gene que
codifica a cadeia L de CDRI1 descrito anteriormente em (10-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de codon degenerado do gene de cadeia L de
CDRI1; um gene de CDR2 de cadeia L que consiste em residuos de
nucleotideo 148 a 168 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 148 (gene que
codifica a cadeia L de CDR2 descrito anteriormente em (10-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de codon degenerado do gene de cadeia L de
CDR2; e um gene de CDR3 de cadeia L que consiste em residuos de

nucleotideo 265 a 291 do gene de regido V de cadeia L. que consiste na
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sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 148 (gene que
codifica a cadeia L de CDR3 descrito anteriormente em (10-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de codon degenerado do gene de cadeia L de
CDR3, e

(11-1D) um gene de anticorpo compreendendo: um gene de
CDRI1 de cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 91 a 105 de um
gene de regido V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 151 (gene que codifica a cadeia H de CDRI1
descrito anteriormente em (11-1)), ou uma forma geneticamente modificada
de cddon degenerado do gene CDRI de cadeia H; um gene de CDR2 de
cadeia H que consiste em residuos de nucleotideo 148 a 198 do gene de regido
V de cadeia H que consiste na sequéncia de nucleotideo representada por SEQ
ID NO: 151 (gene que codifica a cadeia H de CDR?2 descrito anteriormente
em (11-1)), ou uma forma geneticamente modificada de cddon degenerado do
gene de CDR?2 de cadeia H; e um gene de CDR3 de cadeia H que consiste em
residuos de nucleotideo 295 a 324 do regido V de cadeia H que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 151 (gene que
codifica a cadeia H de CDR3 descrito anteriormente em (11-1)), ou uma
forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene de CDR3 de
cadeia H.

[0065] Exemplos adicionais do gene de anticorpo presente podem
incluir:

(1-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 111 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de

aminodcido representada por SEQ ID NO: 7), e um gene de regido varidvel de
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cadeia L que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 112 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 8),

(2-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 115 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 17), e um gene de regido variavel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 116 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 18),

(3-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 119 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 27), e um gene de regido variavel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo

representada por SEQ ID NO: 120 (gene que codifica uma regido varidvel de
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cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 28),

(4-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 123 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 37), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 124 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 38),

(5-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 127 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 47), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 128 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido

representada por SEQ ID NO: 48),
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(6-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 131 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 57), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 132 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 58),

(7-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 135 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 67), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 136 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 68),

(8-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo

com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
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nucleotideo representada por SEQ ID NO: 139 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 77), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 140 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 78),

(9-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 143 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 87), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 144 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 88),

(10-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 147 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo

menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
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aminodcido representada por SEQ ID NO: 97), e um gene de regido varidvel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 148 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 98), e

(11-2D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
regido varidvel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo
com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 151 (gene que codifica uma regido
variavel de cadeia H que consiste em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 107), e um gene de regido variavel
de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos
80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 152 (gene que codifica uma regido varidvel de
cadeia L que consiste em uma sequéncia de aminoicido com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 108).

Particularmente, exemplos do gene de anticorpo presente
podem incluir especificamente:

(1-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 113 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por

SEQ ID NO: 9), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
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nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 114 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 10),

(2-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 117 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 19), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 118 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 20),

(3-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 121 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 29), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 122 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de

aminodcido representada por SEQ ID NO: 30),
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(4-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 125 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 39), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 126 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 40),

(5-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 129 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 49), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 130 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 50),

(6-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 133 (gene que codifica uma cadeia H

consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
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de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 59), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 134 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 60),

(7-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 137 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 69), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 138 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 70),

(8-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 141 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 79), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 142 (gene que

codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
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menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 80),

(9-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 145 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 89), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 146 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 90),

(10-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%
ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 149 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 99), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 150 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 100), e

(11-4D) um gene de anticorpo compreendendo um gene de
cadeia H que consiste em uma sequéncia de nucleotideo com pelo menos 80%

ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de nucleotideo
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representada por SEQ ID NO: 153 (gene que codifica uma cadeia H
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 109), e um gene de cadeia L. que consiste em uma sequéncia de
nucleotideo com pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 154 (gene que
codifica uma cadeia L consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 110).

[0066] O gene CAR presente ndo € particularmente limitado, contanto
que o gene (nucleotideo) codifique o CAR presente. Exemplos deste podem
incluir especificamente:

(1-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (1-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(2-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (2-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(3-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (3-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(4-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (4-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(5-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (5-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(6-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o

anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (6-3), ou uma forma
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geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(7-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (7-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(8-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (8-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(9-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica o
anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (9-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(10-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica
o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (10-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(11-3D) um gene CAR compreendendo um gene que codifica
o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (11-3), ou uma forma
geneticamente modificada de cddon degenerado do gene,

(1-3’-1D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (1-3’-1), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene,

(1-3’-2D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (1-3’-2), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene,

(1-3’-3D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (1-3’-3), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene,

(2-3’-1D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (2-3’-1), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene,

(2-3’-2D) um gene CAR compreendendo um gene que
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codifica o anticorpo de cadeia Unica descrito anteriormente em (2-3’-2), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene,
(2-3’-3D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (2-3’-3), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene, e
(2-3’-4D) um gene CAR compreendendo um gene que
codifica o anticorpo de cadeia unica descrito anteriormente em (2-3’-4), ou
uma forma geneticamente modificada de c6don degenerado do gene.
[0067] Na presente especificacdo, a frase “pelo menos 80% de
identidade ou mais” significa que a identidade € 80% ou mais,
preferivelmente 85% ou mais, mais preferivelmente 88% ou mais,
adicionalmente de maneira preferivel 90% ou mais, ainda adicionalmente de
maneira preferivel 93% ou mais, particularmente de maneira preferivel 95%
ou mais, particularmente de maneira mais preferivel 98% ou mais, acima de
tudo preferivelmente 100%.
[0068] Na presente especificacdo, o termo “identidade” significa o
grau de similaridade entre sequéncias de polipeptideo ou polinucleotideo (este
grau é determinado combinando uma sequéncia de entrada com uma outra
sequéncia, preferivelmente do mesmo tipo (sequéncia de acido nucleico ou
proteina)). Exemplos de um método de programa de computador preferido
para calcular e determinar a “identidade” incluem, mas sem limitacao, GCG
BLAST (Ferramenta de busca de alinhamento local basico) (Altschul et al., J.
Mol. Biol. 1990, 215: 403-410; Altschul et al., Nucleic Acids Res. 1997, 25:
3389-3402; e Devereux et al., Nucleic Acid Res. 1984, 12: 387), BLASTN
2.0 (Gish W., http://blast.wustl.edu,1996-2002), FASTA (Pearson e Lipman,
Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 1988, 85: 2444-2448), ¢ GCG
GelMerge que determina e alinha um par dos contigs com sobreposicdo mais
longa (Wibur e Lipman, SIAM J. Appl. Math. 1984, 44: 557-567; e
Needleman e Wunsch, J. Mol. Biol. 1970, 48: 443-453).
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[0069] Na presente especificacdo, a “sequéncia de aminodcido com
pelo menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: X” €, em outras palavras, uma
“sequéncia de aminodcido derivada da sequéncia de aminodcido representada
por SEQ ID NO: X pela eliminagdo, substitui¢cdo, inser¢do e/ou adicdo de 0, 1
ou vérios residuos de aminodcido” e apresenta funcdes equivalentes aquelas
da sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: X. Neste contexto,
a “sequéncia de aminodcido derivada pela eliminacdo, substituicdo, insercao,
e/ou adicdo de 1 ou vdérios residuos de aminoécido” significa uma sequéncia
de aminoidcido na qual residuos de aminodcido foram eliminados,
substituidos, inseridos e/ou adicionados, por exemplo, na faixa de 1 a 30
residuos, preferivelmente na faixa de 1 a 20 residuos, mais preferivelmente na
faixa de 1 a 15 residuos, adicionalmente de maneira preferivel na faixa de 1 a
10 residuos, adicionalmente de maneira preferivel na faixa de 1 a 5 residuos,
adicionalmente de maneira preferivel na faixa de 1 a 3 residuos,
adicionalmente de maneira preferivel na faixa de 1 ou 2 residuos. O
tratamento por mutacdo destes residuos de aminoécido pode ser realizado por
um método arbitrario conhecido pelos versados na técnica, tal como sintese
quimica, uma abordagem de engenharia genética ou mutagénese.

[0070] O promotor no vetor presente pode ser qualquer regido que
inicia na transcricio de RNAm codificado pelo gene de anticorpo presente,
localizado a jusante do promotor. O promotor compreende em geral um sitio
de inicio de transcri¢ao (TSS).

[0071] O tipo do promotor ou do vetor no vetor presente pode ser
selecionado de maneira apropriada, de acordo com o tipo de uma célula
hospedeira (ou um organismo hospedeiro) no qual o vetor presente €
introduzido.

[0072] A célula hospedeira pode expressar o anticorpo presente pela

transcricdo do gene de anticorpo presente, ou pode expressar o CAR presente
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pela transcricdo de RNAm do gene CAR presente. No caso de introduzir um
“vetor compreendendo o gene de anticorpo presente” como o vetor presente,
uma levedura, uma célula de mamifero, uma célula de inseto, ou uma célula
de planta fornecida a seguir pode ser usada como a c€lula hospedeira. No caso
de introduzir um “vetor compreendendo o gene CAR presente” como o vetor
presente, a célula imunocompetente descrita anteriormente pode ser usada
como a célula hospedeira.

[0073] No caso de usar uma levedura (por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe) como a célula hospedeira,
exemplos do vetor presente podem incluir um vetor tal como YEPI13
(ATCC37115), YEp24 (ATCC37051), e YCp5S0 (ATCC37419), e um vetor
derivado do vetor. Exemplos do promotor podem incluir promotor do gene de
glicolise (por exemplo, gene de hexose quinase), promotor de PHOS,
promotor de PGK, promotor de GAP, promotor de ADH, promotor de gall,
promotor de gallQ, promotor da proteina do choque térmico, promotor de
MFal e promotor de CUPI.

[0074] No caso de usar uma célula de mamifero (por exemplo, uma
célula Namalwa derivada de humano, uma célula COS derivada de macaco,
uma célula CHO derivada de ovario de hamster chinés, e uma célula T
derivada de humano ou camundongo) como a célula hospedeira e usar um
vetor compreendendo o gene de anticorpo como o vetor presente, exemplos
do vetor presente podem incluir um vetor tal como pDNAcl, pcDMS
(fabricado por Funakoshi Co., Ltd.), pAGE107 (Publicacio de pedido de
patente Japonesa ndo examinada 3-22979; e Cytotechnology, 3, 133,(1990)),
pAS3-3 (Publicacdo de pedido de patente Japonesa ndo examinada 2-227075),
pCDMS (Nature, 329, 840, (1987)), pDNAcI/Amp (fabricado por Invitrogen
Corp.), pREP4 (fabricado por Invitrogen Corp.), pAGE103 (J. Biochemistry,
101, 1307 (1987)), e pAGE210, e um vetor derivado do vetor. Por outro lado,

no caso de usar uma célula de mamifero (por exemplo, a célula
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imunocompetente derivada de humano descrita anteriormente) como a célula
hospedeira e usar um vetor compreendendo o gene CAR como o vetor
presente, exemplos do vetor presente podem incluir um vetor de retrovirus tal
como um vetor pMSGV (Tamada k et al., Clin Cancer Res 18: 6436-6445
(2002)) e um vetor pMSCV (fabricado por Takara Bio Inc.), e um vetor
derivado do vetor.

[0075] Exemplos do promotor no vetor presente podem incluir
promotor do gene de citomegalovirus (CMV) IE (expressdo imediata),
promotor precoce de SV40, promotor de retrovirus, promotor de
metalotioneina, promotor de choque térmico, promotor de SRa, promotor de
NFAT, e promotor de HIF.

[0076] No caso de usar uma célula de inseto (por exemplo, uma célula
Sf9 e uma célula Sf21 que sdo células ovarianas de Spodoptera frugiperda, e
uma célula High5 que é uma célula ovariana de Trichoplusia ni) como a
célula hospedeira, exemplos do vetor presente podem incluir um vetor de
transferéncia para uso em métodos de preparagdo de baculovirus
recombinante, especificamente um vetor tal como pVL1392, pVL1393 e
pBlueBaclll (todos fabricados por Invitrogen Corp.), € um vetor derivado do
vetor. Exemplos do promotor podem incluir promotor de poli-hedrina e
promotor de p10.

[0077] No caso de usar uma célula de planta (por exemplo, células de
tabaco, batata, tomate, cenoura, soja, colza, alfalfa, arroz, trigo e cevada)
como a célula hospedeira, exemplos do vetor de expressdao podem incluir um
vetor tal como plasmideo Ti e vetor do virus do mosaico do tabaco, e um
vetor derivado do vetor. Exemplos do promotor podem incluir promotor 35S
do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e promotor actina 1 de arroz.
[0078] O vetor presente compreende preferivelmente de maneira
adicional as sequéncias de nucleotideo de uma regiao melhoradora e um sitio

de ligacdo de ribossomo (RBS) para melhorar adicionalmente a eficiéncia da
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expressao de gene, e compreende adicionalmente um gene de resisténcia ao
farmaco (por exemplo, gene de resisténcia a espectinomicina, gene de
resisténcia ao cloranfenicol, gene de resisténcia a tetraciclina, gene de
resisténcia a canamicina, gene de resisténcia a ampicilina, gene de resisténcia
a puromicina, gene de resisténcia a higromicina, gene de resisténcia a
blasticidina, e gene de resisténcia a geneticina) apropriado para o tipo da
célula hospedeira, para a triagem para a célula hospedeira presente. A regido
melhoradora é em geral arranjada a montante do promotor, € RBS é em geral
arranjada entre o promotor e o gene presente. A sequéncia de nucleotideo do
gene de anticorpo presente a ser incorporada no vetor presente pode ser
submetida a otimizacdo de uma sequéncia de cddon, de acordo com a célula
hospedeira para expressdo. O vetor presente pode ser preparado por um
método conhecido na técnica, usando uma técnica de recombinacao genética.
[0079] A célula hospedeira presente pode ser obtida introduzindo o
vetor presente na cé€lula hospedeira (transfectando a célula hospedeira com
este) por um método apropriado para o tipo da célula hospedeira.

[0080] No caso de usar a levedura descrita anteriormente como a
célula hospedeira, o0 método para introduzir o vetor presente na levedura pode
ser qualquer método para introduzir DNA na levedura. Exemplos deste
podem incluir um método tal como eletroporacdo (Methods Enzymol., 194,
182 (1990)), método de esferoplasto (Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos,
84, 1929 (1978)), e método de acetato de litio (J. Bacteriology, 153, 163
(1983)).

[0081] No caso de usar a célula de mamifero descrita anteriormente
como a célula hospedeira, o método para introduzir o vetor presente na célula
de mamifero pode ser qualquer método para introduzir DNA na célula de
mamifero. Exemplos deste podem incluir um método tal como eletroporagdo
(Cytotechnology, 3, 133 (1990)), método de fosfato de célcio (Publicacao de
pedido de patente Japonesa ndo examinada 2-227075), lipofeccdo (Proc. Natl.
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Acad. Sci. Estados Unidos., 84, 7413 (1987)), e método de infec¢do viral, da
maneira mencionada anteriormente. Exemplos de um método de infec¢do
viral como este podem incluir um método que envolve transfectar uma célula
de acondicionamento tal como uma célula GP2-293 (fabricada por Takara Bio
Inc.), uma célula Plat-GP (fabricada por Cosmo Bio Co., Ltd.), uma célula
PG13 (ATCC CRL-10686), ou uma célula PA317 (ATCC CRL-9078) com
um vetor de expressao de CAR (Publicagdo Internacional WO 2016/056228)
e um plasmideo de embalagem para preparar um virus recombinante, e
infectar uma célula T com o virus recombinante, da maneira mencionada
anteriormente.

[0082] No caso de usar a célula de inseto descrita anteriormente como
a célula hospedeira, exemplos do método para introduzir o vetor presente na
célula de inseto podem incluir um método que envolve cotransfectar a célula
de inseto com o vetor presente (vetor de transferéncia) e DNA gendmico
derivado de baculovirus para preparar um baculovirus recombinante, de
acordo com um método descrito em “Current Protocols in Molecular
Biology”, “Baculovirus Expression Vectors, A Laboratory Manual, W.H.
Freeman and Company, Nova lorque (1992)”, “Bio/Technology, 6, 47
(1988)”, etc. Exemplos de um método de cotransfeccdo como este podem
incluir um método tal como método de fosfato de célcio (Publicacdo de
pedido de patente Japonesa ndo examinada 2-227075) e lipofeccdo (Proc.
Natl. Acad. Sci. Estados Unidos., 84, 7413 (1987).

[0083] No caso de usar a célula de planta descrita anteriormente como
a célula hospedeira, exemplos do método para introduzir o vetor presente na
célula de planta podem incluir um método tal como um método usando
Agrobacterium (Publicacdes do pedido de patente Japonesa ndo examinadas
59-140885 e 60-70080), eletroporacao (Publicacdo de pedido de patente
Japonesa ndo examinada 60-251887), e um método usando uma arma de

pasticula (arma de gene) (patentes Japonesas 2606856 e 2517813).
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[0084] O anticorpo presente pode ser obtido cultivando a célula
hospedeira presente obtida pelo método mencionado anteriormente em uma
solucdo de cultura apropriada para a célula hospedeira.

[0085] Um animal transgénico, tal como um camundongo, gado, uma
cabra, ovelha, uma galinha, ou um porco, em que o gene de anticorpo
presente (o vetor presente) foi incorporado é preparado para uso de uma
técnica de preparacdo de animal transgénico, e um anticorpo derivado do gene
de anticorpo presente também pode ser produzido em uma grande quantidade
a partir do sangue, leite ou similares do animal transgénico.

[0086] Animais ndo humanos (por exemplo, camundongos e ratos)
sdo imunizados com uma substincia compreendendo um polipeptideo de
GPC3 derivado de humano, consistindo na sequéncia de aminoécido
representada por SEQ ID NO: 155 (antigeno de polipeptideo de GPC3). Uma
biblioteca fago de genes scFv € preparada por um método de exibicao de fago.
O scFv presente pode ser obtido por um método de selecao bioldgica usando
o antigeno de polipeptideo de GPC3 e/ou uma linhagem celular que expressa
o antigeno de polipeptideo de GPC3 (preferivelmente uma linhagem celular
que nao expressa nenhum GPC3 enddgeno) e adicionalmente, de maneira
preferivel, um polipeptideo de GPC3 C-terminal competidor consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 159. A partir dos
animais ndo humanos assim imunizados com o antigeno, hibridomas
produtores de anticorpo sdao preparados para uso de uma técnica de fusdo de
célula. Um sobrenadante de cultura contendo o anticorpo presente também
pode ser obtido através da selecao por ELISA usando uma placa na qual o
antigeno foi imobilizado em uma fase sélida. O anticorpo presente pode ser
separado e purificado a partir do sobrenadante da cultura pelo uso de uma
técnica de purificacdo de anticorpo conhecida na técnica.

[0087] O método de deteccdo presente pode ser qualquer método

compreendendo a etapa de detectar GPC3 localizado em uma membrana
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celular (ancorado em uma membrana celular) em uma amostra (por exemplo,
sangue, um tecido, e urina) usando o anticorpo presente. Exemplos
especificos do método de deteccdo podem incluir coloragdo
imunofluorescente, Western blotting, e ELISA usando o anticorpo presente.
[0088] O kit para deteccdo presente ¢ um kit compreendendo o
anticorpo presente ou uma forma marcada deste, e € limitado pelo propdsito
de “detectar GPC3”. O kit em geral compreende componentes geralmente
usados neste tipo de kit, por exemplo, um carreador, um agente de
tamponamento de pH, e um estabilizante, bem como um documento anexado,
tal como um manual e uma instrucio para detectar GPC3.

[0089] A espécie de organismo de GPC3 a ser detectada no método de
deteccdo presente ou no kit para deteccdo presente pode ser um animal ndo
humano, tal como um camundongo ou um rato, e € em geral um humano.
[0090] Exemplos do material de marcacdo para a forma marcada do
anticorpo presente podem incluir: uma enzima tal como peroxidase (por
exemplo, peroxidase de rdbano silvestre [HRP]), fosfatase alcalina, B-D-
galactosidase, glicose oxidase, glicose-6-fosfato desidrogenase, &lcool
desidrogenase, malato desidrogenase, penicilinase, catalase, apo-glicose
oxidase, urease, luciferase e acetilcolinesterase; um material fluorescente tal
como isotiocianato de fluoresceina, ficobiliproteina, quelatos de metal terroso
raro, cloreto de dansila e isotiocianato de tetrametilrodamina; uma proteina de
fluorescéncia tal como proteina de fluorescéncia verde (GFP), proteina de
fluorescéncia ciano (CFP), proteina de fluorescéncia azul (BFP), proteina de
fluorescéncia amarela (YFP), proteina de fluorescéncia vermelha (RFP) e
luciferase; um radioisétopo tal como *H, *C, '*°T e *!T; biotina; avidina e um
material de quimioluminescéncia.

[0091] Referéncias, tais como literaturas cientificas, patentes e
pedidos de patente, aqui citadas sd@o aqui incorporadas pela referéncia na sua

integra, na mesma medida como se cada referéncia individual fosse
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especificamente descrita. O presente pedido reivindica a prioridade com base
no pedido de patente Japonesa 2017-001732 (depositado em 10 de janeiro de
2017), cujos conteddos sdo aqui incorporados pela referéncia na sua integra.
[0092] Daqui por diante, a presente invencdo serd descrita mais
especificamente com referéncia aos exemplos. Entretanto, o escopo técnico da
presente invencao ndo € limitado por estes exemplos.

Exemplo 1

[0093] 1. Preparacdo de anticorpo anti-GPC3 inédito que conhece
polipeptideo N-terminal de GPC3 de humano

[Sumario]

[0094] Camundongos SKG/Jcl foram usados como animais a serem
imunizados para preparar um anticorpo anti-GPC3 de humano, e proteina
GPC3 de humano de tamanho completo foi usada como um antigeno de
imunizacdo. Os camundongos SKG/Jcl eram camundongos de modelo de
doenca autoimune que desenvolveram espontaneamente artrite reumatoide, e
sdo conhecidos por produzir anticorpos em resposta mesmo aos proprios
componentes, dependendo do envelhecimento ou de um ambiente de criacao.
Entretanto, GPC3 € altamente homologo entre humanos e camundongos e, em
geral, ¢ menos propenso a induzir a producdo de anticorpo mesmo pela
imunizacdo de camundongos normais. Portanto, os camundongos SKG/Jcl
foram usados como animais a serem imunizados. Uma biblioteca de fago scFv
foi preparada a partir de DNAc derivado de células B dos camundongos
imunizados com GPC3, e um anticorpo anti-GPC3 de humano foi isolado pela
aplicacdo do método de exibi¢do de fago.

[0095] Embora o antissoro de camundongos imunizados contenha
muitos tipos de anticorpos, € necessario selecionar camundongos que
produzem anticorpos com especificidade para o polipeptideo N-terminal de
GPC3, excluindo camundongos que produzem anticorpos pouco especificos

para GPC3 ou anticorpos que reconhecem o polipeptideo C-terminal de
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GPC3. Dessa maneira, camundongos individuais que exibiram a producdo de
um anticorpo que se liga especificamente ao polipeptideo N-terminal de
GPC3 foram selecionados pelo uso de ELISA e FCM. Especificamente,
DNACc foi sintetizado por reacdo de transcri¢do reversa a partir do RNA total
das células B derivadas dos camundongos imunizados, e genes de anticorpo
foram amplificados para preparar uma biblioteca de gene de anticorpo. Uma
biblioteca de fago scFv foi construida a partir da biblioteca de gene de
anticorpo, e E. coli foi infectada com a biblioteca, de maneira tal que E. coli
expressasse scFv, seguido pela selecdo biologica usando GPC3 recombinante,
a linhagem celular que expressa GPC3, e o polipeptideo C-terminal de GPC3
para melhorar fagos que expressam o scFv alvo, isto €, um anticorpo contra o
polipeptideo N-terminal de GPC3. A fim de analisar adicionalmente o scFv
obtido para especificidade de ligacdo para GPC3 em células, isto €, GPC3
localizado em (ligado a) uma membrana celular (GPC3 ligado a membrana)
por meio de uma ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol), a verificacao foi
realizada pelo uso de ELISA a base de células e FCM. Além disso, as
sequéncias de nucleotideo de regides varidveis de cadeia H e cadeia L de
clones com especificidade de ligacdo foram sequenciadas, e as sequéncias de
nucleotideo dos anticorpos anti-GPC3 produzidas pelas células B, derivadas
dos camundongos imunizados, foram determinadas com base nestas
sequéncias. Finalmente, o método de exibicio de mamifero que envolveu
expressar o fragmento de polipeptideo N-terminal e o fragmento de
polipeptideo C-terminal de GPC3 na superficie celular foi usado para
confirmar que o epitopo para o scFv foi o fragmento de polipeptideo N-
terminal de GPC3. Daqui por diante, serdo exibidos métodos e resultados
detalhados.

1-1 Material e método

[Cultura de células]

[0096] Uma linhagem celular JHH7, uma linhagem celular HepG?2, e
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uma linhagem celular SK-Hep-1 forcadas a expressar GPC3 de humano de
tamanho completo (daqui por diante, também referidas como uma “linhagem
celular que expressa GPC3”) foram usadas como células que expressam
GPC3 de humano para realizar a selecdo bioldgica e selecdo de um anticorpo
anti-GPC3. A linhagem celular JHH7 ¢ uma linhagem celular que expressa
GPC3 derivado de carcinoma hepatocelular, e as células expressam
constitutivamente GPC3 ligado a uma membrana celular (GPC3 ligado a
membrana) por meio de uma ancora de GPI (glicosilfosfatidilinositol). Por
outro lado, a linhagem celular HepG2 € uma linhagem celular que expressa
GPC3 derivado de carcinoma hepatocelular, como na linhagem celular JHH7,
mas € uma linhagem celular na qual a expressdao de GPC3 secretério que nao
estd ligado a uma membrana celular ¢ dominante em relacdo ao GPC3 ligado
a membrana. A linhagem celular Sk-Hep-1 € uma linhagem celular derivada
de carcinoma hepatocelular que ndo expressa GPC3. Consequentemente, uma
linhagem celular que expressa apenas GPC3 de tamanho completo ligado a
membrana, ou GPC3 ligado 2 membrana com um tamanho parcial deficiente
em uma por¢ao de éxons, pode ser preparada por expressao forcada.

[0097] A cultura de 4 tipos de linhagens celulares (linhagem celular
JHH7, linhagem celular HepG2, linhagem celular que expressa GPC3, e
linhagem celular 293T derivada do epitélio do rim embrionédrio humano) foi
realizada em condi¢des de 37 °C e 5% de CO,, em uma solucdo de cultura
DMEM (fabricado por Sigma-Aldrich Co. LLC) contendo 10% de FBS
(fabricado por Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc.) e 1% de penicilina-
estreptomicina (fabricado por Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc.) (daqui por
diante, referido simplesmente como uma “solu¢do de cultura DMEM”). A
cultura de uma linhagem celular CHO-K1 fo1 realizada em condi¢des de 37
°C e 5% de CO,, em uma solu¢do de cultura Ham’s F12 (fabricado por
Sigma-Aldrich Co. LLC), contendo 10% de FBS (fabricado por

Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc.).
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[Antigeno de imunizagao]

[0098] GPC3 recombinante C-terminalmente 6 x His marcado
(fabricado por R & D Systems Inc.) foi ajustado em 0,1 mg/mL com PBS e
misturado com um adjuvante artificial TiterMax Gold (fabricado por TiterMax
USA, Inc.) ou CFA (adjuvante completo de Freund) (F5881, fabricado por
Sigma-Aldrich Co. LLC) em quantidades iguais para preparar uma emuls3o,
que foi entdo usada como um antigeno de imunizag¢do inicial. GPC3
recombinante foi ajustado em uma concentracao de 10 a 100 pg/mL com PBS
e usado como o segundo ou tltimo antigeno de imunizacdo.

[0099] [Preparacdo de linhagem celular que expressa GPC3]

[00100] Um gene que codifica GPC3 de humano de tamanho completo
consistindo na sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 157
(gene de GPC3 de humano de tamanho completo que consiste na sequéncia de
nucleotideo representada por SEQ ID NO: 160) foi inserido em um vetor
pDNACc3.1 (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.) para preparar um
vetor de expressdo GPC3. Uma linhagem celular SK-Hep-1 foi transfectada
com o vetor de expressdo de GPC3, de acordo com um método padrdo, e a
seguir foi cultivada em uma solucdo de cultura DMEM contendo G418
(fabricado por Roche Diagnostics K.K.) para estabelecer uma linhagem
celular SK-Hep-1, que expressa estavelmente -length GPC3 de tamanho
completo (linhagem celular que expressa GPC3).

[00101] [Imunizacdo de camundongo]

[00102] Camundongos SKG/Jcl (CLEA Japdo, Inc., fémeas com 8§
semanas, SPF) foram usados como animais a serem imunizados, e foram
imunizados por meio das almofadas das patas com GPC3 recombinante, em
um total de 4 vezes em intervalos de 1 semana. Em 5 semanas a partir do
inicio da imunizagdo, o sangue foi coletado e o soro foi preparado de acordo
com um método padrdo, e foi usado como um espécime para a confirmacgdo

de uma titulacdo de anticorpo.

Peticdo 870190062729, de 04/07/2019, pag. 98/269



83 /104

[Titulacao de anticorpo sérico de antissoro usando ELISA]

[00103] A fim de confirmar a resposta dos camundongos imunizados
em produzir um anticorpo anti-GPC3, uma titulacdo de anticorpo sérico foi
avaliada pelo uso de ELISA imobilizado com antigeno. 0,5 ou 2 ug/mL de
GPC3 recombinante foram adicionados em 50 puL/po¢o em uma microplaca
de 96 pocos (fabricada por Nalge Nunc International), e a placa foi incubada
em temperatura ambiente por 1 hora ou a 4 °C por 12 horas. A seguir, 2% de
Block ACE (fabricado por DS Pharma Biomedical Co., Ltd.) foi adicionado
em 200 pL/poco para realizar o tratamento por bloqueio. O soro derivado dos
camundongos imunizados com GPC3 foi diluido em série de 100 vezes a
16.500 vezes com 0,1% de solu¢do Block ACE/PBS. Cada amostra diluida de
soro foi adicionada em 50 pL/poco, e a placa foi incubada em temperatura
ambiente por 2 horas para realizar o tratamento de reacdo antigeno-anticorpo.
Ap6s lavagem dos pocos com uma solugdo de PBS contendo Tween 20
(PBST), IgG anti-camundongo de cabra (fabricado por Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc.) conjugada com 2 pug/ml de peroxidase
foi adicionada a estes, e a placa foi incubada em temperatura ambiente por 2
horas para realizar o tratamento de reacdo com anticorpo secunddario. Apos
lavagem do pogo cinco vezes com uma solu¢do de PBST, a umidade foi
removida, e um substrato de TMB (fabricado por Thermo Fisher Scientific
Inc.) foi entdo adicionado em 50 upL/poco para realizar a reagdo com
coloracdo. 15 minutos depois, a reacdo com coloracdo foi finalizada pela
adicdo de 4cido sulfurico 0,18 M em 50 uL/pogo, seguido pela avaliacdo da
absorbancia em 450 nm e 540 nm usando um leitor de placas (fabricado por
Bio-Rad Laboratories, Inc.). A quantificacdo foi realizada usando um valor
corrigido, obtido subtraindo o valor da avaliacdo de 540 nm a partir do valor
da avaliacdo de 450 nm.

[Especificidade de anticorpo em antissoro usando FCM]

[00104] A fim de confirmar adicionalmente a atividade de ligacdo
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especifica do antissoro contra GPC3 ligado a membrana com os camundongos
imunizados, o soro de camundongo diluido 100 vezes e 5 x 10° células da
linhagem celular que expressa GPC3 foram misturados e incubados por 30
minutos no gele. Um tampao FACS (1% de solu¢cao BSA/PBS) foi adicionado
a estes, e a mistura foi centrifugada para remover um sobrenadante. A seguir,
100 pL de 1gG anti-camundongo IgG de cabra 1 pg/mL (H + L), Alexa Fluor
488 (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.), foram adicionados como
um anticorpo secundério, e a mistura foi incubada por 30 minutos no gelo
para realizar tratamento de reacdo com anticorpo secundério. A deteccdo de
Alexa Fluor 488 e a avaliacdo de um nivel de fluorescéncia foram realizados
usando um citdmetro de fluxo (FACSCanto) (fabricado por BD Biosciences).

[Preparacdo de biblioteca de fago scFv]

[00105] O RNA total derivado de células B foi extraido, de acordo com
um método padrdo relacionado aos camundongos mostrados, para produzir
um anticorpo que se liga ao GPC3 ligado a membrana pelo método descrito
anteriormente na secdo [Citdmetro de fluxo]. RT-PCR com o RNA total como
um molde foi realizada de acordo com um método padrdo para preparar
DNAc. Os genes de regido varidvel de cadeia H e cadeia L do anticorpo
foram amplificados por PCR. Uma sequéncia de nucleotideo que codifica
uma proteina de fusdo de scFv com as regides varidveis de cadeia H e cadeia
L, ligadas por meio de um ligador flexivel, e proteina g3p de revestimento
(cp3) de bacteriofago fibroso M13 foram inseridas no sitio de clonagem
multipla de um vetor de fagemideo pTZ19R para preparar um vetor de
expressdo scFv. O tamanho da biblioteca scFv foi calculado a partir da
eficiéncia de transformacdo de uma cepa de E. coli DHI2S (fabricada por
Invitrogen Corp.). A cepa transformada DHI12S foi infectada com um fago
auxiliar M13KO7 (fabricado por Invitrogen Corp.) para preparar uma
biblioteca de fago que expressa scFv.

[Selecao bioldgica e clonagem de fago scFv]
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[00106] A selecdo bioldgica de fago scFv usando uma combinacdo de
GPC3 recombinante imobilizado em esferas magnéticas Dynabeads His-Tag
Isolation & Pulldown (fabricadas por VERITAS Corp.) por meio de 6 x His
tag, e a linhagem celular que expressa GPC3 como uma isca, foi realizada de
acordo com o método descrito em um documento tal como “J Mol Biol. 1991
5 de dezembro; 222 (3): 581-97”, “J Med Virol. 2007 Junho; 79 (6): 852-62”,
“Proc Natl Acad Sci U S A. 20 de maio de 2008; 105 (20): 7287-92”, ou
“JOURNAL OF VIROLOGY, Abril de 2004, p. 3325-3332 Vol. 78, No. 7”.
Em cada ciclo (etapa) de selecdo bioldgica, que consiste em 5 tipos de séries
(séries A a E) (vide figura 1), uma aliquota de anticorpos policlonais de fago
foi amostrada. A fim de confirmar a especificidade de ligacdo de scFv, ELISA
imobilizado com antigeno foi realizado de acordo com o método descrito
anteriormente na secdo [Titulacdo de anticorpo sérico de antissoro usando
ELISA] (método usando o sobrenadante da cultura de E. coli contendo um
fago em vez de soro), enquanto ELISA a base de células foi realizado de
acordo com o método descrito a seguir na secao [Selecdo de scFv por ELISA
a base de células]. Cada etapa desta selecdo bioldgica foi planejada de
maneira a ndo selecionar um fago scFv que se liga na mesma por¢ao do
epitopo C-terminal de GPC3 reconhecida pelos anticorpos existentes, ligando
antecipadamente os anticorpos anti-GPC3 GC33 existentes (fabricado por
Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.) e GCI199 (fabricado por Chugai
Pharmaceutical Co., Ltd.) a isca. Especificamente, este método de competi¢ao
possibilita selecdo seletiva de um anticorpo inédito que reconhece um epitopo
GPC3 diferente daquele para os anticorpos anti-GPC3 existentes. E. coli
DH12S foi transformada com os fagos enriquecidos pela sele¢do bioldgica, e
inoculada em um meio de 4gar LB agarose para separar colOnias isoladas. A
E. coli foi cultivada adicionalmente em um meio liquido LB em pequena
escala, seguido pela extracdo e purificacdo de plasmideos. Os plasmideos

purificados foram submetidos ao sequenciamento do DNA para determinar as
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sequéncias de nucleotideo de regides varidveis de cadeia H e cadeia L. de
scFv.

[Selecdo de scFv por FCM]

[00107] 100 pL do sobrenadante da cultura, no qual fagos scFv foram
selecionados, foram adicionados a uma linhagem celular que expressa GPC3
(5 x 10° células por amostra) e misturados com esta, e a mistura foi a seguir
incubada por 30 minutos no gelo. Um tampao FACS (solugdo 1% de
BSA/PBS) foi adicionado a esta, e a mistura foi centrifugada e lavada. A
seguir, 1 pg/mL de anticorpo anti-camundongo Alexa 488 (fabricado por
Thermo Fisher Scientific Inc.) foi adicionado a esta como um anticorpo
secundario, € a mistura foi incubada por 30 minutos no gelo. A seguir, a
coloracao fluorescente das células foi avaliada usando um citdmetro de fluxo
(FACSCanto, fabricado por BD Biosciences).

[Selecao de scFv por ELISA a base de células]

[00108] Ap6s remocdo de uma solugdo de cultura DMEM a partir de
uma microplaca de 96 pocos na qual 2 x 10° células que expressam GPC3
foram anexadas por poco, solu¢do 2% de BSA-PBS foi adicionada com o
proposito de prevenir a ligacdo ndo especifica de scFv as células ou a placa, e
a placa foi incubada por 30 minutos no gelo. A seguir, 100 puL do
sobrenadante da cultura de E. coli, na qual fagos scFv foram secretados,
foram adicionados em cada pogo, e a placa foi incubada por 45 minutes no
gelo. A seguir, 5 pg/mlL de anticorpo anti-cp3 de coelho (fabricado por
Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.) contra cp3, fundido na lateral
C-terminal de scFv, foram adicionados em 100 puL por poco, e a placa foi
incubada adicionalmente por 45 minutos no gelo. Um anticorpo IgG anti-
coelho marcado com HRP (fabricado por Medical & Biological Laboratories
Co., Ltd.), diluido 5.000 vezes, foi adicionado em 100 puL por po¢o como um
anticorpo tercidrio para a detec¢do de anticorpo anti-cp3, e a placa foi

incubada por 45 minutos no gelo. A seguir, o-fenilenodiamina (OPD) e
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peroxido de hidrogénio foram adicionados como substratos de HRP para
desenvolvimento da cor. A quantificacdo foi realizada usando um valor
numérico obtido subtraindo a absorbancia em 620 nm como um fundo de
absorbancia em 492 nm. Quando ELISA a base de células foi realizado
usando um anticorpo ja convertido em um anticorpo do tipo IgG, ndo scFv,
um anticorpo IgG anti-camundongo marcado com HRP (fabricado por
Medical & Biological Laboratories Co., Ltd.) diluido 2.000 vezes foi usado
como um anticorpo secundario para a detec¢ao do anticorpo tipo IgG, em vez
do anticorpo anti-cp3 e do anticorpo IgG anti-coelho marcado com HRP entre
as condi¢Oes descritas anteriormente.

[Determinagdo de sequéncias de gene de regido varidvel de scFv]

[00109] As sequéncias de gene de regido varidvel de fago scFv que se
ligam ao GPC3 ligado a membrana foram decodificadas em um sequenciador
(CEQ2000XL, fabricado por Beckman Coulter, Inc.) usando um
oligonucleotideo iniciador T7 (oligonucleotideo iniciador que consiste na
sequéncia de nucleotideo representada por SEQ ID NO: 176), que é um
oligonucleotideo iniciador universal, € um oligonucleotideo iniciador cp3R
(oligonucleotideo iniciador consistindo na sequéncia de nucleotideo
representada por SEQ ID NO: 177) como um oligonucleotideo iniciador
sentido para decodificar a regido V de cadeia H (Vu) decodificante, e um
oligonucleotideo iniciador reverso para decodificar a regido V de cadeia L
(VL), respectivamente.

[Preparacdo de linhagem celular para uso em mapeamento de epitopo de
anticorpo]

[00110] A fim de identificar um epitopo para o scFv clonado, o método
de demonstracdo em mamifero foi aplicado. Um gene que consiste em €xons
1 a7 de GPC3 de humano e que codifica um fragmento N-terminal de GPC3
(polipeptideo que consiste na sequéncia de aminoécido representada por SEQ

ID NO: 155), e um gene consistindo em éxons 8 e 9 GPC3 de humano e que
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codifica um fragmento C-terminal de GPC3 (polipeptideo que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 156) foram
amplificados por PCR e cada qual inserido no sitio de clonagem multipla
(MSC) de um vetor de expressdo pDisplay (fabricado por Thermo Fisher
Scientific Inc.). O vetor de expressao pDisplay € um vetor de expressdo capaz
de fundir um dominio transmembrana de receptor de fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGFR) na terminacdo C da proteina alvo, e
demonstrar o produto de fusdo na superficie celular de células arbitrérias de
mamifero. Igualmente, o vetor de expressdo pDisplay € constituido de
maneira a adicionar uma marcacdo HA na terminacdo N da proteina alvo, e
adicionar uma marcacdo myc na terminacdo C do PDGFR. O vetor de
expressdo pDisplay para expressar o fragmento N-terminal de GPC3 ou o
fragmento C-terminal GPC3 foi transferido por gene para uma linhagem
celular SK-Hep-1 ou uma linhagem celular 293T, e uma linhagem celular que
expressa o fragmento N-terminal de GPC3 ou o fragmento C-terminal GPC3
na supertficie celular (linhagem celular que expressa fragmento N-terminal de
GPC3 e linhagem celular que expressa o fragmento C-terminal GPC3) foi
1solada e usada no mapeamento de epitopo de scFv.

[Mapeamento de epitopo de anticorpo por FCM]

[00111] A linhagem celular que expressa o fragmento N-terminal de
GPC3, a linhagem celular que expressa o fragmento C-terminal de GPC3, e a
linhagem celular que expressa GPC3 (5 x 10° células cada por amostra) foram
cada qual misturadas com 100 pL do sobrenadante da cultura, em que fagos
scFv foram secretados, e a mistura foi incubada por 30 minutos no gelo. Um
tampao FACS (solu¢cdo 1% de BSA/PBS) foi adicionado a esta, e a mistura
foi centrifugada e lavada. A seguir, 1 pg/mL de anticorpo anti-camundongo
Alexa 488 (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.) foi adicionado a esta
como um anticorpo secunddrio, e a mistura foi incubada por 30 minutos no

gelo. A seguir, a coloracao fluorescente das células foi avaliada usando um

Peticdo 870190062729, de 04/07/2019, pag. 104/269



89 /104

citometro de fluxo (FACSCanto, fabricado por BD Biosciences).

[Construgdo de vetor de expressdo IgG recombinante]

[00112] A fim de converter scFv em IgG, um vetor de expressdo do
sistema PowerExpress de mamifero (fabricado por Toyobo Co., Ltd.) foi
usado. Uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma proteina de fusio da
regido varidvel de cadeia H de scFv e uma regido constante derivada de
cadeia H de IgGG2a de camundongo foi inserida em MSC de um vetor pEHI.1
(pEHI1.1-H). Igualmente, uma sequéncia de nucleotideo que codifica uma
proteina de fusdo da regido varidvel de cadeia L. de scFv e uma regido
constante derivada de cadeia L de IgG2a de camundongo foi inserida em
MSC de um vetor pELX2.2 (pEH2.2-L). A seguir, um fragmento de
polinucleotideo do promotor EFla para o gene de cadeia L foi excisado de
pEH2.2-L. com enzimas de restricdo (BglIl e Sall), e ligado com pEHI1.1-H
tratado com enzimas de restricdo (Bglll e Sall) para construir um vetor para
co-expressar a cadeia H e cadeia L do anticorpo.

[Expressao de IgG recombinante]

[00113] 32,6 ug do vetor de coexpressdo de cadeia H e cadeia L de
anticorpo, preparado pelo método descrito anteriormente em [Construcio de
vetor de expressdo IgG recombinante], foram diluidos com 1,6 mL de opti-
MEM (fabricado por Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc.) e misturados com
65 pL de reagente de transfeccdo transiente (fabricado por Medical &
Biological Laboratories Co., Ltd.) diluidos com 1,6 mL de opti-MEM, e a
mistura foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, a
mistura foi misturada com células CHO-K1 (1 x 107 células) suspensas em 10
mL de uma solucdo de cultura DMEM, seguido por cultivo. Ap6s 4 horas, um
meio sem soro (meios CHO de expressiao Free Style [fabricado por
Gibco/Thermo Fisher Scientific Inc.]) foi adicionado a esta, e a mistura foi
cultivada adicionalmente por 4 a 6 dias para recuperar um sobrenadante da

cultura contendo um anticorpo recombinante.
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[Purificacdo por afinidade de anticorpo]

[00114] Uma coluna vazia (fabricada por Bio-Rad Laboratories, Inc.)
foi preenchida com proteina G Sepharose 4 de fluxo rapido (fabricado por GE
Healthcare Japan Corp.) ou proteina L. Bipo Resina (fabricado por Protein
Express) em volume de leito de 1 mL. A seguir, a resina da coluna foi lavada
com PBS em uma quantidade de 10 vezes o volume do leito. O sobrenadante
da cultura filtrado por meio de um filtro de 0,22 micron foi adicionado a
coluna, de maneira que o anticorpo fosse aprisionado na proteina G ou
proteina L. na coluna. A seguir, a coluna foi lavada com PBS em uma
quantidade de 10 vezes o volume de leito para lavar contaminantes ndo
especificamente adsorvidos. O anticorpo foi eluido usando uma solucio de
glicina-HC1 100 mM (pH 2,7), e pH do eluato foi neutralizado com Tris-HCI
I M (pH 8,5). A absorbancia em 280 nm foi medida com um medidor de
absorbancia NanoDrop (fabricado por Thermo Fisher Scientific Inc.), e a
concentracdo do anticorpo foi calculada. Os vetores de expressdo também
foram designados e preparados pelo mesmo método, da maneira anterior para
o anticorpo GC33 e o anticorpo GC199, usados como anticorpos
competitivos.

1-2 Resultados

[Avaliacdo de antissoro de camundongo imunizado]

[00115] O sangue foi coletado de camundongos SKG/Jcl imunizados
quatro vezes com GPC3 recombinante, e a producdo de um anticorpo contra
GPC3 no soro foi confirmada. Em funcao disso, um anticorpo com atividade
de ligacdo contra GPC3 foi detectado por experimentos de ELIS em GPC3
recombinante e FCM em células que expressam GPC3. Dois camundongos
com uma titulacdo particularmente elevada (nimeros de individuos 1413 #2 e
1413 #3), entre os camundongos, foram usados como fontes para a preparagdo
de uma biblioteca de anticorpo.

[Construcao de biblioteca de fago]
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[00116] O numero de elementos em uma biblioteca de scFv estimado
pelo célculo da eficiéncia da transformagio foi 5,8 x 107 para camundongo
1413 #2 e 43 x 10® para camundongo 1413 #3. A biblioteca de
imunoglobulina preparada neste exemplo foi uma biblioteca preparada a partir
dos camundongos considerados produtores de anticorpos, em resposta ao
antigeno alvo por imunizacdo com o antigeno GPC3. Portanto, uma
caracteristica desta biblioteca € a grande possibilidade de conter o gene alvo
de anticorpo, mesmo se o tamanho da biblioteca for pequeno. Uma outra
caracteristica vantajosa desta € que a biblioteca contém um anticorpo que
forma uma conformacgdo correta in vivo, comparada com uma biblioteca
sintética aleatdria de anticorpo.

[Classificacdo de clone por andlise de sequéncia de scFv monoclonal]

[00117] A andlise de sequéncia de DNA de scFv monoclonal coletado
foi conduzida para realizar a classificacdo de clone que exclui sobreposi¢ao.
Em funcao disso, os clones candidatos foram identificados como 7 tipos da
série D da biblioteca de camundongo 1413 #2, 5 tipos da série E desta, 3 tipos
da série D da biblioteca de camundongo 1413 #3, e 9 tipos da série E desta.
As sequéncias de nucleotideo de regides varidveis de cadeia pesada e cadeia
leve destes clones candidatos foram analisadas para excluir clones idénticos
que se sobrepdoem. Em funcdo disso, um total de 18 tipos de clones scFv, isto
€, 9 tipos de clones de scFv derivados da biblioteca de camundongo 1413 #2,
e 9 tipos de clones scFv derivados da biblioteca de camundongo 1413 #3
foram identificados.

[Andalise de mapeamento de epitopo clone de scFv anti-GPC3]

[00118] 18 tipos de clones de scFv, identificados de acordo com o
método descrito anteriormente na secdo [Classificacdo de clone por anélise de
sequéncia de scFv monoclonal], foram usados para analisar ligacdo em cada
GPC3 por FCM usando 3 tipos de linhagens celulares (linhagem celular que

expressa o fragmento N-terminal de GPC3, linhagem celular que expressa o
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fragmento C-terminal de GPC3, e linhagem celular que expressa GPC3). Em
funcdo disso, entre os 18 tipos de clones de scFv, 14 tipos (TF1413-02d028,
02d030, 02d039, 02e004, 02e014, 02e030, 02040, 03e001, 03004, 03e005,
03e015, 03e019, 03e027, e 03e034) se ligaram ao GPC3 de tamanho
completo e ao fragmento N-terminal de GPC3 (polipeptideo que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 155), mas ndo se
ligaram ao fragmento C-terminal GPC3 (polipeptideo que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 156) (vide Figura 2).
Por outro lado, os anticorpos anti-GPC3 GC33 existentes (fabricado por
Chugai Pharmaceutical Co., Ltd.) e GCI199 (fabricado por Chugai
Pharmaceutical Co., Ltd.) se ligaram ao GPC3 de tamanho completo e ao
fragmento C-terminal GPC3, mas ndo se ligaram ao fragmento N-terminal de
GPC3.

[00119] A partir destes resultados, os 14 tipos de clones inéditos de
scFv descritos anteriormente, que reconhecem um epitopo N-terminal de
GPC3 diferente de um epitopo C-terminal de GPC3 para os anticorpos anti-
GPC3 existentes (GC33 e GC199), foram identificados.

[00120] Entre os 14 tipos de clones de scFv assim identificados, 11
clones de scFv do topo (TF1413-02d028, 02d039, 02004, 02e014, 02030,
02e040, 03e001, 03e004, 03e005, 03e015, e 03e034) com intensidade de
ligacdo particularmente alta foram selecionados. A tabela 1 mostra a
correspondéncia de SEQ ID NOs com as regides V de cadeia H e cadeia L
destes 11 tipos de clones de scFv. A tabela 2 mostra a correspondéncia de
SEQ ID NOs com a cadeia H de CDR1 a CDR3 destes 11 tipos de clones de
scFv. A tabela 3 mostra a correspondéncia de SEQ ID NOs com a cadeia L de

CDRI1 a CDR3 destes 11 tipos de clones de scFv.

[Tabela 1]
Nome do clone de scFv e regiio V SEQ ID NO
TF1413-02d028 regifo V de cadeia H 7
TF1413-02d039 regifio V de cadeia H 17
TF1413-02e004 regifo V de cadeia H 27
TF1413-02e014 regifo V de cadeia H 37
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TF1413-02e030 regifo V de cadeia H 47
TF1413-02e040 regifo V de cadeia H 57
TF1413-03e001 regifio V de cadeia H 67
TF1413-03e004 regifo V de cadeia H 77
TF1413-03e005 regifo V de cadeia H 87
TF1413-03e015 regifo V de cadeia H 97
TF1413-03e034 regifo V de cadeia H 107
TF1413-02d028 regido V de cadeia L 8
TF1413-02d039 regifo V de cadeia L 18
TF1413-02e004 regifo V de cadeia L 28
TF1413-02e014 regifo V de cadeia L 38
TF1413-02e030 regifo V de cadeia L 48
TF1413-02e040 regifo V de cadeia L 58
TF1413-03e001 regifo V de cadeia L 68
TF1413-03e004 regido V de cadeia L 78
TF1413-03e005 regifo V de cadeia L 88
TF1413-03e015 regifo V de cadeia L 98
TF1413-03e034 regifo V de cadeia L 108
[Tabela 2]
Nome do clone e CDR SEQ ID NO
TF1413-02d028 CDRI1 de cadeia H 1
CDR2 de cadeia H 2
CDR3 de cadeia H 3
TF1413-02d039 CDRI1 de cadeia H 11
CDR2 de cadeia H 12
CDR3 de cadeia H 13
TF1413-02e004 CDRI1 de cadeia H 21
CDR2 de cadeia H 22
CDR3 de cadeia H 23
TF1413-02e014 CDRI1 de cadeia H 31
CDR2 de cadeia H 32
CDR3 de cadeia H 33
TF1413-02e030 CDRI1 de cadeia H 41
CDR2 de cadeia H 42
CDR3 de cadeia H 43
TF1413-02e040 CDRI1 de cadeia H 51
CDR2 de cadeia H 52
CDR3 de cadeia H 53
TF1413-03e001 CDRI1 de cadeia H 61
CDR2 de cadeia H 62
CDR3 de cadeia H 63
TF1413-03e004 CDRI1 de cadeia H 71
CDR2 de cadeia H 72
CDR3 de cadeia H 73
TF1413-03e005 CDRI1 de cadeia H 81
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CDR2 de cadeia H 82
CDR3 de cadeia H 83
TF1413-03e015 CDRI1 de cadeia H 91
CDR2 de cadeia H 92
CDR3 de cadeia H 93
TF1413-03e034 CDRI1 de cadeia H 101
CDR2 de cadeia H 102
CDR3 de cadeia H 103
[Tabela 3]
Nome do clone e CDR SEQ ID NO
TF1413-02d028 CDRI1 de cadeia L 4
CDR2 de cadeia L 5
CDR3 de cadeia L 6
TF1413-02d039 CDRI1 de cadeia L 14
CDR2 de cadeia L 15
CDR3 de cadeia L 16
TF1413-02e004 CDRI1 de cadeia L 24
CDR2 de cadeia L 25
CDR3 de cadeia L 26
TF1413-02e014 CDRI1 de cadeia L 34
CDR2 de cadeia L 35
CDR3 de cadeia L 36
TF1413-02e030 CDRI1 de cadeia L 44
CDR2 de cadeia L 45
CDR3 de cadeia L 46
TF1413-02e040 CDRI1 de cadeia L 54
CDR2 de cadeia L 55
CDR3 de cadeia L 56
TF1413-03e001 CDRI1 de cadeia L 64
CDR2 de cadeia L 65
CDR3 de cadeia L 66
TF1413-03e004 CDRI1 de cadeia L 74
CDR2 de cadeia L 75
CDR3 de cadeia L 76
TF1413-03e005 CDRI1 de cadeia L 84
CDR2 de cadeia L 85
CDR3 de cadeia L 86
TF1413-03e015 CDRI1 de cadeia L 94
CDR2 de cadeia L 95
CDR3 de cadeia L 96
TF1413-03e034 CDRI1 de cadeia L 104
CDR2 de cadeia L 105
CDR3 de cadeia L 106

[Conversdo de anticorpo scFv anti-GPC3 para IgG e sua capacidade de se
ligar]
[00121] As regides varidveis de cadeia H e cadeia L dos 11 tipos de

clones de scFv selecionados da maneira descrita anteriormente foram ligadas
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as regides constantes de IgG de camundongo, e anticorpos recombinantes de
tamanho completo foram expressos usando um vetor para a expressdo de 1gG
recombinante e purificados por afinidade. A capacidade destes anticorpos 1gG
se ligarem ao fragmento N-terminal de GPC3 foi analisada usando a linhagem
celular que expressa o fragmento N-terminal de GPC3. Em funcéo disso, 9
tipos de IgG clones (TF1413-02d028, 02d039, 02e004, 02e014, 02e030,
02e040, 03004, 03e005, e 03e034) mantiveram atividade de ligacao contra o
fragmento N-terminal de GPC3, ao passo que os dois tipos restantes de clones
de IgG (TF1413-03e001 e 03e015) ndo apresentaram atividade de ligacdo
contra o fragmento N-terminal de GPC3 (vide figura 3). Os 9 tipos de clones
de IgG descritos anteriormente nao se ligaram ao fragmento C-terminal GPC3
(vide figura 3).

[00122] Estes resultados indicam que, entre os 11 tipos de clones de
scFv, 9 tipos (TF1413-02d028, 02d039, 02e004, 02e014, 02e030, 02e040,
03e004, 03e005, e 03e034) sdo convertidos para o tipo IgG. A tabela 4 mostra
a correspondéncia de SEQ ID NOs com as cadeias H e as cadeias L. dos 11

tipos de clones de 1gG.

[Tabela 4]

Nome do clone de IgG e regifio SEQID NO
TF1413-02d028 cadeia H 9
TF1413-02d039 cadeia H 19
TF1413-02e004 cadeia H 29
TF1413-02e014 cadeia H 39
TF1413-02e030 cadeia H 49
TF1413-02e040 cadeia H 59
TF1413-03e001 cadeia H 69
TF1413-03e004 cadeia H 79
TF1413-03e005 cadeia H 89
TF1413-03e015 cadeia H 99
TF1413-03e034 cadeia H 109
TF1413-02d028 L cadeia 10
TF1413-02d039 L cadeia 20
TF1413-02e004 L cadeia 30
TF1413-02e014 L cadeia 40
TF1413-02e030 L cadeia 50
TF1413-02e040 L cadeia 60
TF1413-03e001 L cadeia 70
TF1413-03e004 L cadeia 80
TF1413-03e005 L cadeia 90
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TF1413-03¢015 L cadeia 100
TF1413-03¢034 L cadeia 110

Exemplo 2

[00123] 2. Atividade de ligacdo de anticorpo anti-GPC3 inédito contra

GPC3 tratado com EDTA (4cido etilenodiaminatetra-acético), tripsina ou
colagenase

[Preparacdo de célula tratada com EDTA ou tripsina]

[00124] Uma linhagem celular SK-Hep-1 forcada a expressar GPC3 foi
cultivada em dois frascos T-75. O sobrenadante da cultura de cada frasco foi
aspirado, e o frasco foi lavado com 3 mL de PBS. A seguir, 3 mL de solucédo
0,02% de EDTA/PBS (daqui por diante, referida simplesmente como
“EDTA”) ou solu¢do 0,05% de tripsina (daqui por diante, referida
simplesmente como “tripsina”) foram adicionados em cada frasco. Cada
frasco foi incubado a 37 °C por 5 minutos (EDTA), ou 2 minutos e 30
segundos (tripsina), para dissociar as células do frasco. A seguir, 7 mL de
uma solucdo de cultura DMEM foram adicionados em cada frasco. Apds
pipetar, a suspensdo celular foi recuperada em cada tubo conico de 50 mL.
cada frasco foi lavado adicionalmente com 10 mL de uma solucdo de cultura
DMEM. A seguir, as lavagens recuperadas também foram recuperadas no
tubo coOnico de 50 mL contendo cada suspensdo celular, seguido por
centrifugacao (1.500 rpm, 4 °C, 4 min). Apds aspiracdo do sobrenadante a
partir de cada tubo conico, 10 mL de uma solucdo de cultura DMEM foram
adicionados ao precipitado, e o ndmero de células dissociadas com EDTA ou
tripsina foi contado.

[00125] As células tratadas com EDTA ou tripsina foram ajustadas em
2 x 10° células/tubo e submetidas & anélise FACS (EC800). A andlise FACS
utilizou 3 tipos de anticorpos (anticorpo IgG anti-camundongo
fluorescentemente marcado com APC [5 pg/tubo; fabricado por Biolegend,
Inc.], anticorpo GC33 [1,0 pg/tubo; fabricado por Medical & Biological
Laboratories Co., Ltd. Life Science], e anticorpo de clone de scFv [TF1413-
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02d028] descrito anteriormente [1,0 pg/tubo]).

[Preparacdo de célula tratada com colagenase]

[00126] 1 x 10° células dissociadas com EDTA, da maneira descrita
anteriormente, foram plaqueadas em um tubo c6nico de 50 mL e
centrifugadas (1.500 rpm, 4 °C, 4 min), e o sobrenadante foi aspirado para
preparar uma massa celular (precipitado). 5 mL de uma solu¢do de colagenase
P foram adicionados ao precipitado, e a mistura foi incubada a 37 °C por 30
minutos para preparar uma suspensao celular. A seguir, a suspensao celular
passou por um filtro de células de 100 um, lavando ao mesmo tempo com 30
ml. de uma solucdo de cultura DMEM. A suspensdo celular passou
novamente por um filtro de células de 100 um e foi centrifugada (300 g, 4 °C,
10 min), e o sobrenadante foi aspirado. O precipitado foi lavado pela adi¢do
de 20 mL de PBS e a seguir centrifugado (300 g, 4 °C, 5 min), e o
sobrenadante foi aspirado. As células foram suspensas pela adi¢ao de 5 mL de
uma solu¢do de cultura DMEM. A seguir, o nimero de células foi contado, e
2 x 10° células/tubo foram analisadas por FACS (EC800). A andlise de FACS
utilizou 3 tipos de anticorpos (anticorpo IgG anti-camundongo
fluorescentemente marcado com APC [5 pg/tubo; fabricado por BioLegend,
Inc.], anticorpo GC33 [1,0 pg/tubo; fabricado por Medical & Biological
Laboratories Co., Ltd. Life Science], e anticorpo de clone de scFv [TF1413-
02d028] descrito anteriormente [1,0 pg/tubo]), como nas células tratadas com
EDTA ou tripsina. Os resultados sdo mostrados na figura 4. Na figura 4, o
pico direito na abscissa representa que o anticorpo GC33 ou o anticorpo do
clone de scFv [TF1413-02d028] ligado a proteina GPC3.

[Resultados]

[00127] Da maneira mostrada na figura 4, a atividade de ligacdo do
anticorpo da presente invengdo (TF1413-02d028) contra a proteina GPC3
tratada com tripsina ou colagenase diminuiu acentuadamente. Estes resultados

indicam que o anticorpo da presente invencdo reconhece especificamente a
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conformacdo da proteina GPC3, sugerindo que o anticorpo da presente

invencdo apresenta muita especificidade in vivo.

Exemplo 3

[00128] 3. Desenvolvimento de célula GPC3 CAR-T usando anticorpo
anti-GPC3 inédito

[Sumario]

[00129] GPC3 € uma molécula de superficie celular, cuja expressao

ndo € observada em tecidos humanos adultos, com a excecdo da placenta, mas
€ observada em tecidos de vdrios cinceres tais como carcinoma hepatocelular,
melanoma, adenocarcinoma de célula clara do ovario, e carcinoma de célula
escamosa do pulmao. Assim, GPC3 é capaz de funcionar como uma molécula
alvo em terapia celular com CAR-T, que explora um receptor de antigeno
quimérico (CAR). Dessa maneira, células GPC3 CAR-T foram preparadas
usando 11 tipos de clones de scFv preparados no exemplo 1, e foram
analisadas em relacdo a atividade citotoxica do cincer e a capacidade de
produzir interferon y (IFN-y).

[Preparacdo de vetor GPC3 CAR]

[00130] scFv com uma sequéncia Vy-ligador-Vy, foi determinado como
os 11 tipos de clones de scFv (TF1413-02d028, 02d039, 02e004, 02e014,
02e030, 02e040, 03e001, 03e004, 03e003, 03e015, e 03e034) preparados no
exemplo 1, com base em suas respectivas sequéncias de aminodcido de Vi e
Vi (vide tabela 5). O ligador usado consistiu em 15 residuos de aminoéacido
com 3 repeticdes de um polipeptideo “GGGGS”. Uma sequéncia de sinal
derivada de cadeia H de imunoglobulina humana, consistindo na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 188, foi adicionada na terminacdo
N de V.

[Tabela 5-1]
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SEQ ID NO: 165: TF1413-02d028 _scFv derivado
QVQLEESGPELERPUGASVRISCRASGY SFTOYNMEWVRGSNGKSLEWIGNIDPYYGGTSYNGKE
KGK /\T} AV DRSS TAY MO LKSL TSEDSAVY Y CARGIIYRAYYFDIYW G QGTT} I¥ "@{

G GEDVYMTGTPLSLEVELGDQANISG B‘S‘SQ“\L’\J’EIS\{1“\*’[‘3*{41{\\"! LO?\ LOQSPRLIIYKVANRE
S S S QR L BV EAR LG P oI VR I GAG TR LELER

VSEQ ID NO: 167: Ti*'lli 1-‘)‘02@.:}04 - scFv derivado

SEQ ID NO: 168: TF14153-02e{i14 - scFv derivado
GVELEQSOARLVHSGASVEKLISCTASGENIKDYYMHWVEQRPEQGLEWICWIDPENGDTEY,
A RN DAY LG L S L S R AV Y Y ONAGY Y DY DOV AMD Y WEOG TSV TIVAIGG O

VR GEG ST D LT aNY QS E L AN PLQUYSSYPLIPGOUEIRLEIRR

SEQ ID NO: 169: TF1413-08e030 - -scFv derivado
EVQLAQQSGARLVRPGALVRLECEASGFNIKDYYMEWVEQR PEQGLEWIGWIDPENGNTIYDERY
QURASIL A D SN AV LA L SE L P RE D TAV Y Y CATE TMITTLOY WURGTTLIVRGCOGRGUGHSC

SEQ ID NO: 170: TF1413-08e048 - scFv derivado

EVMINV GG LY R GASM RIS R ASGY S TGY TMNWVHQSHGENLEWIGLINEYNGGETSYNGN
FRGRA LY DR E88 Ay M ELL LTSS AV Y Y C ARG Y YR P YW GG T ys GG aRGaGE T
DILL QSR M TSYG DRV ST TURASONVRETAVAWY QURPGQEPKALIVLAS

WRGEU

NRHTGVEDR
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[Tabela 5-2]

SEQ ID NO: 171: TF1418-43ed01 gcFy derivado 5
QVRLERGSGIEIVKPGARVEISORASGYSFTG Y& MEW \’ }\‘L‘*‘SHVKC‘L; W }(“I\l '\{}V\(“ AT ‘3‘:”\()\ £

KR AS LY S LA M E L HE LTS R DAV Y Y CARN YO PR WERGETTLIVEGHGHESGGOGSHG

QVOLEQBGAELVEPGARY ‘&I;:t 359, \‘4( Y TETEYWMNWVERGRPGRGLEWIGRIDPEDSETHYNGE
PR DEATL TV R S TAV QLSS L S B DS AVY YOARC Y YO SNV WORGTTLIVEGG AGSGUGTSGOU
GADTRM TGS PKEMS TSV DRVEVTCRASGNY TRV AWYQOQE PRQSPRALIYBASYRYSGVRDRY
S GSE T OT LIaNVQS B ALY ECQRQYNSY PUTFGAGTRLELER

SEQ ID NO: 173 TF¥418: 336365 _ 5¢Fy derivado

SEQ ID NO: 174; TF1413-08eD15 _ scpy derivado
BV QOSSP EL VR PGASMKISCRASGY S TGy TMAWYERSHO ENLEWIGLINEYNGEISYNQRE

RS

PRGRATL DY DRSS AY ML LS TR DAY Y CARGDY Y PP YAMIIY WORQUTEVTVS k(z( {(GE (x(rg

IV MBS PR M TV GRSV TCRASONV G IN VAW Y QUEPGREPKPLIYEASYRYSG

N R GG S G D L SNV QS B LAY PCRQYNRY PO PG VETRLEIRR

SEQ ID NO: 175: TF1413-02e034_ scFv derivado

EVQLQGSEPELER PUASVRIBCKABGY SETOYNMNWYERASNGKSLEWIGNIDPYYQGGT :
LV R ST AY MO L RS LIS ENSAVY Y CARGNYGYYAMDY WHQGTSY {\*‘\ix(x( (’t{}(\:(‘ii}
| DIV M S P KM TAVG DRVAITCRASON VR TAVAWYQQRPOQSTRALIVLASNRHIGY
PRRETGSEGTRETL I SNVOEERLARY FOLGHWNYPLITGAGTRLELER

[00131] Nas tabelas, o ligador estd em caixa em uma linha dupla, Vi
estd sublinhado com uma tnica linha, e Vi, € sublinhado com uma linha dupla.
[00132] Uma sequéncia de nucleotideo que codifica cada anti-GPC3
scFv da tabela 5 foi sintetizada por otimizagdo para cddons humanos e foi
inserida em um vetor de expressdo CAR. O gene CAR usado apresentou um
gene que codifica um peptideo de fusdo (peptideo que consiste na sequéncia
de aminoicido representada por SEQ ID NO: 185), consistindo em uma
regido transmembrana derivada de CD8 de humano e uma regido de
transducdo de sinal de ativacdo de célula imunocompetente derivada de
CD8/4-1BB/CD3 zeta de humano, uma sequéncia de auto-clivagem 2A, gene
IL-7 de humano, uma sequéncia de auto-clivagem 2A, gene CCL19 de

humano, uma sequéncia de auto-clivagem 2A, e gene HSV-TK, a jusante do
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gene scFv, e todos foram incorporados em um vetor de retrovirus MSGV1
(vide publicacdo internacional WO 2016/056228).

[Preparacdo de célula GPC3 CAR-T]

[Preparacdo de célula GPC3 CAR-T]
[00133] Os vetores GPC3 CAR derivados dos 11 tipos de clones de
scFv descritos anteriormente foram cada qual introduzidos transientemente
nas células de acondicionamento GP2 para preparar os vetores de retrovirus.
As células T foram infectadas com estes vetores para a transferéncia de gene
para induzir células GPC3 CAR-T. A razdo de células que expressam GPC3
CAR para as células T transferidas por gene variou de 5,3 a 39,2%. Dessa
maneira, o seguinte ensaio de fun¢do foi realizado usando células GPC3
CAR-T derivadas de 5 tipos de clones de scFv (TF1413-02d028, TF1413-
02d039, TF1413-02e014, TF1413-02e030, e TF1413-03e005) que exibiram
25% ou mais da razdo.
[Atividade prejudicial de célula GPC3 CAR-T contra linhagem celular que
expressa GPC3]
[00134] A fim de estudar a atividade prejudicial das células GPC3
CAR-T contra células de cancer, ensaio de co-cultura foi realizado usando as
células GPC3 CAR-T e uma linhagem celular que expressa GPC3, isto é, uma
linhagem celular Sk-HEP-1 derivada de carcinoma hepatocelular, resultada
para expressar GPC3 (linhagem celular Sk-HEP-1 GPC3), ou uma linhagem
celular que ndo expressa GPC3 (linhagem celular Sk-HEP-1 simulada). As
células GPC3 CAR-T foram misturadas com as células alvo de céancer
(Iinhagem celular Sk-HEP-1 GPC3 ou linhagem celular Sk-HEP-1 simulada)
em uma razdo de 1:1 (1 x 10° células/pog¢o) e cultivadas em uma placa de 24
pocos. Apos 48 horas, as células foram recuperadas, coradas com um
anticorpo anti-CD45, e analisadas por FCM com cé€lulas positivas para CD45
como células GPC3 CAR-T e células negativas para CD45 como células de

cancer residuais [células Sk-HEP-1 GPC3]. Em funcéo disso, todas as células
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GPC3 CAR-T derivadas dos 5 tipos de clones de scFv descritos anteriormente
prejudicaram quase completamente as células Sk-HEP-1 GPC3, mas nao
exibiram atividade prejudicial contra as células Sk-HEP-1 simuladas (vide
figuras 5 e 6). No caso de usar células ndo infectadas com o vetor viral
(células ndo transferidas por gene [“Sem infec¢cdo” nas figuras 5 e 6]) como
um controle negativo para as células GPC3 CAR-T, estas células ndo
exibiram atividade prejudicial nem contra as células Sk-HEP-1 GPC3 nem
contra as cé€lulas Sk-HEP-1 simuladas.

[00135] A partir destes resultados, as células GPC3CAR-T derivadas
dos 5 tipos selecionados de clones de scFv anti-GPC3 (TF1413-02d028,
TF1413-02d039, TF1413-02e014, TF1413-02¢030, e TF1413-03e005)
mostraram exercer especificamente atividade citotoxica contra células de
cancer que expressam GPC3.

[Capacidade de célula GPC3 CAR-T produzir IFN-y pelo reconhecimento de
célula que expressa GPC3]

[00136] Além da atividade prejudicial contra células de cancer que
expressam GPC3 (positivas), a capacidade das células GPC3 CAR-T
produzirem IFN-y foi analisada. As células GPC3 CAR-T foram misturadas
com as células de céancer alvo (linhagem celular Sk-HEP-1 GPC3 ou
linhagem celular Sk-HEP-1 simulada) em uma razdo de 1:1 (1 x 10°
células/pogo) e cultivadas por 48 horas em uma placa de 24 pocos, e a
concentracdo de IFN-y produzido no sobrenadante da cultura foi avaliada por
ELISA. Em funcdo disso, todas as células GPC3 CAR-T, derivadas dos 5
tipos de clones de scFv descritos anteriormente, exibiram a capacidade de
produzir IFN-y de uma maneira dependente da expressdao de GPC3.
Particularmente, as células GPC3 CAR-T derivadas de clone TF1413-02d028
exibiram a melhor capacidade de produzir IFN-y (vide figura 7).

Exemplo 4

[00137] 4. Preparacdo de anticorpo humanizado
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[00138] Anticorpos humanizados scFv foram projetados com base em
dois tipos de clones de scFv (TF1413-02d028 e 02d039), preparados no
exemplo 1 (vide tabela 6). O ligador usado consistiu em 15 residuos de
aminodcido com 3 repeticdes de um polipeptideo “GGGGS”. Uma sequéncia
de sinal derivada de cadeia H de imunoglobulina humana, consistindo na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 188, foi adicionada
na terminacao N de V.

[Tabela 6-1]

SEQ ID NO: 178: #i YHI-15°VL1 (Anticorpo humanizado 1 scFv derivado de TF1413-02d028)
OVOIVQRGABVERPGARVEVECKASGYSFTCYNMNWYRQAPGRGLEWIGNIDPYYGOTEYNGR

T ST eEreney

SEQ ID NO: 179: #5 VH3-15-VI.1 . . .

-~ CAnticorpo-humanizade 2 scPy-dertvado - de- TF1413-02d028 - wooorve oo
VLN QNGARVERPCASVRVBURASGY SETGY N MNWYRQAPGRUGLEWIGNIDPYYGGTEY.
PGBV LIV DL S T AYMEL RS LRBD D AVY Y CARGR Y RAYY FOYWHQUTTVIVIGGORIGHE
0 G R TS P LS A SV D T TR A SR VR LAVAW Y QRE PUKAPKALLY,
PERESGRGSCETRI L USSR RREATY Y CLGHWNYPLTEGGGRTRYEIR
SEQ ID NO: 180: #5 ¥H&-15-V1.1 (Anticorpo humanizado 3 scFv derivado de TF1413-02d028)

MELRSLESDDTAVYYCARGRYRAYYFRYWGQOUTTVIVISGT

SIIQM RS LSASVE DRV TITCEABRNV B TAVAW Y QRE PG RALPRALIN LASNRIHTGY

SEQ ID NO: 181: #§ YHI-I5-VL1 (Anticorpo humanizado 1 scFv derivado de TF1413-02d039)
SN DIMSWVRGAPGEGLEWVAYISSGGURTYY PRIV
oossaency

BOVEDREBGEGRGT DRI RV EALRY GV Y Y CEQSTHV L ARG GETRVEIR

SEQID NO: 182: #6 VH1-15-Vi.2 (Anticorpo.humanizado.2.scFv.derivado.de. TE1413-02d039) .
Y QLVESGGGLVY QPG LR LS CAASGRAF S8 Y MW VHOAPGRGLEWVAYISSUGEGRTYYPDTVE
GRETISRDMABNSLY LOMNSLHAERDTAVYYCARRGLERAMBDYWGRGTMYTVE \ € BGGGG f’\
HOOOSDIVMTOSPLELPYTRGEPASISCRS
BCVYPDREBGHGIGTRETLKISEVE AVDVEVYYH

SEQ ID NO: 183: #6 Viz-15-V11 (Anticorpo humanizado 3 scFv derivado de TF1413-02d039)

Y QLY EH GGV OP GO S LR LACAASG FAT S S Y DMSWVRQAPGR RLEW VAT ISSGQOSTYYEDTY
RE ISR DNAKNSLY LOMNS LA R DT AV Y Y CARRGLERAMDY WHQGTMVTVSS
GGG O DIV M TR PLEL PV T PG EPAS S RS QS LV HSNON TY L WY LG K PO PQLLIYRVENERE

A8

Peticdo 870190062729, de 04/07/2019, pag. 119/269



104 /104

[Tabela 6-2]

WSEQ ID NO' 184~ #6 \’“2"35‘\’113 (Antlcorpo humanizado 4 scFv derivado de TF1413-02d039)
] RUAPGKRLEWVAYISSGGGITYYPIY 1 ‘Yi’x

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\;

} "{‘i INAKNSLYLOMNSLRAERTAVYVUABRGLRRAMDYWGQITMYIVISIGRG IS

GQYEDR F"‘(‘zﬁ(?‘*( TRETLEISEVE AEDVGVYYCORETHVRLIFGHE rTK‘Vi* 139

[00139] Nas tabelas, o ligador estd em caixa em uma linha dupla, Vi

estd sublinhado com uma linha simples, e Vi, estd sublinhado com uma linha

dupla.

Aplicabilidade Industrial
[00140] A presente invenc¢do contribui no campo da imunoterapia para
o0 cancer.
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo
derivado de GPC3 (glipicano-3) humano que consiste na sequéncia de

aminodcido representada por SEQ ID NO: 155, caracterizado pelo fato de que

0 anticorpo:

(1-1)  compreende uma regido  determinante de
complementaridade de cadeia pesada (CDR) 1 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 1, uma cadeia pesada CDR2 que
consiste na sequéncia de aminodacido representada por SEQ ID NO: 2, e uma
cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de aminoécido representada
por SEQID NO: 3, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 4, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminodacido representada por SEQ ID NO: 5, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 6; ou

(2-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 11, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 12, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 13, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 14, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 15, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 16; ou

(3-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 21, uma cadeia

pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
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ID NO: 22, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 23, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 24, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 25, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 26; ou

(4-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 31, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 32, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 33, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 34, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 35, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 36; ou

(5-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 41, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 42, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 43, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 44, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 45, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 46; ou

(6-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na

sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 51, uma cadeia
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pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 52, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 53, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 54, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 55, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 56; ou

(7-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 61, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 62, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 63, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 64, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 65, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 66; ou

(8-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 71, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 72, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 73, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 74, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 75, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 76; ou

(9-1) compreende uma cadeia pesada CDRI1 que consiste na
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sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 81, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 82, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 83, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 84, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 85, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 86; ou

(10-1) compreende uma cadeia pesada CDR1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 91, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 92, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 93, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 94, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 95, e uma
cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminoacido representada por
SEQ ID NO: 96; ou

(11-1) compreende uma cadeia pesada CDR1 que consiste na
sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 101, uma cadeia
pesada CDR2 que consiste na sequéncia de aminodcido representada por SEQ
ID NO: 102, e uma cadeia pesada CDR3 que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 103, e

uma cadeia leve CDRI que consiste na sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 104, uma cadeia leve CDR2 que
consiste na sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 105, e
uma cadeia leve CDR3 que consiste na sequéncia de aminodcido representada

por SEQ ID NO: 106.
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2. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo:

(1-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 7, e uma regido varidvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: §;
ou

(2-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 17, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 18;
ou

(3-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 27, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 28;
ou

(4-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 37, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de

sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 38;
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ou

(5-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 47, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 48;
ou

(6-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 57, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 58;
ou

(7-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 67, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 68;
ou

(8-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 77, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 78;

ou
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(9-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 87, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 88;
ou

(10-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 97, e uma regido variavel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 98;
ou

(11-2) compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo menos 80% ou mais
de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por
SEQ ID NO: 107, e uma regido varidvel de cadeia leve que consiste em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 108.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicacio 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo de cadeia tinica.

4. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado

pelo fato de que o anticorpo de cadeia Unica:

(1-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 165; ou

(2-3) compreende uma sequéncia de aminoicido com pelo

menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
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aminodcido representada por SEQ ID NO: 166; ou
(3-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 167; ou
(4-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 168; ou
(5-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 169; ou
(6-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 170; ou
(7-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 171; ou
(8-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 172; ou
(9-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 173; ou
(10-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia
aminodcido representada por SEQ ID NO: 174; ou
(11-3) compreende uma sequéncia de
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia

aminodcido representada por SEQ ID NO: 175.

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminoicido com pelo

com a sequéncia de

aminodcido com pelo

com a sequéncia de

aminodcido com pelo

com a sequéncia de

5. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
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pelo fato de que o anticorpo de cadeia Unica:

(1-3’-1) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 178; ou

(1-3’-2) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 179; ou

(1-3’-3) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 180; ou

(2-3’-1) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 181; ou

(2-3’-2) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 182; ou

(2-3’-3) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 183; ou

(2-3’-4) compreende uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 184.

6. Anticorpo de acordo com a reivindicacio 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo:

(1-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoécido representada por SEQ ID NO: 9, e
uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo

menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
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aminodcido representada por SEQ ID NO: 10; ou

(2-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 19,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 20; ou

(3-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 29,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 30; ou

(4-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 39,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 40; ou

(5-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 49,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 50; ou

(6-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 59,

e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
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menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 60; ou

(7-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 69,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 70; ou

(8-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 79,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 80; ou

(9-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 89,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 90; ou

(10-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminodcido representada por SEQ ID NO: 99,
e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminoacido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 100; ou

(11-4) compreende uma cadeia pesada consistindo em uma
sequéncia de aminoidcido com pelo menos 80% ou mais de identidade de

sequéncia com a sequéncia de aminoacido representada por SEQ ID NO: 109,
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e uma cadeia leve consistindo em uma sequéncia de aminodcido com pelo
menos 80% ou mais de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminodcido representada por SEQ ID NO: 110.

7. Receptor de antigeno quimérico (CAR), caracterizado pelo

fato de que compreende o anticorpo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 3 a 5, uma regido transmembrana fundida com uma terminagdo
carboxila do anticorpo, e uma regido de transducdo de sinal de ativacdo de
célula imunocompetente fundida com uma terminacdo carboxila da regido
transmembrana.

8. CAR de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de que compreende a sequéncia de aminoacido representada por qualquer
de SEQ ID NOs: 185 a 187.

9. Célula imunocompetente, caracterizada pelo fato de que

expressa 0 CAR como definido na reivindica¢do 7 ou 8.
10. Célula imunocompetente de acordo com a reivindicacao 9,

caracterizado pelo fato de que expressa adicionalmente interleucina 7 (IL-7) e

ligante de quimiocina 19 (CCL19).

11. Gene de anticorpo, caracterizado pelo fato de que codifica

um anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicac¢des 1 a 6, ou um
gene CAR que codifica o CAR como definido na reivindica¢ao 7 ou 8.

12. Gene de anticorpo, caracterizado pelo fato de que codifica

um anticorpo como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a4 e 6.

13. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende um

promotor, e o gene de anticorpo como definido na reivindicagcdo 11 ou o gene
CAR que codifica o CAR como deifinido na reivindicacao 11 operavelmente
ligado a jusante do promotor.

14. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende um

promotor, € o gene de anticorpo como definido na reivindicacdo 12

operavelmente ligado a jusante do promotor.
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15. Célula hospedeira, caracterizado pelo fato de que o vetor
como definido na reivindicagdo 13 ou 14 foi introduzido.

16. Método para detectar GPC3 (glipicano-3), caracterizado

pelo fato de que compreende a etapa de detectar GPC3 usando o anticorpo
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6.

17. Kit para a deteccio de GPC3 (glipicano-3), caracterizado

pelo fato de que compreende o anticorpo como definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 6, ou uma forma marcada deste.
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RESUMO

ANTICORPO, RECEPTOR DE ANTIGENO QUIMERICO, CELULA
IMUNOCOMPETENTE, GENE DE ANTICORPO, VETOR, CELULA
HOSPEDEIRA, METODO PARA DETECTAR GPC3, E, KIT PARA A
DETECCAO DE GPC3

A presente invencdo aborda o problema de prover: um
anticorpo anti-GPC3 que reconhece um epitopo diferente daquele para
anticorpos existentes (por exemplo, GC33 e GC199) e que pode se ligar
especificamente ao GPC3 localizado na membrana celular, mesmo como um
anticorpo de cadeia simples; um CAR incluindo o dito anticorpo anti-GPC3
de cadeia dnica; uma célula imunocompetente que expressa o dito CAR; um
gene de anticorpo anti-GPC3 ou gene CAR; um vetor que inclui o dito gene
de anticorpo anti-GPC3 ou gene CAR; uma célula hospedeira na qual o dito
vetor foi introduzido; um método para detectar especificamente GPC3; e um
kit para detectar especificamente GPC3. Este anticorpo inclui as CDRs 1-3 de
cadeia pesada especificas e as CDRs 1-3 de cadeia leve especificas 3
definidas na reivindicagdo 1, e se liga especificamente ao polipeptideo GPC3
derivado de humano. Este anticorpo se liga especificamente ao GPC3
localizado na membrana celular. Uma célula imunocompetente para CAR,
preparada a partir de CAR, que inclui o dito anticorpo de cadeia tnica € usada

na imunoterapia para cancer.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

A6 4 DOAAZ2G63 48 CAFB

Campo 2

353253 6F 6 6 3EBZ206

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: P138744listseq.txt
- Data de Geracao do Cdédigo: 04/07/2019
- Hora de Geracéo do Caodigo: 19:10:23
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. A64DOAA26348CAFB
- Campo 2: 3532536F663EB206
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