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liga especificamente a CD28 humano e uma segunda molécula de ligagéo ao antigeno que se liga especificamente a MUC16
humano. Em certas modalidades, as moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas da presente invengéo tém capacidade de
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ou de regulagao crescente é desejada e/ou terapeuticamente benéfica.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invengdo para “ANTI-
CORPOS BIESPECIFICOS ANTI-MUC16 X ANTI-CD28 E USOS DOS
MESMOS”.
PEDIDOS RELACIONADOS
[0001] Este pedido esta relacionado a e reivindica prioridade do Pe-
dido Provisoério n°® US 62/782.142, depositado em 19 de dezembro de
2018, e do Pedido Provisorio n° US 62/815.861, depositado em 8 de

marco de 2019. Todo o contetudo dos pedidos anteriores € expressa-

mente incorporado ao presente documento a titulo de referéncia.
LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que

foi enviada eletronicamente em formato ASCII e é incorporada a titulo
de referéncia em sua totalidade. A dita copia ASCII, criada em 18 de
dezembro de 2019, esta nomeada como
10493WO001_118003_49320_SeqLst.txt e tem 38372 bytes.

CAMPO DA INVENCAO

[0003] A presente invencdo se refere as moléculas de ligacdo ao

antigeno biespecificas que se ligam a CD28 e a uma molécula alvo,
como MUC16, e aos métodos de uso das mesmas.
ANTECEDENTES

[0004] CD28 é uma proteina transmembranar do tipo I, que tem um

anico dominio extracelular semelhante a Ig-V montado como um homo-
dimero e que é expressa na superficie das células T. CD28 € o receptor
para as proteinas CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2) e é ativado por CD80 ou
CD86 expressado em células apresentadoras de antigeno (APCs). A
ligacdo de CD28 a CD80 ou CD86 fornece sinais coestimuladores im-
portantes para a ativacao e sobrevivéncia de células T. A estimulacéo
de células T por meio de CD28 além do receptor de células T (TCR)

fornece um sinal potente para a producdo de vérias interleucinas. O
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CD28 também potencializa os sinais celulares, como as vias controla-
das pelo fator de transcricdo NFkB apds a ativacdo do TCR. O cossinal
de CD28 é importante para a ativacdo eficaz de células T, como dife-
renciacao, proliferacao, liberacédo de citocinas e morte celular.

[0005] Os anticorpos anti-CD28 tém sido propostos para fins tera-
péuticos envolvendo a ativacédo de células T. Um anticorpo anti-CD28
particular, TGN1412 (superagonista anti-CD28), foi usado em um en-
saio clinico em 2006. Seis voluntarios saudaveis receberam uma dose
intravenosa de TGN1412 (superagonista anti-CD28) na dose de 0,1
mg/kg. Em duas horas, todos 0s seis pacientes apresentaram respostas
inflamatorias significativas (tempestade de citocinas), e todos os paci-
entes apresentavam faléncia de multiplos 6érgdos em dezesseis horas.
Os individuos foram tratados com corticosteroides e 0s niveis de citoci-
nas voltaram aos niveis normais em 2 a 3 dias. Uma dose inicial de 0,1
mg/kg em um estudo de Fase 1 foi baseada em um multiplo de 500
vezes do nivel de efeito adverso ndo observado ("NOAEL”) de 50 mg/kg
em macacos cynomolgus (Suntharalingam, et al., Cytokine Storm in a
Phase 1 Trial of the Anti-CD28 Monoclonal Antibody TGN1412, NEJM
355: 1018 a 1028 (2006)). Infelizmente, a tempestade de citocinas indu-
zida por TGN1412 néo foi prevista por estudos de toxicologia em maca-
cos cynomolgus ou em estudos de PBMC humana ex vivo.

[0006] A mucina 16 (MUC16), também conhecida como antigeno de
cancer 125, antigeno de carcinoma 125, antigeno de carboidrato 125 ou
CA-125, é uma glicoproteina de membrana integral altamente glicosi-
lada. A MUC16 consiste em trés dominios principais: um dominio termi-
nal N extracelular, um grande dominio de repeticdo em tandem interca-
lado com espermatozoides de ourico-do-mar, enterocinase e dominios
agrin (SEA) e um dominio carboxila terminal que compreende um seg-

mento da regido transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta. A
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clivagem proteolitica resulta na derramamento de grande parte da por-
céo extracelular de MUC16 na corrente sanguinea. A MUC16 é supe-
rexpressa em canceres incluindo cancer de ovario, cancer de mama,
cancer de pancreas, cancer de pulmao de células ndo pequenas, colan-
giocarcinoma intra-hepatico com formacéo de massa, adenocarcinoma
do colo uterino e adenocarcinoma do trato gastrico e em doencas e afec-
¢cOes incluindo doenca intestinal inflamatdria, cirrose hepatica, insufici-
éncia cardiaca, infeccdo peritoneal e cirurgia abdominal. (Haridas, D. et
al., 2014, FASEB J., 28:4183-4199). Foi demonstrado que a expressao
de MUC16 em células cancerosas protege as células cancerosas do
sistema imunolégico. (Felder, M. et al., 2014, Molecular Cancer, 13:
129).

[0007] Foram investigados modos para o tratamento de cancer do
ovario utilizando anticorpos para MUC16. No entanto, 0s anticorpos mo-
noclonais, oregovomabe e abgovomabe, tiveram sucesso limitado. (Fel-
der, supra, Das, S. e Batra, SK 2015, Cancer Res. 75: 4660-4674.) Por
conseguinte, existe uma necessidade na técnica de anticorpos MUC16
melhorados para o tratamento do cancer.

[0008] Adicionalmente, moléculas de ligacdo ao antigeno biespeci-
ficas que se ligam a CD28 e a um antigeno alvo, como MUC16, seriam
Uteis em configuracdes terapéuticas em que o alvejamento especifico e
€ desejada a exterminacdo mediada por células T de células que ex-
pressam o antigeno alvo.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[0009] Em um primeiro aspecto, a presente invencéo fornece molé-

culas de ligacdo ao antigeno biespecificas que se liga ao CD28 e
MUC16, também referidas no presente documento como “moléculas bi-
especificas anti-CD28/anti-MUC16”. A porcéo anti-MUC16 da molécula

biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 ¢ util para o alvejamento de células
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de tumor que expressam MUC16 (por exemplo, células de turmor ova-
rianas), e a por¢cdo anti-CD28 da molécula biespecifica é util para ativar
células T. A ligacdo simultanea de MUC16 em uma célula de tumor e
CD28 em uma célula T facilita o exterminio direcionado (lise celular) da
célula de tumor alvejada pela célula T ativada. As moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16 da invencédo séo, portanto Uteis, entre ou-
tros, para tratar doencas e disturbios relacionados a ou causados por
tumores de expressdo de MUC16 (por exemplo, cancer de ovario).
[0010] As moléculas de ligacéo ao antigeno biespecificas de acordo
com esse aspecto da presente invengdo compreendem um primeiro do-
minio de ligacdo ao antigeno que liga especificamente CD28 humano,
e um segundo dominio de ligacao ao antigeno que liga especificamente
MUC16. A presente invencao inclui moléculas biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16 (por exemplo, anticorpos biespecificos) em que cada
dominio de ligacédo ao antigeno compreende uma regiao variavel de ca-
deia pesada (HCVR) emparelhada com uma regido variavel de cadeia
leve (LCVR). Em certas modalidades exemplificativas da invengao, o
dominio de ligacdo ao antigeno anti-CD28 e o dominio de ligacdo ao
antigeno anti-MUC16 compreendem, cada um, diferentes HCVRs dis-
tintas emparelhadas com uma LCVR comum.

[0011] A presente invencdo fornece moléculas biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16, em que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno
gue se liga especificamente ao CD28 compreende qualquer uma dentre
as sequéncias de aminoacidos de HCVR, como apresentado na Tabela
3. O primeiro dominio de ligagcdo ao antigeno que se liga especifica-
mente ao CD28 também pode compreender qualquer uma dentre as
sequéncias de aminoacidos de LCVR, como apresentado na Tabela 3.
De acordo com certas modalidades, o primeiro dominio de ligacdo ao
antigeno gue se liga especificamente ao CD28 compreende qualquer

uma dentre os pares de sequéncia de aminoacidos de HCVR/LCVR,
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como apresentado na Tabela 3. A presente invencao também fornece
moléculas biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que o primeiro do-
minio de ligac&o ao antigeno que se liga especificamente ao CD28 com-
preende qualquer uma dentre as sequéncias de aminoacidos de CDR1-
CDR2-CDR3 de cadeia pesada, como apresentado na Tabela 3, e/ou
qgualquer uma dentre as sequéncias de aminoacidos de CDR1-CDR2-
CDRS3 de cadeia leve, como apresentado na Tabela 3.

[0012] De acordo com certas modalidades, a presente invencao for-
nece moléculas biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que o primeiro
dominio de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a CD28
compreende uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) que tem
uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que con-
siste em SEQ ID Nos: 18 e 42 ou uma sequéncia substancialmente si-
milar da mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo me-
nos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[0013] A presente invencdo fornece moléculas biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16, em que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno
gue se liga especificamente a CD28 compreende uma regido variavel
de cadeia pesada (LCVR) que tem uma sequéncia de aminoacidos se-
lecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID Nos: 10 e 34 ou
uma sequéncia substancialmente similar da mesma que tem pelo me-
nos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia.

[0014] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o segundo dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a CD28 compreende um par de
sequéncias de aminoacidos de HCVR e LCVR (HCVR/LCVR) selecio-
nado a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18/10 e 42/34.
[0015] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-

cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o primeiro dominio de ligacdo ao
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antigeno que se liga especificamente a CD28 compreende um dominio
de CDR3 de cadeia pesada (HCDR3) que tem uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs:
24 e 48, ou uma sequéncia substancialmente similar & mesma que tem
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos
99% de identidade de sequéncia; e um dominio de CDR3 de cadeia leve
(LCDR3) que tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir
do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 16 e 40, ou a sequéncia subs-
tancialmente similar da mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos
95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.
[0016] Em certas modalidades, o segundo dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a CD28 compreende um par de
sequéncias de aminoacidos de HCDR3/LCDR3 selecionado a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 24/16 e 48/40.

[0017] A presente invencao também fornece moléculas de ligacéo
ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que o primeiro do-
minio de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a CD28 com-
preende um dominio CDR1 (HCDR1) de cadeia pesada que tem uma
sequéncia de amino&cidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 20 e 44, ou uma sequéncia substancialmente seme-
Ilhante @ mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo me-
nos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia; um dominio
CDR2 (HCDRZ2) de cadeia pesada que tem uma sequéncia de aminoa-
cidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 22 e
46, ou uma sequéncia substancialmente semelhante da mesma que tem
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos
99% de identidade de sequéncia; um dominio CDR1 (LCDR1) de cadeia
leve que tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do

grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12 e 36, ou uma sequéncia subs-
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tancialmente semelhante a mesma que tem pelo menos 90%, pelo me-
nos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de se-
guéncia; e um dominio CDR2 (LCDR2) de cadeia leve gque tem uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 14 e 38, ou uma sequéncia substancialmente seme-
Ihante a mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo me-
nos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[0018] Certas moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16 exemplificativas nao limitantes da invencgé&o incluem
um primeiro dominio de ligac&o ao antigeno que se liga especificamente
a CD28 que compreende dominios de HCDR1-HCDR2-HCDR3-
LCDR1-LCDR2-LCDR3, respectivamente, que tém a sequéncia de ami-
noacidos selecionadas a partir do grupo que consiste em: SEQ ID NOs:
20-22-24-12-14-16 e 44-46-48-36-38-40.

[0019] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o segundo dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a MUC16 compreende uma regiéo
variavel de cadeia pesada (HCVR) que tem a sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2 e 26, ou
uma sequéncia substancialmente similar da mesma que tem pelo me-
nos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia.

[0020] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o segundo dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a MUC16 compreende uma regiao
variavel de cadeia leve (LCVR) que tem a sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 10 e 34, ou
uma sequéncia substancialmente similar da mesma que tem pelo me-
nos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de

identidade de sequéncia.
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[0021] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o segundo dominio de ligacédo ao
antigeno que se liga especificamente a MUC16 compreende um par de
sequéncias de aminoacidos de HCVR e LCVR (HCVR/LCVR) selecio-
nado a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2/10 e 26/34.
[0022] A presente invencdo também fornece moléculas biespecifi-
cas anti-CD28/anti-MUC16, em que o primeiro dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a MUC16 compreende um domi-
nio de CDR3 de cadeia pesada (HCDR3) que tem a sequéncia de ami-
noacidos selecionada a partir do grupo gue consiste em 8 e 32, ou uma
sequéncia substancialmente similar a mesma que tem pelo menos 90%,
pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade
de sequéncia; e um dominio de CDR3 de cadeia leve (LCDR3) que tem
uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que con-
siste em SEQ ID NOs: 16 e 40, ou uma sequéncia substancialmente
similar da mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo me-
nos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[0023] Em certas modalidades, o segundo dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a MUC16 compreende um par de
sequéncias de aminoacidos de HCDR3/LCDR3 selecionado a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 8/16 e 32/40.

[0024] A presente invencao também fornece moléculas de ligacdo
ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que o segundo
dominio de ligacédo ao antigeno que se liga especificamente a MUC16
compreende um dominio de CDR1 (HCDR1) de cadeia pesada que tem
a sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 4 e 28, ou uma sequéncia substancialmente seme-
Ihante a mesma que tem pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo me-

nos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia; um dominio

Petica0 870210048704, de 28/05/2021, pag. 85/248



9/150

de CDR2 (HCDR2) de cadeia pesada que tem a sequéncia de aminoa-
cidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 6 e
30, ou uma sequéncia substancialmente semelhante a mesma que tem
pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos
99% de identidade de sequéncia; um dominio de CDR1 (LCDR1) de
cadeia leve que tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada a par-
tir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12 e 36, ou uma sequéncia
substancialmente semelhante & mesma que tem pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de se-
quéncia; e um dominio de CDR2 de cadeia leve (LCDR2) que tem uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 14 e 38, ou uma sequéncia substancialmente seme-
Ihante a mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[0025] Certas moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16 exemplificativas nao limitantes da invencgé&o incluem
um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se liga especifica-
mente a MUC16 que compreende dominios de HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDRS, respectivamente, que tém as sequén-
cias de aminoacidos selecionadas a partir do grupo que consiste em:
SEQ ID NOs: 4-6-8-12-14-16 e 28-30-32-36-38-40.

[0026] Em uma modalidade relacionada, a invencéo inclui molécu-
las de ligacéo ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que
o segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente
a MUC16 compreende os dominios de CDR de cadeia pesada e leve
contidos dentro de sequéncias de regidao variavel de cadeia pesada e
leve (HCVR/LCVR) selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ
ID NOs: 2/10 e 26/34.

[0027] Em outro aspecto, a presente invencao fornece moléculas de

acido nucleico que codificam qualquer uma dentre as sequéncias de
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HCVR, LCVR ou CDR das moléculas de ligacdo ao antigeno biespeci-
ficas anti-CD28/anti-MUC16 divulgadas no presente documento, inclu-
indo as moléculas de acido nucleico que compreendem as sequéncias
de polinucleotideos, como apresentado na Tabela 2 e/ou na Tabela 4
no presente documento, bem como moléculas de acido nucleico que
compreendem duas ou mais das sequéncias de polinucleotideos como,
apresentado na Tabela 2 e/ou Tabela 4 em qualquer combinacéo fun-
cional ou disposicdo das mesmas. Os vetores de expressao recombi-
nante que portam os acidos nucleicos da invencéao, e células hospedei-
ras nas quais tais vetores foram introduzidos, também séo englobados
pela invengdo, como os métodos para produzir os anticorpos cultivando-
se as células hospedeiras sob condi¢des que permitem a producéo dos
anticorpos, e recuperando-se os anticorpos produzidos.

[0028] A presente invencdo inclui moléculas de ligacdo ao antigeno
biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, em que qualquer um dentre os do-
minios de ligacdo ao antigeno supracitados que se ligam especifica-
mente a CD28 é combinado, conectado ou, de outro modo, associado a
qualquer um dentre os dominios de ligacdo ao antigeno supracitados
que se ligam especificamente a MUC16 para formar uma molécula de
ligacdo ao antigeno biespecifica que se liga a CD28 e a MUC16.

[0029] A presente invencdo inclui moléculas de ligacdo ao antigeno
biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que tém um padréo de glicosilacédo
modificado. Em algumas aplicac¢des, a modificacdo para remover os si-
tios de glicosilacdo indesejaveis pode ser Util, ou um anticorpo despro-
vido de uma porc¢ao quimica de fucose presente na cadeia de oligossa-
carideos, por exemplo, para aumentar a funcéo de citotoxicidade celular
dependente de anticorpo (ADCC) (consulte Shield et al. (2002) JBC
277:26733). Em outras aplicacbes, uma modificacdo de glicosilacdo
pode ser produzida a fim de modificar a citotoxicidade dependente de

complemento (CDC).
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[0030] Em outro aspecto, a invencéo fornece uma composicao far-
macéutica que compreende uma molécula de ligacdo ao antigeno bies-
pecifica anti-CD28/anti-MUC16, como divulgado no presente docu-
mento, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em um aspecto rela-
cionado, a invencao apresenta uma composi¢cao que € uma combinacao
de uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica anti-CD28/anti-
MUC16 e um segundo agente terapéutico. Em uma modalidade, o se-
gundo agente terapéutico € qualquer agente que é vantajosamente
combinado com uma molécula de ligac&do ao antigeno biespecifica anti-
CD28/anti-MUC16. Os agentes exemplificativos que podem ser vanta-
josamente combinados com uma molécula de ligacdo ao antigeno bies-
pecifica anti-CD28/anti-MUC16 séo discutidos em detalhes em outro lo-
cal no presente documento.

[0031] Em ainda outro aspecto, a invencao fornece métodos tera-
péuticos para alvejamento/exterminio de células de tumor que expres-
sam MUC16 com o uso de uma molécula de ligacdo ao antigeno bies-
pecifica anti-CD28/anti-MUC16 da invencdo, em que os métodos tera-
péuticos compreendem administrar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma composicao farmacéutica que compreende uma molécula
de ligacdo ao antigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 da invencao
para um individuo que precisa da mesma.

[0032] A presente invengdo também inclui o uso de uma molécula
de ligac&o ao antigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 da invencao
na fabricacdo de um medicamento para o tratamento de uma doencga ou
disturbio relacionado a ou causado por expressdo de MUC16.

[0033] Em ainda outro aspecto, a invencao fornece métodos tera-
péuticos para alvejar/exterminar células tumorais que expressam
MUC16 com o uso de uma molécula de ligacéo ao antigeno biespecifica
anti-CD28/anti-MUC16 da invencdo, em que a molécula de ligagdo ao

antigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 é combinada com outras
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moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas antitumorais que se li-
gam a CD3 (por exemplo, anti-CD28/anti-MUC16 combinado com anti-
corpos anti-CD3/anti-MUC16).

[0034] Em ainda outro aspecto, a invencao fornece métodos tera-
péuticos para alvejar/exterminar células tumorais que expressam
MUC16 com o uso de uma molécula de ligacédo ao antigeno biespecifica
anti-CD28/anti-MUC16 da invencdo, em que a molécula de ligacdo ao
antigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 € combinada com um di-
recionamento de inibidor de via de sinalizagcdo PD-1, PD-L1 ou CTLA-4
(por exemplo, anti-CD28/anti-MUC16 combinado com anticorpos anti-
PD-1). Em certas modalidades, prevé-se que o0s anticorpos anti-
CD28/anti-MUC16 da invencdo podem ser combinados com agentes
gue visam PD-1, como Pembrolizumab (Keytruda®), Nivolumab (Op-
divo®) ou Cemiplimabe (Libtayo®). Em certas modalidades, prevé-se
gue os anticorpos anti-CD28/anti-MUC16 da invencao podem ser com-
binados com agentes que tém como alvo PD-L1, como Atezolizumab
(Tecentrig®), Avelumab (Bavencio®) ou Durvalumab (Imfinzi®). Em cer-
tas modalidades, prevé-se que os anticorpos anti-CD28/anti-MUC16 da
invengdo podem ser combinados com agentes que tém como alvo
CTLA-4, como Ipilimumab (Yervoy®).

[0035] Em ainda outro aspecto, a invencao fornece métodos tera-
péuticos para alvejar/exterminar células tumorais que expressam
MUC16 com o uso de uma molécula de ligacao ao antigeno biespecifica
anti-CD28/anti-MUC16 da invencao, em que a molécula de ligagdo ao
antigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16 é combinada com outras
moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas antitumorais que se li-
gam a CD3 (por exemplo, anti-CD28/anti-MUC16 combinado com anti-
corpos biespecificos anti-CD3/anti-MUC16) e um inibidor de via de si-
nalizacao que tem como alvo a PD-1, PDL-1 ou CTLA-4 (por exemplo,

anti-CD28/anti-MUC16 combinado com anticorpos anti-PD-1).
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[0036] Outras modalidades irdo se tornar evidentes a partir de uma
revisdo da descricdo detalhada a seguir.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0037] A Figura 1 é um gréfico que mostra a inibicdo do crescimento

tumoral em linhagens celulares modificadas com a introducdo da ex-
pressdo de ligante coestimulador. Trés linhagens celulares tumorais,
B16F10.9, EL4 e MC38 foram geneticamente modificadas para expres-
sar um ligante coestimulador, ou GFP, ou um vetor vazio como controle.
Células tumorais manipuladas foram injetadas em camundongos
C57BL/6. Os dados representam a meédia £ SEM. Os dados sé&o repre-
sentativos de pelo menos uma experiéncia com cinco (5) camundongos
por grupo. O grafico mostra o crescimento do tumor como a porcenta-

gem de controle calculada como

Volume do tumor

Volume de controle do tu- X100

mor

[0038] As Figuras 2A a 2l sdo esquematicas e graficos que mos-
tram que o anti-MUC16xCD28 exemplificativo da invencédo potencializa
a acdo das células T na presenca de estimulacdo de TCR por anti-
MUC16xCD3 e linhas de células cancerosas com MUC16 enddgeno
(PEOL). As Figuras 2B a 2E séo graficos que mostram os dados para
PBMC humana. As Figuras 2F a 2H séo graficos que mostram os dados
para PBMC de macaco cynomolgus. Células T humanas (para as Figu-
ras 2B a 2E) ou células T de cynomolgus (para as Figuras 2F a 2H)
foram cultivadas com células alvo de cancer com expressao de MUC16
enddgena (linha de cancer de ovéario PEO-1) e os anticorpos biespecifi-
cos indicados por 96 horas.

[0039] A Figura 2A é um esquema da configuracdo do ensaio.

[0040] A Figura 2B € um gréfico que mostra o exterminio de células
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tumorais. O valor no eixo geométrico Y se refere a porcentagem de cé-
lula PEOL1 viavel.

[0041] A Figura 2C é um grafico que mostra a liberagao de IFNy.
[0042] A Figura 2D é um grafico gue mostra contagens de células
T CD4 e frequéncia de células CD25", representadas como porcenta-
gem de células CD25" em células T CDA4.

[0043] A Figura 2E é um grafico que mostra contagens de células
T CD8 e frequéncia de células CD25", representadas como porcenta-
gem de células CD25" em células T CD8.

[0044] A Figura 2F é um grafico que mostra o exterminio de células
tumorais. O valor no eixo geométrico Y se refere a porcentagem de cé-
lula PEOL1 viavel.

[0045] A Figura 2G é um gréfico que mostra contagens de células
T CD4 e frequéncia de células CD25", representadas como porcenta-
gem de células CD25" em células T CDA4.

[0046] A Figura 2H é um grafico que mostra contagens de células
T CD4 e contagens de células T CD8 e frequéncia de células CD257,
representadas como porcentagem de células CD25* em células T CD4
e células T CDS8.

[0047] A Figura 2l fornece um gréafico que mostra a ligacéo do anti-
corpo a alvos celulares medidos por citometria de fluxo.

[0048] As Figuras 3A a 3C séo graficos que mostram que os anti-
corpos biespecificos anti-MUC16xCD28 exemplificativos da presente in-
vencdo aumentam a imunidade antitumoral por ativacdo de células T
induzida por anti-MUC16xCD3.

[0049] A Figura 3A é um grafico que mostra a carga tumoral medida
pela radiancia média (Radiancia média [p/s/cm?/sr] ao longo do tempo.
Os valores representam a mediana do grupo mais o intervalo. Os valo-
res de P foram calculados com o teste de Mann Whitney para cada

ponto de tempo. *, p <0,05 ou **, p <0,01 para comparacdo de
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MUC16xCD3 e EGFRVIIXCD3. ##, p <0,01 para comparacdo de
MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e EGFRvVIIIXCD3. Camundongos NSG
enxertados com PBMC humana foram implantados com OVCARS3-Luc
por injecdo intraperitoneal. Os camundongos foram dosados com IV nos
dias 5 e 8 (flechas). Os camundongos receberam 2,5 pg de
MUC16xCD3 ou 2,5 ug de EGFRUVIIIXCD3. Alguns dos camundongos
também receberam MUC16xCD28 a 100 ug. O fardo de tumor foi avali-
ado por BLI nos Dias 4, 8, 12, 15, 20 e 25 apoés a implantacédo de tumor
monitorando-se bioluminescéncia ao longo do tempo. N =5 camundon-
gos por grupo

[0050] A Figura 3B fornece graficos que mostram os niveis de cito-
cinas no soro do sangue obtidos nas 4 horas apos a primeira dose das
mesmas experiéncias mostradas na Figura 3A. Os valores de P foram
calculados com ANOVA de uma via. ##, p <0,01 ou ####, p <0,0001
para comparacao de MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e EGFRvVIIIXCDS3.
@@@, p <0,005 para comparacdao MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e
MUC16xCD3. *, p <0,01, ™, p <0,005, M P <0,0001 para comparacgéao
de MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e EGFRVIIIXCD3 + MUC16xCD28.
[0051] A Figura 3C fornece graficos que mostram a carga tumoral
e a correlacdo com os niveis de CA-125 no soro no dia 26. N = 5 ca-
mundongos por grupo das mesmas experiéncias mostradas na Figura
3A.

[0052] A Figura 4A é um grafico que mostra a carga tumoral medida
pela radiancia média (Radiancia média [p/s/cm?/sr] ao longo do tempo.
Os valores representam a mediana do grupo mais o intervalo. Os valo-
res de P foram calculados com o teste de Mann Whitney para cada
ponto de tempo. **, p <0,01 para comparacédo de MUC16xCD3 e EGFR-
vilIxCD3. ##, p <0,01 para comparacdo de MUC16xCD3 +
MUC16xCD28 e EGFRUVIIIXCD3. @, p <0,05 para comparacdo

Peticao 870210048704, de 28/05/2021, pag. 92/248



16/150

MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e MUC16xCD3. Camundongos NSG en-
xertados com PBMC humana foram implantados com OVCAR3-Luc por
injecéo intraperitoneal. Camundongos foram tratados por IV com 0,5
mg/kg de MUC16xCD3 ou 0,5 mg/kg de EGFRVIIIXCD3. Alguns dos ca-
mundongos também receberam MUC16xCD28 a 0,2 mg/kg nos Dias 5
e 8 (flechas). O fardo de tumor foi avaliado por BLI nos Dias 4, 8, 11, 14,
21, 28 e 34 monitorando-se bioluminescéncia ao longo do tempo. N =5
ou 6 camundongos por grupo.

[0053] A Figura 4B fornece gréaficos que mostram os niveis de cito-
cinas no soro do sangue obtidos nas 4 horas apos a primeira dose das
mesmas experiéncias mostradas na Figura 4A. Os valores de P foram
calculados com ANOVA de uma via. *, p <0,05 para comparagao
MUC16xCD3 e EGFRVIIIXCD3 ##, p <0,01 ou ###, p <0,001 ou ####, p
<0,0001 para MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e comparagdo EGFR-
vIIIXCD3. @, p <0,05 ou @@@@, p <0,0001 para comparacéo
MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e MUC16xCD3. ™, p <0,001 ou M*P
<0,001 ou ""P <0,0001 para comparacdo de MUC16xCD3 +
MUC16xCD28 e EGFRVIIIXCD3 + MUC16xCD28.

[0054] A Figura 5 € um grafico que mostra a sobrevivéncia ao longo
do tempo. Células ID8-VEGF/hMUC16 foram implantadas na cavidade
peritoneal de camundongos humanizados para hCD3/hCD28/hMUC16.
Os camundongos foram tratados por via intravenosa com EGFR-
vIIIXCD3 ou MUC16xCD3 a 1 mg/kg ou dias 3, 6 e 10 apds a implanta-
cdo do tumor, conforme indicado pelas setas. Alguns camundongos
também receberam MUC16xCD28 a 1 mg/kg. Os valores de P foram
calculados com o teste de Mantel-Cox para cada ponto de tempo. **, p
<0,01 para comparacao de MUC16xCD3 e EGFRVIIIXCDS3. ##, p <0,01
para comparacdo de MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e EGFRVIIIXCD3.
@, p <0,05 para comparacdo MUC16xCD3 + MUC16xCD28 e
MUC16xCD3.
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[0055] A Figura 6A é um gréfico que mostra o volume do tumor ao
longo do tempo. As células tumorais MC38/hMUC16 foram implantadas
subcutaneamente em camundongos humanizados hCD3/hMUC16. Os
camundongos foram tratados com anti-MUC16xCD3 a 0,01 mg/kg, an-
ticorpo biespecifico anti-MUC16xmCD28 exemplificativo da invencao a
0,5 mg/kg como indicado duas vezes por semana comecando no dia 0
(setas). O volume do tumor foi monitorado por medigcéo do calibrador ao
longo do tempo. Os valores mostrados sdo a média £+ SEM. Os dados
sao representativos de trés (3) experimentos. N = 7 camundongos por
grupo. Os valores P foram calculados com ANOVA de 2 vias com com-
paracdo com o controle de isétipo (**, p <0,01 e **** P <0,0001 para
MUC16xCD3+MUC16xmCD28 e comparacado de controle de isétipo; #,
p <0,05 para MUC16xCD3 e comparacao de controle de isétipo; $, p
<0,05 para MUC16xmCD28 e comparacédo de controle de isotipo).
[0056] A Figura 6B fornece gréaficos que mostram os niveis de cito-
cinas no soro do sangue obtidos no ponto de tempo indicado a partir
das mesmas experiéncias mostradas na Figura 6A.

[0057] As Figuras 6C e 6D sao graficos que mostram os niveis de
citocinas. Os camundongos sangraram devido a citocinas séricas 4 ho-
ras apos a dose no dia 7. A significancia estatistica foi calculada com
ANOVA de 1 via em comparagado com o isétipo **p <0,01 e ***p <0,0001.
n = 7 camundongos por grupo. Os dados séo representativos de 3 ex-
perimentos.

[0058] A Figura 7 é um gréafico que mostra que a ancoragem de um
MUC16xCD28 a placas de ensaio usando o método de revestimento
seco ou Umido ndo induz a ativacao de ceélulas T na auséncia de um
estimulo CD3 em contraste com o superagonista CD28.

[0059] As Figuras 8A a 8C sdo graficos que mostram que
MUC16xCD28 sozinho ou em terapia de combinacéo néo induz a ativa-

cao de células T sistémicas. Os macacos Cynomolgus receberam uma

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pag. 94/248



18/150

dose uUnica de biespecificos de 1 ou 10 mg/kg (indicado entre parénte-
ses). Um grupo adicional recebeu um total de 4 doses indicadas como
dosagem repetida. O sangue foi coletado nos tempos indicados apos a
dose (h). Figura 8A: Citocinas séricas, Figura 8B: Contagens relativas
de células T e Figura 8C: Frequéncia de células T Ki67+ e ICOS+ (%
de CD3) sédo mostradas. Os dados representam a média +/- SEM. N =
3 animais por grupo. Os valores de P foram calculados com ANOVA de
2 fatores em comparacdo com o controle de isotipo. (**, p<0,01; ***,
p<0,001 e **** p<0,0001).

[0060] As Figuras 9A e 9B mostram que os anticorpos biespecifi-
cos MUCxCD28 e MUC16xCD3 podem se ligar a células que expres-
sam MUC na presenca de CA-125 soluvel. As células OVCAR-3 foram
incubadas em 8 nM de anticorpos indicados marcados com Alexa647
na presenca de concentracfes crescentes de CA-125 soluvel (Figura
9A) ou MUC16 nub (Figura 9B) por 30 minutos a 4 °C em tampéao de
citometria de fluxo (PBS + FBS a 1%). ApGs a incubacédo, as células
foram lavadas, novamente suspensas em tampéao de citometria de fluxo
e analisadas por citometria de fluxo.

[0061] A Figura 10 é um esquema do Bioensaio Reporter Baseado
em Células T/Células Apresentadoras de Antigenos.

[0062] As Figuras 11A e 11B mostram que bs24963D (também co-
nhecido como REGN5668) aprimora a sinalizacdo de NF-kB em células
T modificadas na presenca de células apresentadoras de antigeno esti-
muladoras que expressam MUC16. Resumidamente, células reporter
J.RT3.T3.5/NF-kB-Luc/1G4AB/hCD8ap/hCD28 foram incubadas com
bs24963D ou CD28 de anticorpo biespecifico de controle sem ponte
(ndo TAAXCD28) em uma faixa de concentracdes (39pM a 10nM), in-
cluindo um controle sem anticorpo, na presenca de células
3T3/hB2M/HLA-A2/NYESO1p/hMUC16 (Figura 11A) e 3T3/hB2M/HLA-

A2/NYESO1p em uma razéo de células reporter 3,33:1 para células 3T3
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estimuladoras (Figura 11B). A sinalizagao de NF-kB foi detectada como
atividade de luciferase e medida pela quantificagao do sinal de lumines-
céncia, relatado como unidades de luz relativa (RLU). Os dados de um
ensaio realizado em pocos duplicados séo representados graficamente
como média £ SD.

[0063] A Figura 12 mostra que bs24963D (também conhecido
como REGN5668) medeia a liberacéo de IL-2 dependente da concen-
tracdo de células T primarias humanas na presenca de REGN4018
(consultar o documento W02017/053856A1, BSMUC16/CD3-001 que é
REGN4018) com células alvo OVCAR-3 e PEO1. Resumidamente, cé-
lulas T primarias humanas enriquecidas foram incubadas com anticorpo
biespecifico de controle sem ponte bs24963D ou CD28 (nao
TAAXCD28) em uma faixa de concentragdes (7,6 pM a 500 nM), inclu-
indo um controle sem anticorpo, na presenca de uma concentragao fixa
(5 nM) de REGN4018 ou anticorpo biespecifico de controle sem ponte
CD3 (ndo TAAXCD3) e as linhas de células de cancer de ovario humano
OVCAR-3 ou PEO1 em uma razéo de células efetoras-alvo de 10:1 ou
4:1, respectivamente. Os dados sao de um ensaio realizado em pogos
em triplicado e sdo representados graficamente como média + SD. A
liberacdo de IL-2 foi medida usando um imunoensaio de IL-2 humana
de acordo com o protocolo do fabricante.

[0064] A Figura 13 mostra que bs24963D (também conhecido
como REGN5668) medeia o0 aumento dependente da concentracéo da
proliferacdo de células T primarias humanas na presenca de REGN4018
com células alvo OVCAR-3 e PEO1. Resumidamente, células T prima-
rias humanas enriquecidas foram incubadas com anticorpo biespecifico
de controle sem ponte bs24963D ou CD28 (ndo TAAXCD28) em uma
faixa de concentracdes (7,6 pM a 500 nM), incluindo um controle sem
anticorpo, na presenca de uma concentracao fixa (5 nM) de REGN4018

ou anticorpo biespecifico de controle sem ponte de CD3 (hdo TAAXCD?3)
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e as linhas de células de cancer de ovario humano OVCAR-3 e PEO1
em uma razao de células efetoras-alvo de 10:1 ou 4:1, respectivamente.
Os dados s&o de um ensaio realizado em pog¢os em triplicado e sao
representados graficamente como média = SD. A proliferacéo de células
T foi medida por meio da deteccdo de decaimento do tritio (de timidina
tritiada incorporada em células em diviséao) e relatada como CPM.
[0065] A Figura 14 mostra que bs24963D (também conhecido
como REGN5668) medeia a liberacédo de IL-2 dependente da concen-
tracao e a adicdo de cemiplimabe aumenta modestamente a liberagéo
de IL-2 de células T primarias humanas com células alvo SW1990 e
SW1990/hPD-L1. Resumidamente, células T primarias humanas enri-
guecidas foram incubadas com anticorpo biespecifico de controle sem
ponte bs24963D ou CD28 (ndo TAAXCD28) em uma faixa de concen-
tracdes (7,6 pM a 500 nM), incluindo um controle sem anticorpo, na pre-
senca de uma concentracéo fixa (20 nM) de cemiplimabe ou controle de
IgG4P e as linhas de células de cancer de pancreas humano SW1990 e
SW1990/hPD-L1 em uma razao de células efetoras para células-alvo de
2:1. Os dados sé&o de um ensaio realizado em poc¢os em triplicado e sao
representados graficamente como média = SD. A liberacéo de IL-2 foi
medida usando um imunoensaio de IL-2 humana de acordo com o pro-
tocolo do fabricante. As analises estatisticas foram realizadas usando
uma ANOVA de 2 fatores. As diferencas foram consideradas estatisti-
camente significativas quando p <0,05. bs24963D + cemiplimabe de-
monstrou aumentos estatisticamente significativos na liberagéo de IL-2
em comparacdo com o controle REGN5668 + 1gG4P em células
SW1990/hPD-L1 (p <0,0001).

[0066] A Figura 15 mostra que bs24963D (também conhecido
como REGN5668) medeia o0 aumento da proliferacdo dependente da
concentracdo e a adicdo de modéstia de cemiplimabe aumenta a proli-

feracdo de células T primarias humanas com SW1990 e SW1990/hPD-
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L1. Resumidamente, células T primarias humanas enriquecidas foram
incubadas com bs24963D ou anticorpo biespecifico de controle sem
ponte CD28 (ndo TAAXCD28) em uma faixa de concentracdes (7,6 pM
a 500 nM), incluindo um controle sem anticorpo, na presenca de uma
concentragao fixa (20 nM) de qualquer cemiplimabe ou controle de
IgG4P e as linhas de células de cancer pancreatico humano SW1990 e
SW1990/hPD-L1 em uma razao de células efetoras para células-alvo de
2:1. Os dados sé&o de um ensaio realizado em poc¢os em triplicado e sao
representados graficamente como média £ SD. A proliferacédo de células
T foi medida por meio da deteccdo de decaimento do tritio (de timidina
tritiada incorporada em células em divisdo) e relatada como CPM. As
andlises estatisticas foram realizadas usando uma ANOVA de 2 fatores.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
guando p <0,05. bs24963D + cemiplimabe demonstrou aumentos esta-
tisticamente significativos na proliferacdo em comparacdo com o con-
trole bs24963D + IgG4® em células SW1990/hPD-L1 (p <0,0001).
DESCRICAO DETALHADA

[0067] Antes de a presente invencao ser descrita, deve ser enten-

dido que esta invencdo néo é limitada a métodos e condicdes experi-
mentais particulares descritos, visto que tais métodos e condi¢cdes po-
dem variar. Também deve ser entendido que a terminologia usada no
presente documento é para o propdsito de descrever modalidades par-
ticulares apenas, e ndo se destina a ser limitante, visto que o escopo da
presente invencao sera limitado apenas pelas reivindicagcdes anexas.

[0068] Exceto se for definido de outro modo, todos os termos técni-
cos e especificos usados no presente documento tém o mesmo signifi-
cado que é comumente entendido por uma pessoa de habilidade co-
mum na técnica a qual a presente invencao pertence. Como usado no
presente documento, o termo "cerca de", quando utilizado em referéncia

a um valor numérico particular recitado, significa que o valor pode variar
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do valor indicado em ndo mais do que 1%. Por exemplo, como usado
no presente documento, a expressao “cerca de 100” inclui 99 e 101 e
todos os valores entre (por exemplo, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, etc.).
[0069] Embora quaisquer métodos e materiais similares ou equiva-
lentes aqueles descritos no presente documento possam ser usados ha
pratica ou teste da presente invencéo, os metodos e materiais preferen-
ciais sdo, agora, descritos. Todas as patentes, pedido e publicacdes de
nao patente mencionados no presente relatorio especifico sdo incorpo-
rados no presente documento a titulo de referéncia em suas totalidades.
DEFINICOES

[0070] A expressao "CD28", tal como usada no presente docu-

mento, refere-se a um antigeno que € expresso nas células T como um
receptor coestimulador. O CD28 humano compreende a sequéncia de
aminoacidos apresentada em SEQ ID NO: 50 e/ou que tem a sequéncia
de aminoéacidos apresentada no numero de acesso NCBI NP_006130.1.
O dominio ecto de CD28 humano (N19-P152) com um Fc de camun-
dongo é mostrado na SEQ ID NO: 52. O dominio ecto de CD28 humano
(N19-P152) com uma etiqueta myc-myc-his € mostrado na SEQ ID NO:
53. Todas as referéncias a proteinas, polipeptideos e fragmentos de
proteinas no presente documento se destinam a se referir a versao hu-
mana da respectiva proteina, polipeptideo ou fragmento de proteina, a
menos que explicitamente especificado como sendo de uma espécie
nao humana. Assim, a expresséo "CD28" significa CD28 humano, a me-
nos que especificado como sendo de uma espécie ndo humana, por
exemplo, "CD28 de camundongo”, "CD28 de macaco", etc. Dominio
ecto de CD28 de camundongo (numero de acesso NP_031668.3) tendo
uma etiqueta myc-myc-his € mostrada na SEQ ID NO: 54.

[0071] Como usado no presente documento, "um anticorpo que se

liga ao CD28" ou um "anticorpo anti-CD28" inclui anticorpos e fragmen-
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tos de ligacdo ao antigeno dos mesmos que reconhecem especifica-
mente um CD28 monomérico, bem como anticorpos e fragmentos de
ligacdo ao antigeno dos mesmos que reconhecem especificamente um
CD28 dimérico. Os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno da
presente invencdo podem se ligar a CD28 soltuvel e/ou CD28 expres-
sado em superficie celular. O CD28 soluvel inclui proteinas de CD28
naturais, bem como variantes de proteina de CD28 recombinante como,
por exemplo, construtos de CD28 monomeéricos e diméricos, desprovi-
dos de um dominio transmembranar ou séo, de outro modo, ndo asso-
ciados a uma membrana celular.

[0072] Como usado no presente documento, a expressdo "CD28
expressado em superficie celular" significa uma ou mais proteinas de
CD28 gue sao expressas na superficie de uma célula in vitro ou in vivo,
de modo que pelo menos uma por¢ao de uma proteina de CD28 seja
exposta ao lado extracelular da membrana celular e seja acessivel a
uma porcao de ligacdo ao antigeno de um anticorpo. O "CD28 expres-
sado em superficie celular" inclui proteinas de CD28 contidas dentro do
contexto de um receptor coestimulador de célula T funcional na mem-
brana de uma célula. A expressao "CD28 expressado na superficie ce-
lular" inclui a proteina CD28 expressa como parte de um homodimero
na superficie de uma célula. Um "CD28 expressado na superficie celu-
lar" pode compreender ou consistir em uma proteina CD28 expressada
na superficie de uma célula que normalmente expressa a proteina
CD28. Alternativamente, "CD28 expressado em superficie celular” pode
compreender ou consistir na proteina de CD28 expressada na superfi-
cie de uma célula que normalmente ndo expressa CD28 humano em
sua superficie, porém, foi geneticamente modificada para expressar
CD28 em sua superficie.

[0073] Como usado no presente documento, a expressao "anti-

corpo anti-CD28" inclui ambos os anticorpos monovalentes com uma
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Unica especificidade, bem como anticorpos biespecificos que compre-
endem um primeiro brago que se liga a CD28 e um segundo braco que
se liga a um segundo antigeno (alvo), em que o braco anti-CD28 com-
preende qualguer uma das sequéncias de HCVR/LCVR ou CDR con-
forme estabelecido na Tabela 3 no presente documento. Exemplos de
anticorpos biespecificos anti-CD28 sdo descritos em outro lugar no pre-
sente documento. O termo "molécula de ligacdo ao antigeno” inclui an-
ticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno de anticorpos, incluindo,
por exemplo, anticorpos biespecificos.

[0074] O termo "MUC16", como usado no presente documento, se
refere a proteina de MUC16 humana exceto se especificado como
sendo de uma espécie ndo humana (por exemplo, "MUC16 de camun-
dongo”, "MUC16 de macaco", etc.). A proteina MUC16 humana tem a
sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 49 e/ou que tem a
sequéncia de aminoéacidos conforme apresentado no nimero de acesso
NCBI NP_078966. O dominio proximal da membrana MUC16 humana
(P13810-P14451) com uma etiqueta myc-myc-his é mostrado como
SEQ ID NO: 51.

[0075] Como usado no presente documento, “um anticorpo que se
liga a MUC16" ou um "anticorpo anti-MUC16" inclui anticorpos e frag-
mentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos que podem se ligar a
MUC16 soluvel e/lou MUC16 expresso na superficie celular. O MUC16
solavel inclui proteinas de MUC16 naturais, bem como variantes de pro-
teina de MUC16 recombinante como, por exemplo, construtos de
MUC16 monomeéricos e diméricos, desprovidos de um dominio trans-
membranar ou sdo, de outro modo, ndo associados a uma membrana
celular.

[0076] Como usado no presente documento, a expressao "anti-

corpo anti-MUC16" inclui ambos os anticorpos monovalentes com uma
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Unica especificidade, bem como anticorpos biespecificos que compre-
endem um primeiro brago que se liga a MUC16 e um segundo bracgo
que se liga a um segundo antigeno (alvo), em que o braco anti-MUC16
compreende qualquer uma das sequéncias de HCVR/LCVR ou CDR
conforme estabelecido na Tabela 1 no presente documento. Exemplos
de anticorpos biespecificos anti-MUC16 séo descritos em outro lugar no
presente documento. O termo "molécula de ligacdo ao antigeno" inclui
anticorpos e fragmentos de ligacéo ao antigeno de anticorpos, incluindo,
por exemplo, anticorpos biespecificos.

[0077] O termo "molécula de ligacdo ao antigeno" inclui anticorpos
e fragmentos de ligacédo ao antigeno de anticorpos, incluindo, por exem-
plo, anticorpos biespecificos.

[0078] O termo "anticorpo”, como usado no presente documento,
significa qualquer molécula de ligacdo ao antigeno ou complexo mole-
cular que compreende pelo menos uma regido de determinacéo de com-
plementaridade (CDR) que se liga especificamente a ou interage com
um antigeno particular (por exemplo, CD28). O termo "anticorpo” inclui
moléculas de imunoglobulina que compreendem quatro cadeias de po-
lipeptideos, duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L) interco-
nectadas por ligacdes de dissulfeto, bem como multimeros dos mesmos
(por exemplo, IgM). Cada cadeia pesada compreende uma regido vari-
avel de cadeia pesada (abreviada no presente documento como HCVR
ou VH) e uma regido constante de cadeia pesada. A regido constante
da cadeia pesada compreende trés dominios, CHl, Cx2 e Cn3. Cada
cadeia leve compreende uma regido variavel de cadeia leve (abreviada
no presente documento como LCVR ou VL) e uma regido constante de
cadeia leve. A regido constante da cadeia leve compreende um dominio
(CL1). As regides VH e VL podem ser subdivididas ainda em regifes de

hipervariabilidade, denominadas de regides de determinacdo de com-
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plementaridade (CDR), intercaladas com regides que sdo mais conser-
vadas, denominadas regides de framework (FR). Cada Vx e V. é com-
posta por trés CDRs e quatro FRs, dispostas a partir de aminotermina-
cao a carboxiterminagcdo na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3, FR4. Em diferentes modalidades da invencéo, as FRs do
anticorpo anti-CD28 e/ou anti-MUC16 (ou a porcao de ligacédo ao anti-
geno do mesmo) podem ser idénticas as sequéncias de linhagem ger-
minativa humanas, ou podem ser modificadas natural ou artificialmente.
Uma sequéncia de consenso de aminoacidos pode ser definida com
base em uma andlise tipo lado a lado de duas ou mais CDRs.

[0079] O termo "anticorpo”, como usado no presente documento,
também inclui fragmentos de ligacdo ao antigeno de moléculas de anti-
corpo completas. Os termos "porcéo de ligacdo ao antigeno” de um an-
ticorpo, "fragmento de ligacéo ao antigeno" de um anticorpo, e similares,
como usado no presente documento, incluem qualquer polipeptideo de
ocorréncia natural, enzimaticamente obtenivel, sintético ou genetica-
mente modificado ou glicoproteina que se liga especificamente a um
antigeno para formar um complexo. Os fragmentos de ligacdo ao anti-
geno de um anticorpo podem ser derivados, por exemplo, de moléculas
de anticorpo completas com o uso de quaisquer técnicas padrao ade-
quadas, como digestao proteolitica ou técnicas de modificacdo genética
recombinante que envolvem a manipulacdo e expressdo de DNA que
codifica dominios varidvel e (opcionalmente) constante de anticorpo.
Esse DNA é conhecido e/ou esta prontamente disponivel, por exemplo,
junto a fontes comerciais, bibliotecas de DNA (incluindo, por exemplo,
bibliotecas de fago-anticorpo) ou pode ser sintetizado. O DNA pode ser
sequenciado e manipulado quimicamente ou com o uso de técnicas de
biologia molecular, por exemplo, para dispor um ou mais dominios vari-
aveis e/ou constantes em uma configuracdo adequada, ou para introdu-

zir codons, criar residuos de cisteina, modificar, adicionar ou deletar
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aminoacidos, etc.

[0080] Exemplos nao limitantes de fragmentos de ligacdo ao anti-
geno incluem: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab')2; (iii) fragmentos
Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas Fv de cadeia simples (scFv); (vi)
fragmentos de dAb; e (vii) unidades de reconhecimento minimo que con-
sistem nos residuos de aminoacidos que imitam a regido hipervariavel
de um anticorpo (por exemplo, uma regido de determinagao de comple-
mentaridade (CDR) isolada, como um peptideo CDR3) ou um peptideo
FR3-CDR3-FR4 restringido. Outras moléculas geneticamente modifica-
das, como anticorpos especificos de dominio, anticorpos de dominio
anico, anticorpos com dominio excluido, anticorpos quiméricos, anticor-
pos enxertados com CDR, diacorpos, triacorpos, tetracorpos, minicor-
pos, hanocorpos (por exemplo, nanocorpos monovalentes, nanocorpos
bivalentes etc.), imunofarmacéuticos modulares pequenos (SMIPs) e
dominios IgNAR variaveis de tubarédo, também s&o abrangidos pela ex-
pressao "fragmento de ligacdo ao antigeno”, conforme usado no pre-
sente documento.

[0081] Um fragmento de ligacdo ao antigeno de um anticorpo ira
compreender tipicamente pelo menos um dominio variavel. O dominio
variavel pode ser de qualquer tamanho ou composicdo de aminoacido
e irh compreender geralmente pelo menos uma CDR que é adjacente a
ou enquadrada com uma ou mais sequéncias de framework. Nos frag-
mentos de ligacdo ao antigeno que tém um dominio V4 associado a um
dominio Vi, os dominios Vy e VL podem estar situados um em relagéo
ao outro em qualquer disposicdo adequada. Por exemplo, a regido vari-
avel pode ser dimérica e conter dimeros Vu-VhH, VH-VL ou Vi -VL. Alterna-
tivamente, o fragmento de ligacdo ao antigeno de um anticorpo pode
conter um dominio de Vy ou VL monomérico.

[0082] Em certas modalidades, um fragmento de ligacdo ao anti-
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geno de um anticorpo pode conter pelo menos um dominio variavel co-
valentemente aglutinado a pelo menos um dominio constante. As confi-
guracoes exemplificativas ndo limitantes de dominios variaveis e cons-
tantes que podem ser encontradas dentro de um fragmento de ligacéo
ao antigeno de um anticorpo da presente invencao incluem: (i) Vu-CHl,;
(i) Vu-Ch2; (i) VH-CH3; (iv) VH-CH1-CH2; (V) VH-CHl-Ch2-CH3; (Vi) V-
Ch2-Cu3; (vii) Vu-Cy; (Vi) VL-CH1; (iX) VL-CH2; (X) VL-Ch3; (xi) VL-CHl-
Ch2; (Xil) VL-CH1-Cn2-Ch3; (xiil) VL-CH2-Ch3; e (xiv) Vi-CL. Em qualquer
configuracdo de dominios varieis e constantes, incluindo qualquer uma
das configuracdes exemplificativas listadas acima, os dominios variavel
e constante podem ser aglutinados diretamente entre si ou podem ser
aglutinados por uma regiao de aglutinante ou regiéo de articulagdo com-
pleta ou parcial. Uma regiao de articulacdo pode consistir em pelo me-
nos 2 (por exemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 ou mais) aminoacidos que
resultam em uma aglutinacao flexivel ou semiflexivel entre variaveis ad-
jacentes e/ou dominios constantes em uma molécula de polipeptideo.
Ademais, um fragmento de ligacéo ao antigeno de um anticorpo da pre-
sente invencdo pode compreender um homodimero ou heterodimero
(ou outro multimero) de qualquer uma dentre as configuracfes de do-
minio variavel e constante listadas acima em associacdo ndo covalente
entre si e/ou a um ou mais dominios monoméricos Vx ou Vi (por exem-
plo, por ligacéo (ou ligacdes) de dissulfeto).

[0083] Como ocorre com as moléculas de anticorpo completas, os
fragmentos de ligag&o ao antigeno podem ser monoespecificos ou mul-
tiespecificos (por exemplo, biespecificos). Um fragmento de ligacédo ao
antigeno multiespecifico de um anticorpo tipicamente ira compreender
pelo menos dois dominios variaveis diferentes, em que cada dominio
variavel tem capacidade de se ligar especificamente a um antigeno se-

parado ou a um epitopo diferente no mesmo antigeno. Qualquer formato
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de anticorpo multiespecifico, incluindo os formatos de anticorpo biespe-
cifico exemplificativos revelados no presente documento, pode ser
adaptado para uso no contexto de um fragmento de ligacdo ao antigeno
de um anticorpo da presente invengdo com o uso de técnicas de rotina
disponiveis na técnica.

[0084] Os anticorpos da presente invencdo podem funcionar atra-
vés de citotoxicidade dependente de complemento (CDC) ou citotoxici-
dade mediada por célula dependente de anticorpo (ADCC). A "citotoxi-
cidade dependente de complemento" (CDC) se refere a lise de células
que expressam antigeno por um anticorpo da invencgéo na presenca de
complemento. "Citotoxicidade mediada por células dependente de anti-
corpos” (ADCC) refere-se a uma reacdo mediada por células em que
células citotoxicas nao especificas que expressam receptores Fc (FCRS)
(por exemplo, células Exterminadoras Naturais (NK), neutréfilos e ma-
crofagos) reconhecem o anticorpo ligado em uma célula alvo e, assim,
leva a lise da célula alvo. CDC e ADCC podem ser medidos com 0 uso
de ensaios que sdo bem conhecidos e disponiveis na técnica. (Consulte,
por exemplo, Patentes n° U.S. 5.500.362 e 5.821.337, e Clynes et al.
(1998) Proc. Natl. Acad. Sei. (EUA) 95: 652 a 656). A regido constante
de um anticorpo € importante na capacidade de um anticorpo fixar com-
plemento e mediar a citotoxicidade dependente de células. Portanto, o
is6tipo de um anticorpo pode ser selecionado com base na possibilidade
de ser desejavel que o anticorpo seja mediador da citotoxicidade.
[0085] Em certas modalidades da invencédo, os anticorpos anti-
CD28 e/ou anti-MUC16 da invencgao (monoespecificos ou biespecificos)
sao anticorpos humanos. O termo "anticorpo humano”, como usado no
presente documento, se destina a incluir anticorpos que tém regides va-
riaveis e constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulinas de li-
nhagem germinativa humana. Os anticorpos humanos da invencgao po-

dem incluir residuos de aminoacidos nao codificados por sequéncias de
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imunoglobulina da linhagem germinativa humana (por exemplo, muta-
¢cOes introduzidas por mutagénese sitio-especifica aleatéria in vitro ou
por mutacdo somatica in vivo), por exemplo, nos CDRs e, em patrticular,
no CDRS3. Entretanto, o termo "anticorpo humano", como usado no pre-
sente documento, ndo se destina a incluir anticorpos em que sequéncias
de CDR derivadas da linhagem germinativa de outra espécie de mami-
fero, como um camundongo, foram enxertadas em sequéncias de fra-
mework humanas.

[0086] Os anticorpos da invencdo podem, em algumas modalida-
des, ser anticorpos humanos recombinantes. O termo "anticorpo hu-
mano recombinante”, como usado no presente documento, se destina
a incluir todos os anticorpos humanos que sao preparados, expressa-
dos, criados ou isolados por meios recombinantes, como anticorpos ex-
pressados com o uso de um vetor de expressao recombinante transfec-
tado em uma célula hospedeira (descrita mais abaixo), anticorpos isola-
dos de uma biblioteca de anticorpos humanos combinatoriais recombi-
nantes (descrita mais abaixo), anticorpos isolados de um animal (por
exemplo, um camundongo) que é transgénico para genes de imunoglo-
bulina humana (consulte, por exemplo, Taylor et al. (1992) Nucl. Acids
Res. 20: 6287-6295) ou anticorpos preparados, expressados, criados
ou isolados por qualquer outro meio que envolva o splicing de sequén-
cias de genes de imunoglobulina humana a outras sequéncias de DNA.
Esses anticorpos humanos recombinantes tém regides variaveis e cons-
tantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da linhagem germi-
nativa humana. Em certas modalidades, entretanto, tais anticorpos hu-
manos recombinantes sdo submetidos a mutagénese in vitro (ou,
guando um animal transgénico para sequéncias de Ilg humana € usado,
mutagénese somatica in vivo) e, assim, as sequéncias de aminoacidos

das regides de Vx e VL dos anticorpos recombinantes séo sequéncias

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 107/248



31/150

que, embora derivadas e relacionadas as sequéncias de Vu e V. de li-
nhagem germinativa humana, podem néo existir naturalmente dentro do
repertério de linhagem germinativa de anticorpo humano in vivo.

[0087] Os anticorpos humanos podem existir em duas formas que
sdo associadas a heterogeneidade de articulagdo. Em uma forma, uma
molécula de imunoglobulina compreende um construto estavel de qua-
tro cadeias de aproximadamente 150 a 160 kDa em que os dimeros séo
mantidos juntos por uma ligacdo de dissulfeto de cadeia pesada inter-
cadeias. Em uma segunda forma, os dimeros nao estdo aglutinados
através de ligacfes dissulfeto entre cadeias e uma molécula de cerca
de 75 a 80 kDa é formada composta por uma cadeia leve e pesada
acoplada covalentemente (semianticorpo). Essas formas foram extre-
mamente dificeis de separar, mesmo ap0s a purificacdo de afinidade.
[0088] A frequéncia de aparecimento da segunda forma em varios
isotipos de IgG intactos se deve a, mas sem limitacdes, diferencas es-
truturais associadas ao isétipo de regido de articulacdo do anticorpo.
Uma Unica substituicdo de amino&cido na regiao de articulacdo da arti-
culacdo de 1IgG4 humana pode reduzir significativamente o apareci-
mento da segunda forma (Angal et al. (1993) Molecular Immunology
30:105) a niveis tipicamente observados com o uso de uma articulagéo
de IgG1 humana. A presente invencéo engloba anticorpos que tém uma
ou mais mutagdes na articulacéo, regiao de CH2 ou CH3 que podem
ser desejaveis, por exemplo, na producao, para aprimorar o rendimento
da forma de anticorpo desejada.

[0089] Os anticorpos da invengcao podem ser anticorpos isolados.
Um "anticorpo isolado”, como usado no presente documento, significa
um anticorpo que foi identificado e separado e/ou recuperado a partir de
pelo menos um componente de seu ambiente natural. Por exemplo, um
anticorpo que foi separado ou removido de pelo menos um componente

de um organismo, ou de um tecido ou célula em que o anticorpo existe
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naturalmente ou é produzido naturalmente, € um "anticorpo isolado"
para os fins da presente invencdo. Um anticorpo isolado também inclui
um anticorpo in situ dentro de uma célula recombinante. Os anticorpos
isolados s&o anticorpos que foram submetidos a pelo menos uma etapa
de purificacao ou isolamento. De acordo com certas modalidades, um
anticorpo isolado pode ser substancialmente livre de outro material ce-
lular e/ou agentes quimicos.

[0090] A presente invencédo também inclui anticorpos de um braco
gue se ligam a CD28 e/ou MUC16. Como usado no presente docu-
mento, um "anticorpo de um braco" significa uma molécula de ligacao
ao antigeno que compreende uma cadeia pesada de anticorpo unico e
uma cadeia leve de anticorpo Unico. Os anticorpos de um braco da pre-
sente invencdo podem compreender qualquer uma dentre as sequén-
cias de aminoacidos de HCVR/LCVR ou CDR como apresentado na Ta-
bela 1 e na Tabela 3.

[0091] Os anticorpos anti-CD28 e/ou anti-MUC16 no presente do-
cumento, ou os dominios de ligacdo ao antigeno dos mesmos, podem
compreender uma ou mais substituicoes, insercdes e/ou delecdes de
aminoacidos nas regides de framework e/ou CDR dos dominios varia-
veis de cadeia pesada e leve em comparacdo com as sequéncias de
linhagem germinativa correspondentes a partir das quais os dominios
de ligacdo ao antigeno individuais ou proteinas foram derivados. Tais
mutacOes podem ser prontamente apuradas comparando-se as se-
guéncias de aminoacidos reveladas no presente documento com se-
guéncias de linhagem germinativa disponiveis a partir de, por exemplo,
bancos de dados publicos de sequéncia de anticorpo. A presente inven-
cao inclui anticorpos, e os dominios de ligacdo ao antigeno dos mes-
mos, que sdo derivados de qualquer uma dentre as sequéncias de ami-

noacidos reveladas no presente documento, sendo qgue um ou mais ami-
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noacidos dentro de uma ou mais regides de framework e/ou CDR so-
frem mutac&o para o residuo (ou residuos) correspondente da sequén-
cia de linhagens germinativas da qual o anticorpo foi derivado ou do
residuo (ou residuos) correspondente de outra sequéncia de linhagens
germinativas humanas, ou a uma substituicdo conservadora de amino-
acido do residuo (ou residuos) da linhagem germinativa correspondente
(tais alteracdes de sequéncia sdo denominadas no presente documento
coletivamente de "mutacfes de linhagem germinativa"). Uma pessoa
versada na técnica, comecando com as sequéncias de regides variaveis
de cadeia pesada e leve reveladas no presente documento, pode pro-
duzir facilmente inimeros anticorpos e fragmentos de ligacdo ao anti-
geno dos mesmos que compreendem uma ou mais mutacgdes de linha-
gem germinativa individual ou suas combina¢gdes dos mesmos. Em de-
terminadas modalidades, todos os residuos de framework e/ou de CDR
dentro dos dominios Vu e/ou V. sofrem mutac&o de volta para os resi-
duos constatados na sequéncia original de linhagens germinativas da
qual o anticorpo foi derivado. Em outras modalidades, apenas determi-
nados residuos sofrem mutacdo de volta para a sequéncia original de
linhagens germinativas, por exemplo, apenas os residuos que sofreram
mutacdo constatados nos primeiros 8 aminoacidos do FR1 ou nos ulti-
mos 8 aminoacidos do FR4, ou apenas os residuos que sofreram muta-
cao constatados no CDR1, CDR2 ou CDR3. Em outras modalidades,
um ou mais dos residuos de framework e/ou de CDR sofrem mutacao
para o residuo correspondente (ou residuos correspondentes) de uma
sequéncia diferentes de linhagens germinativas (isto €, uma sequéncia
de linhagens germinativas que é diferente da sequéncia de linhagens
germinativas da qual o anticorpo derivou originalmente). Além disso, os
anticorpos, ou os dominios de ligacdo ao antigeno do mesmo, da pre-
sente invencdo podem conter qualquer combinacdo de duas ou mais

mutacOes da linhagem germinativa dentro das regides de framework
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e/ou de CDR, por exemplo, em que determinados residuos individuais
sofrem mutacdo para o residuo correspondente de uma determinada
sequéncia de linhagem germinativa, enquanto certos outros residuos
gue séao diferentes da sequéncia original de linhagem germinativa sao
mantidos ou sofrem mutacdo para o residuo correspondente de uma
sequéncia diferente da linhagem germinativa. Uma vez obtidos, os anti-
corpos, ou fragmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos, que contém
uma ou mais mutacdes germinativas podem ser facilmente testados em
relagdo a uma ou mais propriedades desejadas, como melhor especifi-
cidade de ligacdo, maior afinidade de ligacéo, propriedades bioldgicas
antagonistas ou agonisticas aprimoradas ou amplificadas (conforme o
caso), imunogenicidade reduzida etc. Os anticorpos, ou os fragmentos
de ligacdo ao antigeno dos mesmos, obtidos dessa maneira geral sdo
abrangidos pela presente invencéao.

[0092] A presente invencdo também inclui anticorpos anti-CD28
e/ou MUC16 e moléculas de ligacdo ao antigeno que compreendem va-
riantes de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de HCVR,
LCVR e/ou CDR reveladas no presente documento. Variantes exempli-
ficativas incluidas nesse aspecto da invencao incluem variantes de qual-
guer uma das sequéncias de aminoacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR
divulgadas neste documento que tém uma ou mais substituicdes con-
servativas. Por exemplo, a presente invencéo inclui anticorpos anti-
CD28 e moléculas de ligacdo ao antigeno que tém sequéncias de ami-
noacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR, por exemplo, com 10 ou menos,
8 ou menos, 6 ou menos, 4 ou menos, etc. As substituices de aminoa-
cido conservadoras em relagcdo a qualquer uma dentre as sequéncias
de aminoacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR apresentadas na Tabela 3
no presente documento.

[0093] O termo "epitopo" refere-se a um determinante antigénico

gue interage com um sitio de ligacdo ao antigeno especifico na regiao

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 111/248



35/150

variavel de uma molécula de anticorpo conhecida como um paratopo.
Um anico antigeno pode ter mais de um epitopo. Desse modo, diferen-
tes anticorpos podem se ligar a diferentes areas de um antigeno e po-
dem ter diferentes efeitos biologicos. Os epitopos podem ser conforma-
cionais ou lineares. Um epitopo conformacional é produzido por amino-
acidos espacialmente justapostos de diferentes segmentos da cadeia
polipeptidica linear. Um epitopo linear é aquele produzido por residuos
de aminoacidos adjacentes em uma cadeia polipeptidica. Em certa cir-
cunstancia, um epitopo pode incluir por¢cdes quimicas de sacarideos,
grupos fosforila ou grupos sulfonila no antigeno.

[0094] O termo "identidade substancial” ou "substancialmente idén-
tico", quando se refere a um acido nucleico ou fragmento do mesmo,
indica que, quando idealmente alinhado com insercdes ou delecdes de
nucleotideo adequadas com outro acido nucleico (ou seu filamento com-
plementar), ha identidade de sequéncia de nucleotideo em pelo menos
cerca de 95% e, mais preferencialmente, pelo menos cerca de 96%,
97%, 98% ou 99% das bases de nucleotideo, conforme medido por um
algoritmo bem conhecido de identidade de sequéncia, como FASTA,
BLAST ou Gap, como discutido abaixo. Uma molécula de acido nucleico
gue tem identidade substancial com uma molécula de acido nucleico de
referéncia pode, em determinados casos, codificar um polipeptideo que
tem a sequéncia de aminoacidos igual ou substancialmente semelhante
ao polipeptideo codificado pela molécula de acido nucleico de referén-
cia.

[0095] Como aplicado a polipeptideos, o termo "similaridade subs-
tancial" ou "substancialmente similar” significa que duas sequéncias de
peptideos, quando alinhadas de modo ideal, como pelos programas
GAP ou BESTFIT com o uso de ponderacdes de lacuna-padrao, com-
partilham pelo menos 95% de identidade de sequéncia, ainda mais pre-

ferencialmente, pelo menos 98% ou 99% de identidade de sequéncia.
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Preferencialmente, as posicfes de residuo que ndo sdo idénticas dife-
rem por substituicdes de aminoacido conservadoras. Uma "substituicdo
de aminoacido conservadora" € uma em que um residuo de aminoacido
€ substituido por outro residuo de aminoacido que tem uma cadeia la-
teral (grupo R) com propriedades quimicas similares (por exemplo,
carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicdo conservadora de
aminoacidos nao alterara substancialmente as propriedades funcionais
de uma proteina. Nos casos em que duas ou mais sequéncias de ami-
noécidos sao diferentes entre si por substituicbes conservadoras, a por-
centagem de identidade de sequéncia ou grau de similaridade podem
ser ajustados de maneira ascendente para corrigir a natureza conserva-
dora da substituicdo. Meios para realizar esse ajuste sédo bem conheci-
dos pelos individuos versados da técnica. Consulte, por exemplo, Pear-
son (1994) Mehtods Mol. Biol. 24, 307 a 331. Os exemplos de grupos
de aminoacidos que tém cadeias laterais com propriedades quimicas
similares incluem (1) cadeias laterais alifaticas: glicina, alanina, valina,
leucina e isoleucina; (2) cadeias laterais de hidroxila alifatica: serina e
treonina; (3) cadeias laterais que contém amida: asparagina e gluta-
mina; (4) cadeias laterais aroméaticas: fenilalanina, tirosina e triptofano;
(5) cadeias laterais basicas: lisina, arginina e histidina; (6) cadeias late-
rais acidas: aspartato e glutamato e (7) cadeias laterais que contém en-
xofre: cisteina e metionina. Os grupos preferéncias de substituicdo de
aminoacidos conservativas sao: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato e aspara-
gina-glutamina. Alternativamente, uma substituicdo conservadora €
qualquer mudancga que tem um valor positivo na matriz com probabili-
dade logaritmica PAM250 em Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-
1445. Uma substituicdo "moderadamente conservadora” € qualquer al-
teracdo que tenha um valor ndo negativo na matriz PAM250 de proba-

bilidade de log.
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[0096] A similaridade de sequéncia para polipeptideos, que também
€ chamada de identidade de sequéncia, é tipicamente medida com o
uso de software de andlise de sequéncia. O software de andlise de pro-
teina corresponde sequéncias similares com o uso de medidas de simi-
laridade atribuidas a varias substituicdes, deleces e outras modifica-
cOes, incluindo substituicbes de aminoacido conservadoras. Por exem-
plo, o software GCG contém programas, tais como GAP e BESTFIT,
gue podem ser usados com parametros-padrao para determinar a ho-
mologia de sequéncia ou identidade de sequéncia entre polipeptideos
intimamente relacionados, como polipeptideos homélogos de diferentes
espécies de organismos ou entre uma proteina de tipo selvagem e uma
muteina da mesma. Consulte, por exemplo, GCG Versado 6.1. As se-
guéncias de polipeptideos também podem ser comparadas com 0 uso
de FASTA com o uso de parametros recomendados ou padréo, um pro-
grama em GCG Versdo 6.1. O FASTA (por exemplo, FASTA2 e
FASTA3) fornece alinhamentos e percentagem de identidade de se-
guéncia das regibes da melhor sobreposicéo entre as sequéncias de
consulta e pesquisa (Pearson (2000) supra). Outro algoritmo preferen-
cial quando uma sequéncia da invencdo é comparada a uma base de
dados que contém um grande numero de sequéncias de organismos
diferentes é o programa de computador BLAST, especialmente,
BLASTP ou TBLASTN, com o uso de parametros-padrédo. Consulte, por
exemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 and Altschul et
al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

MOLECULAS DE LIGACAO AO ANTIGENO BIESPECIFICO

[0097] Os anticorpos da presente invencdo podem ser monoespe-

cificos, biespecificos ou multiespecificos. Os anticorpos multiespecifi-
cos podem ser especificos para diferentes epitopos de um polipeptideo
alvo ou podem conter dominios de ligacdo ao antigeno especifico para

mais de um polipeptideo-alvo. Consulte, por exemplo, Tutt et al., 1991,
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J. Immunol. 147:60-69; Kufer et al., 2004, Trends Biotechnol. 22:238-
244. Os anticorpos anti-CD28 e/ou anti-MUC16 da presente invengao
podem ser ligados a ou coexpressados com outra molécula funcional,
por exemplo, outro peptideo ou proteina. Por exemplo, um anticorpo ou
fragmento do mesmo pode ser funcionalmente aglutinado (por exemplo,
por acoplamento quimico, fusdo genética, associacdo nédo covalente ou
de outro modo) a uma ou mais outras entidades moleculares, como ou-
tro anticorpo ou fragmento de anticorpo para produzir um anticorpo bi-
especifico ou multiespecifico com uma segunda especificidade de liga-
cao.

[0098] O uso da expressao "anticorpo anti-CD28" e/ou “anticorpo
anti-MUC16” se destina, no presente documento, a incluir tanto os anti-
corpos anti-CD28 e/ou anti-MUC16 monoespecificos quanto os anticor-
pos biespecificos que compreendem um braco de ligacdo a CD28 ou
um braco de ligacdo a MUC16 e um segundo bragco que se liga a um
antigeno alvo. Desse modo, a presente invencao inclui anticorpos bies-
pecificos em que um braco de uma imunoglobulina se liga ao CD28 hu-
mano ou MUC16, e o outro braco da imunoglobulina € especifico para
um antigeno alvo. O antigeno alvo ao qual o outro braco do anticorpo
biespecifico CD28 ou MUC16 se liga pode ser qualquer antigeno ex-
pressado em ou na proximidade de uma célula, tecido, 6rgdo, micro-
organismo ou virus, contra o qual uma resposta imunoldgica alvejada é
desejada. O braco de ligacdo a CD28 pode compreender qualquer uma
dentre as sequéncias de aminoacidos de HCVR/LCVR ou CDR como
apresentado na Tabela 3 no presente documento. O braco de ligacdo a
MUC16 pode compreender qualquer uma dentre as sequéncias de ami-
noacidos de HCVR/LCVR ou CDR como apresentado na Tabela 1 no
presente documento. Em certas modalidades, o braco de ligacdo a
CD28 se liga a CD28 humano e induz a proliferacéo de células T huma-

nas.
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[0099] No contexto de anticorpos biespecificos da presente inven-
¢cao, em que um braco do anticorpo se liga a CD28 e o outro brago se
liga a um antigeno alvo, o antigeno alvo pode ser um antigeno associ-
ado a tumor, como MUC16.

[0100] De acordo com certas modalidades exemplificativas, a pre-
sente invencédo inclui moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas
gue se ligam especificamente a CD28 e MUCL16. Tais moléculas podem
ser referidas aqui como, por exemplo, "anti-CD28/anti-MUC16" ou
"anti-CD28xMUC16" ou "CD28xMUC16" ou "anti-MUC16/anti-CD28" ou
"anti-MUC16xCD28", ou moléculas biespecificas "MUC16xCD28" ou
outra terminologia semelhante.

[0101] De acordo com certas modalidades exemplificativas, como
mostrado nas Figuras, as moléculas de ligacdo ao antigeno biespecifi-
cas (por exemplo, anticorpo biespecifico) podem ter um braco efetor e
um braco de alvejamento. O braco efetor pode ser o primeiro dominio
de ligacdo ao antigeno (por exemplo, anticorpo anti-CD28) que se liga
aos antigenos nas células efetoras (por exemplo, células T). O braco de
alvejamento pode ser o segundo dominio de ligacdo ao antigeno (por
exemplo, anticorpo anti-MUC16) que se liga aos antigenos nas células
alvo (por exemplo, células tumorais). De acordo com certas modalida-
des exemplificativas, o brago efetor se liga ao CD28 e o braco de alve-
jamento se liga a MUC16. O anti-CD28/MUC16 biespecifico pode forne-
cer sinal coestimulador para células efetoras (por exemplo, células T).
O braco efetor ndo tem efeito para estimular as células T sem agrupa-
mento. ApOs 0 agrupamento, o braco efetor sozinho tem pouco efeito
para estimular as células T. Em combinacdo com o braco de alveja-
mento, o braco efetor estimula as células T. O braco de alvejamento de
tumor pode ter especificidade de tumor imperfeita. O antigeno que € o
alvo do braco de alvejamento (por exemplo, MUC16) pode ser expres-

sado em uma fracao de células tumorais. A especificidade do brago de
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alvejamento do tumor pode ser aumentada pela sobreposicdo com a
combinacdo com moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-
CD3 (por exemplo, anticorpo biespecifico anti-CD3/MUC16).

[0102] Como usado no presente documento, a expressao "molécula
de ligacéo ao antigeno" significa uma proteina, um polipeptideo ou com-
plexo molecular que compreende ou consiste em pelo menos uma re-
gido de determinacdo de complementaridade (CDR) que, sozinha ou em
combinacao com uma ou mais CDRs adicionais e/ou regibes de fra-
mework (FRs), se liga especificamente a um antigeno particular. Em
certas modalidades, uma molécula de ligacdo ao antigeno € um anti-
corpo ou um fragmento de um anticorpo, como aqueles termos séo de-
finidos em outro local no presente documento.

[0103] Como usado no presente documento, a expressao "molécula
de ligacdo ao antigeno biespecifica" significa uma proteina, um polipep-
tideo ou complexo molecular que compreende pelo menos um primeiro
dominio de ligacdo ao antigeno e um segundo dominio de ligacdo ao
antigeno. Cada dominio de ligacdo ao antigeno dentro da molécula de
ligacdo ao antigeno biespecifica compreende pelo menos um CDR que,
sozinho ou em combinag&o com um ou mais CDRs e/ou FRs adicionais,
se liga especificamente a um antigeno particular. No contexto da pre-
sente invencdo, o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno se liga espe-
cificamente a um primeiro antigeno (por exemplo, CD28) e o segundo
dominio de ligacdo ao antigeno se liga especificamente a um segundo
antigeno distinto (por exemplo, MUC16).

[0104] Em certas modalidades exemplificativas da presente inven-
cao, a molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica € um anticorpo bi-
especifico. Cada dominio de ligacdo ao antigeno de um anticorpo bies-
pecifico compreende um dominio variavel de cadeia pesada (HCVR) e
um dominio variavel de cadeia leve (LCVR). No contexto de uma molé-

cula de ligacédo ao antigeno biespecifica que compreende um primeiro
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e um segundo dominios de ligacdo ao antigeno (por exemplo, um anti-
corpo biespecifico), os CDRs do primeiro dominio de ligacdo ao anti-
geno podem ser designados com o prefixo "D1" e os CDRs do segundo
dominio de ligacdo ao antigeno podem ser designados com o prefixo
"D2". Desse modo, os CDRs do primeiro dominio de ligacdo ao antigeno
podem ser denominados, no presente documento, de D1-HCDR1, D1-
HCDR2 e D1-HCDRS; e os CDRs do segundo dominio de ligacdo ao
antigeno podem ser denominados, no presente documento, de D2-
HCDR1, D2-HCDR2 e D2-HCDRS.

[0105] O primeiro dominio de ligacdo ao antigeno e o segundo do-
minio de ligacdo ao antigeno podem estar direta ou indiretamente co-
nectados um ao outro para formar uma molécula de ligacdo ao antigeno
biespecifica da presente invencao. Alternativamente, o primeiro dominio
de ligacdo ao antigeno e o segundo dominio de ligacdo ao antigeno
podem, cada um, ser conectados a um dominio de multimerizacao se-
parado. A associacdo de um dominio de multimerizac&o a outro dominio
de multimerizacao facilita a associacdo entre os dois dominios de liga-
cdo ao antigeno, formando, assim, uma molécula de ligacdo ao antigeno
biespecifica. Como usado no presente documento, um "dominio de mul-
timerizacdo" € qualquer macromolécula, proteina, polipeptideo, pepti-
deo ou aminoacido que tem a capacidade de se associar a um segundo
dominio de multimerizacdo da mesma estrutura ou constituicdo ou se-
melhante. Por exemplo, um dominio de multimeriza¢do pode ser um po-
lipeptideo que compreende um dominio Cy3 de imunoglobulina. Um
exemplo ndo limitante de um componente de multimerizacdo é uma por-
cao de Fc de uma imunoglobulina (que compreende um dominio de Cnx2-
Ch3), por exemplo, um dominio de Fc de uma IgG selecionada a partir
dos isatipos 1gG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4, assim como qualquer al6tipo den-

tro de cada grupo de isotipo.
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[0106] As moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas da pre-
sente invencao irdo compreender tipicamente dois dominios de multi-
merizagdo, por exemplo, dois dominios de Fc que sdo, cada um, indivi-
dualmente, parte de uma cadeia pesada de anticorpo separado. O pri-
meiro e 0 segundo dominios de multimerizacdo podem ser do mesmo
isétipo de IgG como, por exemplo, IgG1/IgG1, 1gG2/IgG2, 1gG4/1gG4.
Alternativamente, o primeiro e o segundo dominios de multimerizacao
podem ser de isotipos de IgG diferentes como, por exemplo, 1gG1/1gG2,
IgG1/IgG4, 1gG2/IgG4, etc.

[0107] Em certas modalidades, o dominio de multimerizacdo € um
fragmento de Fc ou uma sequéncia de aminoacidos de 1 a cerca de 200
aminoacidos em comprimento que contém pelo menos um residuo de
cisteina. Em outras modalidades, o dominio de multimerizacdo € um re-
siduo de cisteina ou um peptideo que contém cisteina curta. Outros do-
minios de multimerizacao incluem peptideos ou polipeptideos que com-
preendem ou consistem em um ziper de leucina, um motivo de hélice-
lagco ou a motivo de bobina bobinada.

[0108] Qualquer formato ou tecnologia de anticorpo biespecifico
pode ser usado para produzir as moléculas de ligacdo ao antigeno bi-
especificas da presente invencdo. Por exemplo, um anticorpo ou frag-
mento do mesmo que tem uma primeira especificidade de ligacdo ao
antigeno pode ser funcionalmente aglutinado (por exemplo, por acopla-
mento quimico, fusdo genética, associacdo ndo covalente ou de outro
modo) a uma ou mais outras entidades moleculares, como outro anti-
corpo ou fragmento de anticorpo que tem uma segunda especificidade
de ligacdo ao antigeno para produzir uma molécula de ligacdo ao anti-
geno biespecifica. Os formatos biespecificos exemplificativos especifi-
cos que podem ser usados no contexto da presente invencao incluem,
sem limitacdo, por exemplo, formatos biespecificos de diacorpo ou a

base de scFv, fusbes de IgG-scFv, de dominio variavel duplo (OVO),
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Quadroma, empacotamentos tipo knobs-into-holes, cadeia leve comum
(por exemplo, cadeia leve comum com empacotamentos tipo knobs-
into-holes, etc.), CrossMab, CrossFab, (SEED)corpo, ziper de leucina,
Duocorpo, 1gG1/lgG2, Fab de atuacédo dupla (DAF)-IgG e formatos bi-
especificos de Mab? (consultar, por exemplo, Klein et al. 2012, mAbs
4:6, 1-11, e referéncias citadas no presente documento, para uma revi-
sao dos formatos anteriores).

[0109] No contexto de moléculas de ligacdo ao antigeno biespecifi-
cas da presente invenc¢do, os dominios de multimerizacao, por exemplo,
dominios de Fc, podem compreender uma ou mais alteracdes de ami-
noacido (por exemplo, inser¢cdes, dele¢cdes ou substituicbes) em com-
paracdo com a versao de ocorréncia natural de tipo selvagem do domi-
nio de Fc. Por exemplo, a invencéao inclui moléculas de ligacdo ao anti-
geno biespecificas que compreendem uma ou mais modificac6es no do-
minio de Fc que resulta em um dominio de Fc modificado que tem uma
interacao de ligacdo modificada (por exemplo, intensificada ou reduzida)
entre Fc e FcRn. Em uma modalidade, a molécula de ligacdo ao anti-
geno biespecifica compreende uma modificacdo em uma regidao Cx2 ou
Ch3, em que a modificacdo aumenta a afinidade do dominio de Fc para
FcRn em um ambiente acido (por exemplo, em um endossomo em que
0 pH esta na faixa de cerca de 5,5 a cerca de 6,0). Exemplos néo limi-
tantes de tais modificagdes de Fc incluem, por exemplo, uma modifica-
¢cao na posicao 250 (por exemplo, E ou Q); 250 e 428 (por exemplo, L
ou F); 252 (por exemplo, LN/FIW ou T), 254 (por exemplo, Sou T) e 256
(por exemplo, S/R/Q/EID ou T); ou uma modificagdo na posicao 428
elou 433 (por exemplo, UR/S/P/Q ou K) e/ou 434 (por exemplo, HF ou
V); ou uma modificagdo na posi¢cao 250 e/ou 428; ou uma modificagéo
na posicéao 307 ou 308 (por exemplo, 308F, V308F) e 434. Em uma mo-
dalidade, a modificacdo compreende uma modificacdo 428L (por exem-
plo, M428L) e 434S (por exemplo, N434S); uma modificacdo 428L, 2591
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(por exemplo, V2591) e 308F (por exemplo, V308F); uma modificacédo
433K (por exemplo, H433K) e uma modificacdo 434 (por exemplo,
434Y); uma modificacdo 252, 254 e 256 (por exemplo, 252Y, 254T e
256E); uma modificacdo 250Q e 428L (por exemplo, T250Q e M428L);
e uma modificacdo 307 e/ou 308 (por exemplo, 308F ou 308P).

[0110] A presente invencao também inclui moléculas de ligacéo ao
antigeno biespecificas que compreendem um primeiro dominio de Cnx3
e um segundo dominios de Cx3 de Ig, em que o primeiro e 0 segundo
dominios de Cn3 de Ig diferem um do outro em pelo menos um amino-
acido, e em que pelo menos uma diferenca de aminoacido reduz a liga-
cdo do anticorpo biespecifico a Proteina A em comparacdo com um an-
ticorpo biespecifico desprovido da diferenca de aminoacido. Em uma
modalidade, o primeiro dominio de Ch3 de Ig se liga a Proteina A e 0
segundo dominio de Cnx3 de Ig contém uma mutacéo que reduz ou abole
a ligacdo de Proteina A como uma modificacdo de H95R (por numera-
cdo de éxon de IMGT; H435R por numeracdo de EU). O segundo Ch3
pode compreender ainda uma modificagcdo Y96F (por IMGT; Y436F por
EU). As modificacdes adicionais que podem ser constatadas dentro do
segundo CH3 incluem: D16E, L 18M, N44S, K52N, V57M e V821 (por
IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N, V397M e V4221 por EU) no caso
de anticorpos de IgG1; N44S, K52N e V821 (IMGT; N384S, K392N e
V4221 por EU) no caso de anticorpos de 1gG2; e Q15R, N44S, K52N,
V57M, R69K, E79Q e V821 (por IMGT; Q355R, N384S, K392N, V397M,
R409K, E419Q e V4221 por EU) no caso de anticorpos de 1gG4.

[0111] Em certas modalidades, o dominio de Fc pode ser quimérico,
combinando sequéncias Fc derivadas de mais de um isétipo de imuno-
globulina. Por exemplo, um dominio de Fc quimérico pode compreender
parte ou a totalidade de uma sequéncia de Cx2 derivada de uma regiéao
de Cx2 de IgG1 humana, IgG2 humana ou IgG4 humana, e parte ou a

totalidade de uma sequéncia de Cnx3 derivada de uma IgG1 humana,

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 121/248



45/150

IgG2 humana ou IgG4 humana. Um dominio de Fc quimérico também
pode conter uma regido de articulacdo quimérica. Por exemplo, uma ar-
ticulagdo quimérica pode compreender uma sequéncia “articulacdes su-
periores”, derivadas de uma regido de articulagao de IgG1 humana, uma
regido de articulagdo de IgG2 humana ou uma regiao de articulagéo de
IgG4 humana, combinada com uma sequéncia de “articulagdes inferio-
res”, derivadas de uma regido de articulacao de IgG1 humana, uma re-
gido de articulacéo de 1IgG2 humana ou uma regido de articulacdo de
lgG4 humana. Um exemplo particular de um dominio de Fc quimérico
que pode ser incluido em qualquer uma das moléculas de ligacdo ao
antigeno apresentadas no presente documento compreende, do termi-
nal N ao C: [lgG4 Cnl] - [articulacdo superior de IgG4] - [articulacéo in-
ferior de IgG2] - [lgG4 CH2] - [IgG4 Cn3]. Outro exemplo de um dominio
de Fc quimérico que pode ser incluido em qualquer uma das moléculas
de ligacdo ao antigeno apresentadas no presente documento compre-
ende, do terminal N ao C: [l[gG1 Cx1] - [articulag&o superior de IgG1] -
[articulacdo inferior de 1gG2] - [lgG4 CH2] - [IgG1 Ch3]. Esses e outros
exemplos de dominios de Fc quiméricos que podem ser incluidos em
qualquer uma das moléculas de ligacao ao antigeno da presente inven-
cdo sao descritos no documento W02014/022540 Al, dominios de Fc
quiméricos com esses arranjos estruturais gerais, e variantes dos mes-
mos, podem ter ligacdo de receptor de Fc alterado que, por sua vez,
afeta a funcéo efetora de Fc.

VARIANTES DE SEQUENCIA

[0112] Os anticorpos e moléculas de ligacdo ao antigeno biespeci-

ficas da presente invencao podem compreender uma ou mais substitui-
cOes, insercbes e/ou delecbes de aminoacidos nas regides de fra-
mework e/ou CDR dos dominios variaveis de cadeia pesada e leve em
comparacdo com as sequéncias de linhagem germinativa correspon-

dentes a partir das quais os dominios de ligacéo ao antigeno individuais
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foram derivados. Tais mutacfes podem ser prontamente apuradas com-
parando-se as sequéncias de aminoacidos reveladas no presente docu-
mento com sequéncias de linhagem germinativa disponiveis a partir de,
por exemplo, bancos de dados publicos de sequéncia de anticorpo. As
moléculas de ligacdo ao antigeno da presente invencao podem compre-
ender fragmentos de ligacdo ao antigeno que sao derivados de qualquer
uma das sequéncias de aminoacidos reveladas no presente documento,
em que um ou mais aminoacidos dentro de uma ou mais regides de
framework e/ou CDR sofrem mutac¢éo para o residuo (ou residuos) cor-
respondente da sequéncia de linhagens germinativas da qual o anti-
corpo foi derivado ou do residuo (ou residuos) correspondente de outra
sequéncia de linhagens germinativas humana, ou a uma substituicdo
conservadora de aminoéacido do residuo (ou residuos) da linhagem ger-
minativa correspondente (tais alteracdes de sequéncia sao denomina-
das no presente documento coletivamente de "mutacdes de linhagem
germinativa™). Um individuo versado na técnica, comecando com as se-
quéncias de regides variaveis de cadeia pesada e leve reveladas no
presente documento, pode produzir facilmente iniUmeros anticorpos e
fragmentos de ligac&o ao antigeno dos mesmos que compreendem uma
ou mais mutacdes de linhagem germinativa individual ou combinagdes
dos mesmos. Em determinadas modalidades, todos os residuos de fra-
mework e/ou de CDR dentro dos dominios Vu e/ou V. sofrem mutacéo
de volta para os residuos constatados na sequéncia original de linha-
gens germinativas das quais o dominio de ligacdo ao antigeno foi origi-
nalmente derivado. Em outras modalidades, apenas determinados resi-
duos sofrem mutacéo de volta para a sequéncia original de linhagens
germinativas, por exemplo, apenas os residuos que sofreram mutacgao
constatados nos primeiros 8 aminoacidos do FR1 ou nos ultimos 8 ami-
noacidos do FR4, ou apenas os residuos que sofreram mutacéo cons-

tatados no CDR1, CDR2 ou CDR3. Em outras modalidades, um ou mais
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dos residuos de framework e/ou de CDR sofrem mutacgao para o residuo
(ou residuos) correspondente de uma sequéncia diferentes de linha-
gens germinativas (isto é, uma sequéncia de linhagens germinativas
gue é diferente da sequéncia de linhagens germinativas das quais o an-
ticorpo originalmente foi derivado). Ademais, os dominios de ligacdo ao
antigeno podem conter qualquer combinacédo de duas ou mais muta-
¢Oes de linhagem germinativa dentro das regides de framework e/ou
CDR, por exemplo, em que certos residuos individuais sofrem mutacgao
para o residuo correspondente de uma sequéncia de linhagens germi-
nativas particular, enquanto certos outros residuos que diferem da se-
guéncia de linhagens germinativas original sdo mantidos ou sofrem mu-
tacdo para o residuo correspondente de uma sequéncia de linhagens
germinativas diferente. Uma vez obtidos, os dominios de liga¢do ao an-
tigeno que contém uma ou mais mutacdes de linhagem germinativa po-
dem ser facilmente testados quanto a uma ou mais propriedades dese-
jadas como, especificidade de ligacdo aprimorada, afinidade de ligagcao
aumentada, propriedades biolodgicas antagonistas ou agonistas aprimo-
radas ou intensificadas (de acordo com o caso), imunogenicidade redu-
zida, etc. As moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas que com-
preendem um ou mais dominios de ligacdo ao antigeno obtido dessa
maneira geral sdo abrangidas dentro da presente invencao.

[0113] A presente invencao também inclui moléculas de ligacdo ao
antigeno em que um ou ambos os dominios de ligacdo ao antigeno com-
preendem variantes de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCVR, LCVR e/ou CDR reveladas no presente documento que tém
uma ou mais substituicbes conservadoras. Por exemplo, a presente in-
vencao inclui moléculas de ligacdo ao antigeno que compreendem um
dominio de ligac&o ao antigeno que tem sequéncias de aminoacidos de

HCVR, LCVR e/ou CDR, por exemplo, com 10 ou menos, 8 ou menos,
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6 ou menos, 4 ou menos, etc. substituicdes de aminoacido conservado-
ras em relacdo a qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de
HCVR, LCVR e/ou CDR reveladas no presente documento. Uma "subs-
tituicdo de aminoacido conservadora™ € uma em que um residuo de ami-
noacido é substituido por outro residuo de aminoacido que tem uma ca-
deia lateral (grupo R) com propriedades quimicas similares (por exem-
plo, carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicdo conservadora
de aminoacidos nao alterara substancialmente as propriedades funcio-
nais de uma proteina. Os exemplos de grupos de aminoacidos que tém
cadeias laterais com propriedades quimicas similares incluem (1) ca-
deias laterais alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; (2)
cadeias laterais de hidroxila alifatica: serina e treonina; (3) cadeias late-
rais que contém amida: asparagina e glutamina; (4) cadeias laterais aro-
maticas: fenilalanina, tirosina e triptofano; (5) cadeias laterais basicas:
lisina, arginina e histidina; (6) cadeias laterais acidas: aspartato e gluta-
mato e (7) cadeias laterais que contém enxofre: cisteina e metionina.
Os grupos preferéncias de substituicdo de aminoacidos conservativas
sao: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, ala-
nina-valina, glutamato-aspartato e asparagina-glutamina. Alternativa-
mente, uma substituicdo conservadora € qualquer alteracdo que tem um
valor positivo na matriz com probabilidade logaritmica PAM250 revelada
em Gonnet et al. (1992) Science 256: 1443-1445. Uma substituicdo "mo-
deradamente conservadora" € qualquer alteracdo que tenha um valor
nao negativo na matriz PAM250 de probabilidade de log.

[0114] A presente invencgao também inclui moléculas de ligacdo ao
antigeno que compreendem um dominio de ligagdo ao antigeno com
uma sequéncia de aminoacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR que é subs-
tancialmente idéntica a qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCVR, LCVR e/ou CDR divulgadas no presente documento. O termo

"Identidade substancial" ou "substancialmente idéntica", em referéncia
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a uma sequéncia de aminoacidos significa que duas sequéncias de ami-
noécidos, quando idealmente alinhadas, como através dos programas
GAP ou BESTFIT com o uso de ponderacdes de lacuna-padrao, com-
partilham pelo menos 95% de identidade de sequéncia, ainda mais pre-
ferencialmente, pelo menos 98% ou 99% de identidade de sequéncia.
Preferencialmente, as posicfes de residuo que ndo sdo idénticas dife-
rem por substituicbes de aminoacido conservadoras. NOs casos em que
duas ou mais sequéncias de aminoacidos sao diferentes entre si por
substituicdes conservadoras, a porcentagem de identidade de sequén-
cia ou grau de similaridade podem ser ajustados de maneira ascendente
para corrigir a natureza conservadora da substituicao. Meios para reali-
zar esse ajuste sdo bem conhecidos pelos individuos versados da téc-
nica. Consulte, por exemplo, Pearson (1994) Mehtods Mol. Biol. 24, 307
a 331.

[0115] A similaridade de sequéncia para polipeptideos, que também
€ chamada de identidade de sequéncia, € tipicamente medida com o
uso de software de andlise de sequéncia. O software de andlise de pro-
teina corresponde sequéncias similares com o uso de medidas de simi-
laridade atribuidas a varias substituicdes, delecbes e outras modifica-
cOes, incluindo substituicbes de aminoacido conservadoras. Por exem-
plo, o software GCG contém programas, tais como GAP e BESTFIT,
gue podem ser usados com parametros-padrao para determinar a ho-
mologia de sequéncia ou identidade de sequéncia entre polipeptideos
intimamente relacionados, como polipeptideos homélogos de diferentes
espécies de organismos ou entre uma proteina de tipo selvagem e uma
muteina da mesma. Consulte, por exemplo, GCG Versao 6.1. As se-
guéncias de polipeptideos também podem ser comparadas com 0 uso
de FASTA com o uso de parametros recomendados ou padréo, um pro-
grama em GCG Verséo 6.1. O FASTA (por exemplo, FASTA2 e
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FASTA3) fornece alinhamentos e percentagem de identidade de se-
guéncia das regibes da melhor sobreposicéo entre as sequéncias de
consulta e pesquisa (Pearson (2000) supra). Outro algoritmo preferen-
cial quando uma sequéncia da invencdo € comparada a uma base de
dados que contém um grande numero de sequéncias de organismos
diferentes é o programa de computador BLAST, especialmente,
BLASTP ou TBLASTN, com o uso de parametros-padrao. Consulte, por
exemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410 and Altschul et
al. (1997) Nucleic Acids Res. 25:3389-402.

LIGACAO DEPENDENTE DE PH

[0116] A presente invencao inclui moléculas de ligacdo ao antigeno

biespecificas anti-CD28/anti-MUC16, com caracteristicas de ligacao de-
pendentes de pH. Por exemplo, um anticorpo anti-CD28 da presente
invencao pode exibir ligacéo reduzida a CD28 em pH acido em compa-
racdo com o pH neutro. Alternativamente, os anticorpos anti-MUC16 da
invencdo podem exibir ligacao intensificada a MUC16 em pH &cido em
comparacdo com o pH neutro. A expressao "pH acido" inclui valores de
pH menores que cerca de 6,2, por exemplo, cerca de 6,0, 5,95, 5,9,
5,85, 5,8, 5,75, 5,7, 5,65, 5,6, 5,55, 5,5, 5,45, 5,4, 5,35, 5,3, 5,25, 5,2,
5,15, 5,1, 5,05, 5,0 ou menos. Como usado no presente documento, a
expressao "pH neutro” significa um pH de cerca de 7,0 a cerca de 7,4.
A expressao "pH neutro" inclui valores de pH de cerca de 7,0, 7,05, 7,1,
7,15,7,2,7,25,7,3,7,35e 7,4.

[0117] Em certos casos, "ligacéo reduzida... em pH acido em com-
paracdo com o pH neutro” € expresso em termos de uma razéo do valor
de Kp da ligacéo de anticorpo ao seu antigeno em pH acido para o valor
de Kp da ligacdo de anticorpo ao seu antigeno em pH neutro (ou vice-
versa). Por exemplo, um anticorpo ou fragmento de ligacéo ao antigeno
do mesmo pode ser considerado como exibindo "ligacdo reduzida a

CD28 em pH acido em comparagédo com o pH neutro” para propositos
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da presente invencéo se o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao anti-
geno do mesmo exibir uma razdo de Kp &cida/neutra de cerca de 3,0 ou
maior. Em certas modalidades exemplificativas, a razdo de Kp
acida/neutra para um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno da
presente invencado pode ser cerca de 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0,75,8,0,8)5, 9,0, 9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 13,5,
14,0, 14,5, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0, 40,0, 50,0, 60,0, 70,0, 100,0 ou maior.
[0118] Os anticorpos com caracteristicas de ligacdo dependente de
pH podem ser obtidos, por exemplo, examinando-se uma populagéo de
anticorpos para ligacao reduzida (ou intensificada) a um antigeno parti-
cular em pH acido em comparacdo com o pH neutro. Adicionalmente,
as modificac6es do dominio de ligacdo ao antigeno no nivel de amino-
acido podem produzir anticorpos com caracteristicas dependentes de
pH. Por exemplo, substituindo-se um ou mais aminoacidos de um domi-
nio de ligacdo ao antigeno (por exemplo, dentro de um CDR) por um
residuo de histidina, um anticorpo com ligacéo ao antigeno reduzida em
pH &cido em relacdo ao pH neutro pode ser obtido.

ANTICORPOS QUE COMPREENDEM VARIANTES DE FC

[0119] De acordo com certas modalidades da presente invengéo,

sao fornecidas moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-
CD28/anti-MUC16 que compreendem um dominio de Fc que compre-
ende uma ou mais mutacdes que intensificam ou diminuem a ligacéo de
anticorpo ao receptor de FcRn, por exemplo, em pH acido em compara-
¢cdo com o pH neutro. Por exemplo, a presente invencao inclui anticor-
pos e moléculas de ligacdo ao antigeno que compreendem uma muta-
céo na regiao de Cx2 ou Cx3 do dominio de Fc, em que a mutacgéo (ou
mutacBes) aumenta a afinidade do dominio de Fc ao FCRn em um am-
biente acido (por exemplo, em um endossomo em que o pH esta na
faixa de cerca de 5,5 a cerca de 6,0). Tais mutagdes podem resultar em

um aumento na meia-vida sérica do anticorpo quando administradas a
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um animal. Exemplos néo limitantes de tais modificacfes de Fc incluem,
por exemplo, uma modificacdo na posi¢cédo 250 (por exemplo, E ou Q);
250 e 428 (por exemplo, L ou F); 252 (por exemplo, L/Y/F/W ou T), 254
(por exemplo, S ou T) e 256 (por exemplo, S/R/Q/E/D ou T); ou uma
modificacdo na posicao 428 e/ou 433 (por exemplo, H/L/R/S/P/Q ou K)
elou 434 (por exemplo, H/F ou Y; ou uma modificacdo na posi¢ao 250
e/lou 428; ou uma modificagcdo na posi¢cdo 307 ou 308 (por exemplo,
308F, V308F) e 434. Em uma modalidade, a modificacdo compreende
uma modificacdo de 428L (por exemplo, M428L) e 434S (por exemplo,
N434S); uma modificacdo de 428L, 2591 (por exemplo, V259I), e 308F
(por exemplo, V308F); uma modificacéo 433K (por exemplo, H433K) e
434 (por exemplo, 434Y); uma modificacdo de 252, 254 e 256 (por
exemplo, 252Y, 254T e 256E); uma modificacdo de 250Q e 428L (por
exemplo, T250Q e M428L); e uma modificacdo de 307 e/ou 308 (por
exemplo, 308F ou 308P).

[0120] Por exemplo, a presente invenc¢do inclui moléculas de liga-
cdo ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que compreen-
dem um dominio de Fc que compreende um ou mais pares ou grupos
de mutacdes selecionadas a partir do grupo que consiste em: 250Q e
248L (por exemplo, T250Q e M248L); 252Y, 254T e 256E (por exemplo,
M252Y, S254T e T256E); 428L e 434S (por exemplo, M428L e N434S);
e 433K e 434F (por exemplo, H433K e N434F). Todas as combinacdes
possiveis das muta¢des de dominio de Fc supracitadas, e outras muta-
cOes dentro dos dominios variaveis de anticorpo reveladas no presente
documento, sdo contempladas dentro do escopo da presente invencao.
CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DOS ANTICORPOS E MOLECU-
LAS DE LIGACAO AO ANTIGENO

[0121] A presente invencéo inclui anticorpos e fragmentos de liga-

céo a antigeno dos mesmos que se ligam a CD28 e/ou MUC16 humano
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com alta afinidade. A presente invencao também inclui anticorpos e fra-
gmentos de ligacdo ao antigeno dos mesmos que se ligam ao CD28
e/ou MUC16 humano com afinidade média ou baixa, dependendo do
contexto terapéutico e das propriedades de alvejamento particulares
gue sao desejadas. Por exemplo, no contexto de uma molécula de liga-
cdo ao antigeno biespecifica, em que um braco se liga a CD28 e outro
braco se liga a um antigeno alvo (por exemplo, MUC16), pode ser de-
sejavel que o braco de ligacdo ao antigeno alvo se ligue ao antigeno
alvo com alta afinidade, enquanto o brago anti-CD28 se liga a CD28
apenas com afinidade moderada ou baixa. Dessa maneira, 0 alveja-
mento preferencial da molécula de ligacdo ao antigeno a células que
expressam o antigeno alvo pode ser alcancado enquanto se evita a li-
gacao ao CD28 geral/ndo alvejado e os efeitos colaterais adversos con-
sequentes associados a mesma.

[0122] De acordo com certas modalidades, a presente invencgao in-
clui anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno de anticorpos que
se ligam a CD28 humano (por exemplo, em 37 °C) com uma Kp menor
gue cerca de 165 nM, conforme medido por ressonancia plasménica de
superficie, por exemplo, com o uso de um formato de ensaio como de-
finido no Exemplo 4 no presente documento. Em certas modalidades,
0s anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da presente inven-
¢ao se ligam a CD28 com uma Kp menor que cerca de 150 nM, menor
gue cerca de 130 nM, menor que cerca de 120 nM, menor que cerca de
100 nM, menor que cerca de 50 nM, menor que cerca de 80 nM, menor
que cerca de 60 nM, menor que cerca de 40 nM, menor que cerca de
30 nM, conforme medido por ressonancia plasmonica de superficie, por
exemplo, com o uso de um formato de ensaio como definido no Exemplo
4 no presente documento ou um ensaio substancialmente similar.
[0123] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos

de ligacdo ao antigeno dos mesmos que se ligam a CD28 com uma
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meia-vida dissociativa (t¥2) maior que cerca de 2,1 minutos, conforme
medido por ressonancia de plasmonio de superficie a 37 °C, por exem-
plo, com o uso de um formato de ensaio, como definido no Exemplo 4
do presente documento, ou um ensaio substancialmente similar. Em
certas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de ligagdo ao antigeno
da presente invencéao se ligam a CD28 com uma t% maior que cerca de
5 minutos, maior que cerca de 10 minutos, maior que cerca de 20 minu-
tos, maior que cerca de 30 minutos, maior que cerca de 40 minutos,
maior que cerca de 50 minutos, maior que cerca de 60 minutos, maior
gue cerca de 70 minutos, maior que cerca de 80 minutos, maior que
cerca de 90 minutos, maior que cerca de 100 minutos, maior que cerca
de 200 minutos, maior que cerca de 300 minutos, maior que cerca de
400 minutos, maior que cerca de 500 minutos, maior que cerca de 600
minutos, maior que cerca de 700 minutos, maior que cerca de 800 mi-
nutos, maior que cerca de 900 minutos, maior que cerca de 1000 minu-
tos ou maior que cerca de 1200 minutos, conforme medido por resso-
nancia plasménica de superficie em 25 °C ou 37 °C, por exemplo, com
0 uso de um formato de ensaio como definido no Exemplo 4 no presente
documento ou um ensaio substancialmente similar.

[0124] A presente invencao inclui moléculas de ligacdo ao antigeno
biespecificas (por exemplo, anticorpos biespecificos) que tém capaci-
dade de se ligarem simultaneamente a CD28 humano e MUC16 hu-
mano. De acordo com certas modalidades, as moléculas de ligacédo ao
antigeno biespecificas da invencéo interagem especificamente com cé-
lulas que expressam CD28 e/ou MUC16. A extensdo a qual uma molé-
cula de ligacdo ao antigeno biespecifica se liga as células que expres-
sam CD28 e/ou MUCL16 pode ser avaliada por fluorescéncia classifica-
cao de célula ativada (FACS), como ilustrado no Exemplo 5 no presente

documento. Por exemplo, a presente invencao inclui moléculas de liga-
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cao a antigeno biespecificas que se ligam especificamente a células hu-
manas ou de cynomolgus que expressam CD28, mas nao MUC16 (por
exemplo, células T) e linhas de células de carcinoma de ovario humano
gue expressam MUC16, mas ndo CD28 (por exemplo, OVCAR-3 ou
PEO1). A presente invencao inclui moléculas de ligagdo ao antigeno
biespecificas que se ligam a qualquer uma das células e linhagens ce-
lulares acima mencionadas com um valor de ECsp de cerca de 9,2 x 10
6acercade 2,8 x 10'1° ou menos, conforme determinado com o uso de
um ensaio FACS, conforme apresentado no Exemplo 4 ou um ensaio
substancialmente semelhante.

[0125] A presente invencao também fornece moléculas de ligacéo
ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que induzem ou au-
mentam o exterminio de células tumorais mediado por células T. Por
exemplo, a presente invencgéao inclui anticorpos anti-CD28xMUC16 que
induzem ou aumentam o exterminio mediado por células T de células
tumorais com uma ECso de menos que cerca de 392 pM, conforme me-
dido em um ensaio de exterminio de célula tumoral mediada por célula
T in vitro, por exemplo, usando-se o formato de ensaio, conforme defi-
nido no Exemplo 7 no presente documento (por exemplo, avaliando a
extensdo do exterminio de células tumorais de PEO1 por PBMCs hu-
manas na presenca de anticorpos anti-CD28xMUC16) ou um ensaio
substancialmente semelhante. Em certas modalidades, os anticorpos
ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da presente invencao induzem o
exterminio de células tumorais mediada por células T (por exemplo,
morte mediada por PBMC de células PEO1) com um valor de ECso me-
nor que cerca de 200 pM, menor que cerca de 150 pM, menor que cerca
de 100 pM, menor que cerca de 75 pM, menor que cerca de 50 pM,
menor que cerca de 25 pM, menor que cerca de 10 pM, menor que cerca
de 5,0 pM, menor que cerca de 4,0 pM, menor que cerca de 3,0 pM,

menor que cerca de 2,5 pM, menor que cerca de 2,0 pM, menor que
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cerca de 1,5 pM ou menor que cerca de 1,45 pM, conforme medido por
um ensaio de exterminio de células tumorais mediado por célula T in
vitro, por exemplo, usando-se o formato de ensaio conforme definido no
Exemplo 7 neste documento, ou um ensaio substancialmente similar.
[0126] A presente invencdo também inclui moléculas de ligacéo ao
antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que se ligam a células T
humanas que expressam CD28 e/ou cynomolgus com um valor de ECsg
entre 1,0 pM e 10 nM. Em certas modalidades, as moléculas de ligacdo
ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 se ligam as células T
humanas que expressam CD28 e/ou cynomolgus com um valor de ECso
entre 9,2 nM e 120 nM. Por exemplo, a presente invencao inclui molé-
culas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que
se ligam a células T humanas que expressam CD28 com um valor ECsp
de cerca de 1 pM cerca de 10 pM, cerca de 100 pM, cerca de 500 pM,
cerca de 1 nM, cerca de 2 nM, cerca de 5 nM, cerca de 10 nM, cerca de
20 nM, cerca de 30 nM, cerca de 40 nM, cerca de 50 nM cerca de 60
nM, cerca de 70 nM, cerca de 80 nM, cerca de 90 nM, cerca de 100 nM,
cerca de 200 nM, cerca de 300 nM, cerca de 500 nM, cerca de 800 nM,
cerca de 1000 nM, cerca de 2 uM, cerca de 4 pM, cerca de 6 uM, cerca
de 8 puM, cerca de 10 uM ou mais.

[0127] A presente invengdo também inclui moléculas de ligacéo ao
antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que exibem uma ou mais
caracteristicas selecionadas do grupo que consiste em: (a) ativacao de
células T, inducéo da liberac&o de IL-2 e regulacéo crescente de CD25+
e PD-1 em PBMCs humanas (consultar, por exemplo, Exemplos 6 e 7
aqui); (b) aumento da citotoxicidade mediada por células T humanas ou
de cynomolgus em linhas de células que expressam MUC16 (consultar,
por exemplo, Exemplo 7 aqui); (c) inducao de citotoxicidade mediada
por células T de primatas virgens em linhas de células que expressam

MUC16 (consultar, por exemplo, Exemplo 7 aqui); (e) esgotamento de
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células tumorais em camundongos (por exemplo, Exemplo 8 aqui); (f)
aumento da eliminagdo do tumor em camundongos (por exemplo,
Exemplo 8 aqui); (g) ndo inducéo da ativacdo de células T sistémicas
em macacos cynomolgus.

[0128] A presente invencdo inclui moléculas de ligacdo ao antigeno
biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 que tém capacidade de esgotar as
células tumorais em um individuo (consultar, por exemplo, Exemplo 9).
Por exemplo, de acordo com certas modalidades, as moléculas de liga-
cdo ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 séo fornecidas,
em que uma Unica administracdo da molécula de ligacdo ao antigeno
biespecifica a um individuo (por exemplo, em uma dose de cerca de 5,0
mg/kg, cerca de 2,5 mg/kg, cerca de 1,0 mg/kg cerca de 0,5 mg/kg,
cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,05 mg/kg, cerca de
0,02 mg/kg, cerca de 0,01 mg/kg ou menos) causa uma reducéo no nu-
mero de células tumorais no individuo. De acordo com certas modalida-
des, moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas anti-CD28/anti-
MUC16 sao fornecidas, em que administracGes duplas da molécula de
ligacdo ao antigeno biespecifica a um individuo (por exemplo, a uma
dose de cerca de 2500 mg, cerca de 1000 mg, cerca de 500 mg, cerca
de 200 mg, cerca de 100 mg, cerca de 50 mg/kg, cerca de 25 mg/kg ou
menos) causa uma redu¢do no numero de células tumorais no individuo.
MAPEAMENTO DE EPITOPO E TECNOLOGIAS RELACIONADAS
[0129] O epitopo em CD28 e/ou MUC16 ao qual as moléculas de

ligacdo ao antigeno da presente invencdo se ligam pode consistir em
uma Unica sequéncia contigua de 3 ou mais (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais) aminoacidos de
uma proteina de CD28 ou MUC16. Alternativamente, o epitopo pode
consistir em uma pluralidade de aminoacidos n&o contiguos (ou sequén-
cias de aminoacidos) de CD28 ou MUC16. Os anticorpos da invencgao

podem interagir com aminoacidos contidos dentro de um mondmero de
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CD28 ou podem interagir com aminoacidos em duas ou mais cadeias
de CD28 diferentes de um dimero de CD28. O termo “epitopo”, como
usado no presente documento, se refere a um determinante de antigé-
nico que interage com um sitio de ligacdo ao antigeno especifico na
regido variavel de uma molécula de anticorpo conhecida como um pa-
ratopo. Um Unico antigeno pode ter mais de um epitopo. Desse modo,
diferentes anticorpos podem se ligar a diferentes areas de um antigeno
e podem ter diferentes efeitos bioldgicos. Os epitopos podem ser con-
formacionais ou lineares. Um epitopo conformacional é produzido por
aminoacidos espacialmente justapostos de diferentes segmentos da ca-
deia polipeptidica linear. Um epitopo linear é aquele produzido por resi-
duos de aminoacidos adjacentes em uma cadeia polipeptidica. Em certa
circunstancia, um epitopo pode incluir por¢cées quimicas de sacarideos,
grupos fosforila ou grupos sulfonila no antigeno.

[0130] Vérias técnicas conhecidas por pessoas de habilidade co-
mum na técnica podem ser usadas para determinar se um dominio de
ligagdo ao antigeno de um anticorpo "interage com um ou mais amino-
acidos" dentro de um polipeptideo ou proteina. Técnicas exemplificati-
vas que podem ser usadas para determinar um epitopo ou dominio de
ligacdo de um determinado anticorpo ou dominio de ligacdo ao antigeno
incluem, por exemplo, ensaio de bloqueio cruzado de rotina, como o
descrito em Antibodies, Harlow e Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harb., NY), mutagénese pontual (por exemplo, mutagénese de
varredura de alanina, mutagénese de varredura de arginina, etc.), ana-
lise de manchas de peptideo (Reineke, 2004, Methods Mol Biol 248: 443
a 463), protecéo de protease e analise de clivagem de peptideo. Adici-
onalmente, podem ser empregados métodos, como excisdo de epito-
pos, extracdo de epitopo e modificacdo quimica de antigenos (Tomer
(2000) Protein Science 9:487-496). Outro método que pode ser usado

para identificar os aminoacidos dentro de um polipeptideo com o qual
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um anticorpo interage € troca de hidrogénio/deutério detectado por es-
pectrometria de massa. Em termos gerais, o0 método de troca de hidro-
génio/deutério envolve o etiquetamento com deutério da proteina de in-
teresse, seguido pela ligacdo do anticorpo a proteina etiquetada com
deutério. Em seguida, o complexo proteina/anticorpo é transferido para
agua para permitir que a troca de hidrogénio-deutério ocorra em todos
os residuos, exceto para os residuos protegidos pelo anticorpo (que per-
manecem etiquetados com deutério). Apos a dissociacdo do anticorpo,
a proteina alvo é submetida a andlise de clivagem de protease e espec-
trometria de massa, revelando, assim, os residuos etiqguetados com
deutério que correspondem aos aminoacidos especificos com 0s quais
0 anticorpo interage. Consultar, por exemplo, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267(2): 252 a 259; Engen e Smith (2001) Anal. Chem.
73:256A-265A. A analise da estrutura de cristal de raios X também pode
ser usada para identificar os aminoacidos dentro de um polipeptideo
com o qual um anticorpo interage.

[0131] A presente invencao inclui adicionalmente anticorpos anti-
CD28 e anti-MUC16 que se ligam ao mesmo epitopo que qualquer um
dentre os anticorpos exemplificativos especificos descritos no presente
documento (por exemplo, anticorpos que compreendem qualquer uma
dentre as sequéncias de aminoacidos, como apresentado nas Tabelas
1 e 3 no presente documento). De modo similar, a presente invencéo
também inclui anticorpos anti-CD28 e/ou anti-MUC16 que competem
pelaligagcdo a CD28 e/ou MUC16 com qualquer um dentre 0s anticorpos
exemplificativos especificos descritos no presente documento (por
exemplo, anticorpos que compreendem qualquer uma dentre as se-
guéncias de aminoacidos como apresentado na Tabela 1 no presente
documento).

[0132] A presente invencgao também inclui moléculas de ligacdo ao
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antigeno biespecificas que compreendem um primeiro dominio de liga-
cdo ao antigeno que se liga especificamente a CD28 humano e um se-
gundo fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a
MUC16 humano, em que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno se
liga a0 mesmo epitopo no CD28 que qualquer um dentre os dominios
de ligacéo ao antigeno especifico de CD28 exemplificativos especificos
descritos no presente documento, e/ou em que o segundo dominio de
ligacdo ao antigeno se liga ao mesmo epitopo em MUC16 que qualquer
um dentre os dominios de ligacdo ao antigeno especifico de MUC16
exemplificativos especificos descritos no presente documento.

[0133] De modo similar, a presente invencdo também inclui molé-
culas de ligacdo ao antigeno biespecificas que compreendem um pri-
meiro dominio de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente ao
CD28 humano, e um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se
liga especificamente a MUC16 humana, em que o primeiro dominio de
ligacdo ao antigeno compete pela ligagdo ao CD28 com qualquer um
dentre os dominios de ligacdo ao antigeno especifico de CD28 exem-
plificativos especificos descritos no presente documento, e/ou em que 0
segundo dominio de ligac&o ao antigeno compete pela ligacdo a MUC16
com qualquer um dentre os dominios de ligacdo ao antigeno especifico
de MUC16 exemplificativos especificos descritos no presente docu-
mento.

[0134] E facilmente possivel determinar se uma molécula particular
de ligacdo ao antigeno (por exemplo, anticorpo) ou dominio de ligagao
ao antigeno da mesma se liga ao mesmo epitopo que, ou compete pela
ligacdo com, uma molécula de ligacao ao antigeno de referéncia da pre-
sente invencao usando-se métodos de rotina conhecidos natécnica. Por
exemplo, para determinar se um anticorpo de teste se liga a0 mesmo

epitopo na CD28 (ou MUC16) que uma molécula de ligacdo ao antigeno

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 137/248



61/150

biespecifica de referéncia da presente invencédo, a molécula biespeci-
fica de referéncia primeiro pode se ligar a uma proteina de CD28 (ou
proteina de MUC16). Em seguida, a habilidade de um anticorpo de teste
para se ligar a molécula de CD28 (ou MUC16) € avaliada. Se o anticorpo
de teste puder se ligar a CD28 (ou MUC16) ap6s a ligacédo de saturacéo
com a molécula de ligacao ao antigeno biespecifica de referéncia, pode
ser concluido que o anticorpo de teste se liga a um epitopo diferente de
CD28 (ou MUC16) do que a molécula de ligacédo ao antigeno biespeci-
fica de referéncia. Por outro lado, se o anticorpo de teste ndo puder se
ligar & molécula de CD28 (ou MUC16) apés a ligacdo de saturagcdo com
a molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica de referéncia, entdo o
anticorpo de teste pode se ligar ao mesmo epitopo de CD28 (ou MUC16)
gue o epitopo ligado pela molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica
de referéncia da invencdo. A experimentacao de rotina adicional (por
exemplo, as analises de mutacéo e ligacdo de peptideo) pode, entao,
ser executada para confirmar se a falta observada de ligagao do anti-
corpo de teste se deve, de fato, a ligacdo ao mesmo epitopo que a mo-
lécula de ligacdo ao antigeno biespecifica de referéncia ou se o bloqueio
estérico (ou outro fenbmeno) é responsavel pela falta de ligacdo obser-
vada. Os experimentos desse tipo podem ser realizados com o uso de
ELISA, RIA, Biacore, citometria de fluxo ou qualquer outro ensaio de
ligacdo a anticorpo quantitativo ou qualitativo na técnica. De acordo com
certas modalidades da presente invencao, duas proteinas de ligacdo ao
antigeno se ligam ao mesmo epitopo (ou se sobrepdem) se, por exem-
plo, 1-, 5-, 10-, 20- ou 100 dobras de uma proteina de liga¢do ao anti-
corpo inibirem a ligagdo do outro em pelo menos 50%, mas, preferenci-
almente, 75%, 90% ou até mesmo 99%, conforme medido em um teste
de ligacdo competitivo (consulte, por exemplo, Junghans et al., Cancer
Res. 1990 50:1495-1502). Alternativamente, duas proteinas de ligacéo

ao antigeno séo consideradas como se ligando ao mesmo epitopo se
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essencialmente todas as mutacdes de aminoacidos no antigeno que re-
duzem ou eliminam a ligacdo de uma proteina de ligacdo ao antigeno
reduzirem ou eliminarem a ligacéo do outro. Considera-se que duas pro-
teinas de ligacdo ao antigeno tenham "epitopos sobrepostos” se apenas
um subconjunto das mutacdes de aminoacido que reduz ou elimina a
ligacdo de uma proteina de ligacéo ao antigeno reduz ou elimina a liga-
¢cao da outra.

[0135] Para determinar se um anticorpo ou dominio de ligacdo ao
antigeno do mesmo compete pela ligagcdo com uma molécula de ligacéo
ao antigeno de referéncia, a metodologia de ligacdo descrita acima é
realizada em duas orienta¢cdes: Em uma primeira orientacdo, a molécula
de ligacdo ao antigeno de referéncia pode se ligar a uma proteina de
CD28 (ou proteina de MUCL16) sob condi¢cGes de saturacdo seguidas
pela avaliacdo da ligacdo do anticorpo de teste a molécula de CD28 (ou
MUC16). Em uma segunda orientacéao, o anticorpo de teste pode se li-
gar a uma molécula de CD28 (ou MUC16) sob condi¢des de saturacao
seguidas pela avaliacdo da ligacdo da molécula de ligacdo ao antigeno
de referéncia a molécula de CD28 (ou MUC16). Se, em ambas as ofri-
entacdes, apenas a primeira molécula de ligacdo ao antigeno (de satu-
racao) for capaz de ligacdo a molécula de CD28 (ou MUC16), entdo, é
concluido que o anticorpo de teste e a molécula de ligacao ao antigeno
de referéncia competem pela ligacdo a CD28 (ou MUC16). Como sera
observado por uma pessoa de habilidade comum na técnica, um anti-
corpo que compete pela ligagdo com uma molécula de ligagdo ao anti-
geno de referéncia por nao se ligar necessariamente ao mesmo epitopo
gue o anticorpo de referéncia, porém, pode bloquear estericamente a
ligacdo do anticorpo de referéncia através da ligacdo de um epitopo so-
breposto ou adjacente.

PREPARACAO DE DOMINIOS DE LIGAGAO AO ANTIGENO E CONS-
TRUCAO DE MOLECULAS BIESPECIFICAS
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[0136] Os dominios de ligagdo ao antigeno especificos para antige-
nos particulares podem ser preparados por qualquer tecnologia gera-
dora de anticorpo conhecida na técnica. Uma vez obtidos, dois dominios
de ligacdo ao antigeno diferentes, especificos para dois antigenos dife-
rentes (por exemplo, CD28 e MUCL16), podem ser adequadamente dis-
postos um em relagdo ao outro para produzir uma molécula de ligacéo
ao antigeno biespecifica da presente invengdo com o uso de métodos
de rotina. (Uma discusséao de formatos de anticorpo biespecifico exem-
plificativos que podem ser usados para construir as moléculas de liga-
cdo ao antigeno biespecificas da presente invencao € fornecida em ou-
tra parte no presente documento). Em certas modalidades, um ou mais
dos componentes individuais (por exemplo, cadeias pesadas e leves)
das moléculas de ligacdo ao antigeno multiespecificas da invencéo sao
derivados de anticorpos quiméricos, humanizados ou totalmente huma-
nos. Os métodos para produzir tais anticorpos sdo bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, uma ou mais dentre as cadeias pesadas e/ou le-
ves das moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas da presente in-
vencao podem ser preparadas com o uso de tecnologia VELO-
CIMMUNE™_ Com o uso da tecnologia VELOCIMMUNE™ (ou qualquer
outra tecnologia geradora de anticorpo humano), anticorpos quiméricos
de alta afinidade a um antigeno particular (por exemplo, CD28 ou
MUC16) séo inicialmente isolados, tendo uma regidao variavel humana e
uma regido constante de camundongo. Os anticorpos s&o caracteriza-
dos e selecionados por caracteristicas desejaveis, incluindo afinidade,
seletividade, epitopo, etc. As regides constantes de camundongo sao
substituidas por uma regido constante humana desejada para gerar ca-
deias pesadas e/ou leves totalmente humanas que podem ser incorpo-
radas nas moléculas de ligagdo ao antigeno biespecificas da presente
invencao.

[0137] Os animais geneticamente modificados podem ser usados
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para produzir moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas humano.
Por exemplo, um camundongo geneticamente modificado pode ser
usado, o qual ndo tem capacidade de rearranjar e expressar uma se-
guéncia variavel de cadeia leve de imunoglobulina de camundongo en-
doégena, em que o camundongo expressa apenas um ou dois dominios
variaveis de cadeia leve humana codificados por sequéncias de imuno-
globulina humanas operacionalmente aglutinadas ao gene constante
tipo kapa de camundongo no locus kapa de camundongo enddgeno.
Tais camundongos geneticamente modificados podem ser usados para
produzir moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas totalmente hu-
manas que compreendem duas cadeias pesadas diferentes que se as-
sociam a uma cadeia leve idéntica que compreende um dominio variavel
derivado de um dentre dois segmentos de gene diferentes de regiéao
variavel de cadeia leve humana. (Consulte, por exemplo, o documento
U.S. 2011/0195454 para uma discusséo detalhada de tais camundon-
gos geneticamente modificados e uso dos mesmos para produzir molé-
culas de ligacdo ao antigeno biespecificas).

BIOEQUIVALENTES

[0138] A presente invencao abrange moléculas de ligacdo ao anti-

geno gue tém sequéncias de aminoacidos que variam daquelas dos an-
ticorpos exemplificativos descritos, mas que tém a capacidade de se
ligar ao CD28 e/ou MUC16. Tais moléculas variantes podem compreen-
der uma ou mais adicdes, delecdes ou substituicbes de aminoacidos em
comparacdo com a sequéncia parental, mas exibem atividade biologica
gue é essencialmente equivalente aguela das moléculas de ligacao ao
antigeno biespecificas descritas. Do mesmo modo, as sequéncias de
DNA de codificacdo de moléculas de ligacdo ao antigeno da presente
invencdo abrangem sequéncias que compreendem uma ou mais adi-

cOes, delecbes ou substituicdes de nucleotideos em comparacédo com a
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sequéncia revelada, mas que codificam uma molécula de ligagdo ao an-
tigeno que é essencialmente bioequivalente as moléculas de ligacdo ao
antigeno descritas da invencdo. Exemplos dessas sequéncias de ami-
noacidos e DNA variantes séo discutidos acima.

[0139] A presente invencdo inclui moléculas de ligacdo ao antigeno
gue sédo bioequivalentes a qualquer uma dentre as moléculas de ligagao
ao antigeno exemplificativas apresentadas no presente documento.
Duas proteinas de ligacéo ao antigeno, ou anticorpos séo considerados
bioequivalentes se, por exemplo, forem equivalentes farmacéuticos ou
alternativas farmacéuticas cuja taxa e extensédo de absor¢cdo nao mos-
tram uma diferenca significativa quando administradas a mesma dose
molar sob condi¢cBes experimentais similares, tanto does Unicas quanto
multiplas doses. Alguns anticorpos seréo considerados equivalentes ou
alternativas farmacéuticas se forem equivalentes na extensdo da sua
absorcao, porém nao na taxa de absorcdo dos mesmos e ainda podem
ser considerados bioequivalentes devido ao fato de que tais diferencas
na taxa de absorc&o sdo intencionais e sao refletidas na marcacéo, nao
sao essenciais para a obtencéo de concentracdes eficazes de farmaco
no corpo, por exemplo, uso crénico e séo considerados medicamente
insignificantes para o produto farmacoldgico particular estudado.

[0140] Em uma modalidade, duas proteinas de liga¢do ao antigeno
sao bioequivalentes se nao houver diferencas clinicamente significati-
vas em sua seguranca, pureza e poténcia.

[0141] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacdo ao antigeno
sao bioequivalentes se um paciente puder alternar uma ou mais vezes
entre o produto de referéncia e o produto biolégico sem um aumento
esperado no risco de efeitos adversos, incluindo uma alteracéo clinica-
mente significativa na imunogenicidade ou eficacia reduzida, em com-
paracao com a terapia continuada sem tal alteracéao.

[0142] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacédo ao antigeno
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sao bioequivalentes se ambas atuarem por um mecanismo ou mecanis-
mos comuns de acéo para a condicado ou condi¢cdes de uso, ao ponto
em que tais mecanismos sédo conhecidos.

[0143] A bioequivaléncia pode ser demonstrada por métodos in vivo
e in vitro. As medidas de bioequivaléncia incluem, por exemplo, (a) um
teste in vivo em seres humanos ou outros mamiferos, em que a concen-
tracdo do anticorpo ou dos seus metabolitos é medida no sangue,
plasma, soro ou outro fluido biolégico em funcéo de tempo; (b) um teste
in vitro que foi correlacionado com dados de biodisponibilidade in vivo
em seres humanos e € razoavelmente preditivo dos mesmos; (c) um
teste in vivo em seres humanos ou outros mamiferos, sendo que o efeito
farmacolégico agudo apropriado do anticorpo (ou do alvo do mesmo) é
medido em funcdo do tempo; e (d) em um ensaio clinico bem controlado
que estabeleca seguranca, eficacia ou biodisponibilidade ou bioequiva-
Iéncia de um anticorpo.

[0144] As variantes bioequivalentes das moléculas de ligacdo ao
antigeno biespecificas exemplificativas apresentadas no presente docu-
mento podem ser construidas, por exemplo, produzindo-se varias subs-
tituicBes de residuos ou sequéncias ou deletando-se residuos terminais
ou internos ou sequéncias ndo necessarias para a atividade bioldgica.
Por exemplo, os residuos de cisteina ndo essenciais para atividade bi-
olégica podem ser deletados ou substituidos por outros aminoacidos
para prevenir a formagao de pontes de dissulfeto intramoleculares des-
necessarias ou incorretas mediante a renaturacdo. Em outros contex-
tos, os anticorpos bioequivalentes podem incluir as moléculas de liga-
cdo ao antigeno biespecificas exemplificativas apresentadas no pre-
sente documento que compreendem alteracfes de aminoacidos que
modificam as caracteristicas de glicosilacdo dos anticorpos, por exem-

plo, mutac6es que eliminam ou removem a glicosilacéo.
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SELETIVIDADE DE ESPECIE E REATIVIDADE CRUZADA DE ESPE-
CIES

[0145] A presente invencdo, de acordo com certas modalidades,

fornece moléculas de ligacdo ao antigeno que se ligam ao CD28 hu-
mano, mas ndo ao CD28 de outras espécies. A presente invencdo, de
acordo com certas modalidades, fornece moléculas de ligacdo ao anti-
geno que se ligam a MUC16 humano, mas ndao a MUC16 de outras es-
pécies. A presente invencdo também inclui moléculas de ligag¢do ao an-
tigeno que se ligam a CD28 humano e a CD28 de uma ou mais espécies
ndo humanas; e/ou moléculas de ligacdo ao antigeno que se ligam a
MUC16 humano ou a MUC16 de uma ou mais espécies ndo humanas.
[0146] De acordo com certas modalidades exemplificativas da in-
vencao, as moléculas de ligacdo ao antigeno séo fornecidas, as quais
se ligam ao CD28 humano e/ou MUC16 humano e pode se ligar ou ndo
se ligar, de acordo com o caso, a um ou mais dentre CD28 e/ou MUC16
de camundongo, rato, porquinho-da-india, criceto, gerbilo, porco, gato,
cachorro, coelho, cabra, ovelha, vaca, cavalo, camelo, cynomolgus,
mico, macaco rhesus ou chimpanzé. Por exemplo, em uma modalidade
exemplificativa particular da presente invencgéo, sao fornecidas das mo-
léculas de ligacdo ao antigeno biespecificas compreendendo um pri-
meiro dominio de ligacdo ao antigeno que se liga ao CD28 humano e
CD28 cynomolgus, e um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que
se liga especificamente a MUC16 humanao.

IMUNOCONJUGADOS

[0147] A presente invencdo abrange moléculas de ligacdo ao anti-

geno conjugadas a uma por¢cdo quimica terapéutica (“imunoconju-
gado"), como uma citotoxina, um farmaco quimioterapéutico, um imu-
nossupressor ou um radioisotopo. Os agentes citotoxicos incluem qual-

guer agente que seja prejudicial as células. Os exemplos de agentes
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citotoxicos e agentes quimioterapéuticos adequados para formar imu-
noconjugados sao conhecidos na técnica; consulte, por exemplo, o do-
cumento WO 05/103081.

FORMULACAO E ADMINISTRACAO TERAPEUTICA

[0148] A presente invencdo fornece composi¢coes farmacéuticas

gue compreendem as moléculas de ligacdo ao antigeno da presente
invengao. As composig¢des farmacéuticas da invencgéo séo formuladas
com veiculos, excipientes e outros agentes que fornecem transferéncia,
entrega, tolerancia e similares aprimorados. Uma multiplicidade de for-
mulacdes apropriadas pode ser encontrada no formulario conhecido por
todos os quimicos farmacéuticos: Remington's Pharmaceutical Scien-
ces, Mack Publishing Company, Easton, PA. Essas formulagdes in-
cluem, por exemplo, pos, pastas, pomadas, geleias, ceras, 0leos, lipi-
dios, vesiculas que contém lipidios (catibnicos ou anidnicos) (como LlI-
POFECTIN™), conjugados de DNA, pastas de absorc¢ao anidras, emul-
sbes de 6leo em agua e agua 6leo, emulsdes de carbocera (polietileno-
glicois de varios pesos moleculares), géis semissolidos e misturas se-
missolidas que contém carbocera. Ver também Powell et al. "Compen-
dium of excipients for parenteral formulations" PDA (1998) J Pharm Sci
Technol 52:238-311.

[0149] A dose de molécula de ligacdo ao antigeno administrada a
um paciente pode variar dependendo da idade e do tamanho do paci-
ente, da doenca alvo, das afec¢des, da via de administracéo e similares.
A dose preferencial é tipicamente calculada de acordo com o peso cor-
poral ou a area de superficie corporal. Quando uma molécula de ligagéo
ao antigeno biespecifica da presente invencao € usada para fins tera-
péuticos em um paciente adulto, pode ser vantajoso administrar por via
intravenosa a molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica da presente
invencdo normalmente em uma dose Unica de cerca de 0,01 a cerca de

20 mg/kg de peso corporal, mais preferencialmente, cerca de 0,02 a
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cerca de 7, cerca de 0,03 a cerca de 5, ou cerca de 0,05 a cerca de 3
mg/kg de peso corporal. Dependendo da gravidade da afeccéo, a fre-
guéncia e a duracao do tratamento podem ser ajustadas. As dosagens
e horarios eficazes para a administracdo de uma molécula de ligagao
ao antigeno biespecifica podem ser determinados empiricamente; por
exemplo, o progresso do paciente pode ser monitorado por avaliacao
periddica e a dose ajustada em conformidade. Além disso, o escalona-
mento interespécies de dosagens pode ser realizado com o uso de meé-
todos bem conhecidos na técnica (por exemplo, Mordenti et al., 1991,
Pharmaceut. Res. 8:1351).

[0150] Vérios sistemas de entrega sdo conhecidos e podem ser
usados para administrar a composi¢cao farmacéutica da invencéo, por
exemplo, encapsulamento em lipossomos, microparticulas, microcapsu-
las, células recombinantes com capacidade de expressar 0s virus mu-
tantes, a endocitose mediada por receptor (consulte, por exemplo, Wu
et al., 1987, J. Biol. Chem. 262: 4429-4432). Os métodos de introducéo
incluem, mas sem limita¢g@es, vias intradérmicas, intramusculares, intra-
peritoneais, intravenosas, subcutaneas, intranasais, epidurais e orais. A
composicado pode ser administrada por qualquer via conveniente, por
exemplo, por infusdo ou bolo de injecéo, por absorcao através de reves-
timentos epiteliais ou mucocutaneos (por exemplo, mucosa oral, mu-
cosaretal e intestinal etc.) e pode ser administrada junto de outros agen-
tes biologicamente ativos. A administracdo pode ser sistémica ou local.
[0151] Uma composicédo farmacéutica da presente invencdo pode
ser entregue de modo subcutaneo ou intravenoso com uma seringa ou
agulha padréo. Além disso, em relacéo a entrega subcutanea, um dis-
positivo de entrega por caneta prontamente tem aplicacfes na entrega
de uma composicao farmacéutica da presente invencédo. Tal dispositivo
de entrega por caneta pode ser reutilizavel ou descartavel. Um disposi-

tivo de entrega por caneta reutilizavel geralmente utiliza um cartucho
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substituivel que contém uma composicdo farmacéutica. Uma vez que
toda a composicao farmacéutica dentro do cartucho tenha sido adminis-
trada, e o cartucho esteja vazio, o cartucho vazio pode ser facilmente
descartado e substituido por um novo cartucho que contém a composi-
cao farmacéutica. O dispositivo de entrega por caneta pode ser reusado.
Em um dispositivo de entrega por caneta descartavel, ndo ha cartucho
substituivel. Pelo contrario, o dispositivo de entrega por caneta descar-
tavel vem pré-carregado com a composicao farmacéutica mantida em
um reservatério dentro do dispositivo. Uma vez que o reservatorio é es-
vaziado da composicdo farmacéutica, todo o dispositivo € descartado.
[0152] Inidmeros dispositivos de entrega de caneta e de autoinjetor
reutilizaveis tém aplicacbes na entrega subcutadnea de uma composicao
farmacéutica da presente invencédo. Os exemplos incluem, mas sem li-
mitacdes, AUTOPEN™ (Owen Mumford, Inc., Woodstock, UK), caneta
DISETRONIC™ (Disetronic Medical Systems, Bergdorf, Suica), caneta
HUMALOG MIX 75/25™  caneta HUMALOG™, caneta HUMALIN
70/30™ (Eli Lilly and Co., Indianapolis, IN), NOVOPEN™ |, Il e Il (Novo
Nordisk, Copenhagen, Dinamarca), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nor-
disk, Copenhagen, Dinamarca), caneta BD™ (Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, NJ), OPTIPEN™, OPTIPEN PRO™, OPTIPEN STARLET™,
e OPTICLIK™ (Sanofi-Aventis, Frankfurt, Alemanha), apenas para no-
mear alguns. Os exemplos de dispositivos de entrega por caneta des-
cartaveis que tém aplicacdes na entrega subcutanea de uma composi-
cao farmacéutica da presente invencao incluem, mas sem limitacoes, a
caneta SOLOSTAR™ (Sanofi-Aventis), a FLEXPEN™ (Novo Nordisk) e
a KWIKPEN™ (Eli Lilly), o Autoinjetor SURECLICK™ (Amgen, Thou-
sand Oaks, CA), a PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Alemanha), a EPI-
PEN (Dey, L.P.) e a Caneta HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park IL),
para mencionar apenas alguns.

[0153] Em certas situacfes, a composicao farmacéutica pode ser
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entregue em um sistema de liberac&o controlada. Em uma modalidade,
uma bomba pode ser usada (consulte Langer, supra; Sefton, 1987, CRC
Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201). Em outra modalidade, os materiais po-
liméricos podem ser usados; consultar, Medical Applications of Con-
trolled Release, Langer e Wise (eds.), 1974, CRC Pres., Boca Raton,
Florida. Em ainda outra modalidade, um sistema de liberac&o controlada
pode ser colocado proximo ao alvo da composicdo, exigindo, assim,
apenas uma fracdo da dose sistémica (consulte, por exemplo, Goodson,
1984, em Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp.
115 a 138). Outros sistemas de liberacdo controlada s&o discutidos na
revisdo por Langer, 1990, Science 249:1527-1533.

[0154] As preparacdes injetaveis podem incluir formas de dosagem
para injecdes intravenosas, subcutaneas, intracutaneas e intramuscula-
res, infusdes em gotas, etc. Essas preparacdes injetaveis podem ser
preparadas por métodos publicamente conhecidos. Por exemplo, as
preparacfes injetaveis podem ser preparadas, por exemplo, dissol-
vendo-se suspendendo-se ou emulsificando-se o0 anticorpo ou o sal do
mesmo descrito acima em um meio aquoso estéril ou em um meio ole-
0s0 convencionalmente usados para inje¢cbes. Como 0 meio aquoso
para injecées, ha, por exemplo, solucdo salina fisiolégica, uma solucéo
isotbnica que contém glicose e outros agentes auxiliares etc., que po-
dem ser usados em combinacdo com um agente de solubilizac&o apro-
priado, tal como um alcool (por exemplo, etanol), um polidlcool (por
exemplo, propilenoglicol, polietilenoglicol), um tensoativo n&o iénico [por
exemplo, polissorbato 80, HCO-50 (polioxietileno (50 mol) aduto de dleo
de ricino hidrogenado)] etc. Como meio oleoso, sdo empregados, por
exemplo, 6leo de gergelim, 6leo de soja etc., que pode ser usado em
combinacdo com um agente solubilizante tal como benzoato de benzila,
alcool benzilico etc. A injecdo assim preparada €, preferencialmente,

preenchida em uma ampola apropriada.
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[0155] Vantajosamente, as composi¢cdes farmacéuticas para uso
oral ou parenteral descritas acima séo preparadas em formas de dosa-
gens em uma dose unitaria adequada para ajustar uma dose dos ingre-
dientes ativos. Tais formas de dosagens em uma dose unitaria incluem,
por exemplo, comprimidos, pilulas, capsulas, inje¢cdes (ampolas), supo-
sitorios etc. A quantidade do anticorpo contido é geralmente de cerca
de 5 a cerca de 500 mg por forma de dosagem em uma dose unitéaria;
especialmente na forma de injecéo, € preferencial que o anticorpo esteja
contido em cerca de 5 a cerca de 100 mg e em cerca de 10 a cerca de
250 mg para as outras formas de dosagens.

USOS TERAPEUTICOS DAS MOLECULAS DE LIGACAO AO ANTI-
GENO

[0156] A presente invencéo inclui métodos que compreendem ad-

ministrar a um individuo que precisa do mesmo uma composicao tera-
péutica que compreende um anticorpo anti-CD28 ou molécula de liga-
cdo ao antigeno biespecifica que se liga especificamente a CD28 e um
antigeno alvo (por exemplo, MUC16). A composicao terapéutica pode
compreender qualquer um dentre os anticorpos ou moléculas de ligacao
ao antigeno biespecificas como revelado no presente documento e um
diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel. Como usado no pre-
sente documento, a expressado “‘um individuo que precisa do mesmo"
significa um ser humano ou animal ndo humano que exibe um ou mais
sintomas ou indicacBes de cancer (por exemplo, um individuo que ex-
pressa um tumor ou que sofre com qualquer um dentre os canceres
mencionados no presente documento abaixo), ou que, de outro modo,
se beneficiaria de uma inibicdo ou reducédo na atividade de MUC16 ou
um esgotamento de células de MUC16+.

[0157] Os anticorpos e moléculas de ligacdo ao antigeno biespeci-

ficas da invencao (e composicOes terapéuticas que compreendem o0s
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mesmos) sao Uteis, entre outros, para tratar qualquer doenca ou distur-
bio em que o estimulo, ativacdo e/ou alvejamento de uma resposta imu-
noldgica sera benéfico. Em particular, as moléculas de ligacdo ao anti-
geno biespecificas anti-CD28/anti-MUC16 da presente invencédo podem
ser usadas para o tratamento, prevencao e/ou melhora de qualquer do-
enca ou disturbio associado a ou mediado por expressao ou atividade
de MUC16 ou a proliferacdo de células de MUC16+. O mecanismo de
acao pelo qual os métodos terapéuticos da invencédo sao alcancados
inclui exterminio das células que expressam MUC16 na presenca de
células efetoras, por exemplo, células T. As células que expressam
MUC16 que podem ser inibidas ou exterminadas com o uso das molé-
culas de ligacdo ao antigeno biespecificas da invencgao incluem, por
exemplo, células de cancer de ovario.

[0158] As moléculas de ligacdo ao antigeno da presente invencao
podem ser usadas para tratar, por exemplo, tumores primarios e/ou me-
tastaticos que surgem no célon, pulmao, mama, cancer renal e subtipos
de cancer de bexiga. De acordo com certas modalidades exemplificati-
vas, as moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas da presente in-
vencao sdo usadas para tratar um cancer de ovario.

[0159] A presente invencdo também inclui métodos para tratar can-
cer residual em um individuo. Como usado no presente documento, o
termo "cancer residual" significa que a existéncia ou persisténcia de
uma ou mais células cancerigenas em um individuo apdés o tratamento
com uma terapia anticancer.

[0160] De acordo com certos aspectos, a presente invencao fornece
meétodos para tratar uma doenca ou disturbio associado a expressao de
MUC16 (por exemplo, MUC16 que expressa cancer, tal como cancer de
ovario) que compreende administrar uma ou mais das moléculas de li-

gacdo ao antigeno biespecificas descritas em outro local no presente

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 150/248



74/150

documento a um individuo apoés o individuo ter se mostrado néo respon-
Sivo a outros tipos de terapias contra o cancer. Por exemplo, a presente
invencao inclui métodos para tratar o cancer de ovario que compreen-
dem administrar uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica anti-
CD28/anti-MUC16 a um paciente em 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias,
6 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas ou 4 semanas, 2 meses, 4
meses, 6 meses, 8 meses, 1 ano ou mais apoés o individuo ter recebido
o padréo de cuidados para pacientes que sofrem de cancer, por exem-
plo, cAncer de ovario. Em outros aspectos, uma molécula de ligacdo ao
antigeno biespecifica da invencdo (uma molécula de ligacdo ao anti-
geno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16) que compreende um dominio
de Fc de IgG4 é inicialmente administrado a um individuo em um ou
mais pontos de tempo (por exemplo, para fornecer deplecao inicial ro-
busta de células cancerigenas de prostata), seguido pela administracao
de uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica equivalente que
compreende um dominio de 1gG diferente, como um dominio de Fc de
IlgG1, em pontos de tempo subsequentes. E previsto que os anticorpos
anti-CD28/anti-MUC16 da invencéo podem ser usados em combinacao
com outras moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas, como com
um anticorpo biespecifico anti-MUC16/anti-CD3. Também ¢é previsto
que os anticorpos biespecificos da invencéo serdao usados em combina-
cdo com inibidores de via de sinalizacdo, por exemplo, aqueles que tém
como alvo PD-1 e CTLA-4, e outros alvos. Pode ser vantajoso combinar
dois anticorpos biespecificos que tém como alvo 0 mesmo antigeno tu-
moral (por exemplo, MUC16), mas com um dos biespecificos tendo
como alvo o CD3 em células T e o outro biespecifico tendo como alvo
uma molécula coestimuladora, como CD28. Essa combinac¢ao pode ser
usada sozinha para aumentar a morte de células tumorais ou pode ser
usada em combinac¢do com um inibidor de via de sinalizac&o.

[0161] Canceres que expressam MUC16 exemplificativos incluem,

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 151/248



75/150

porém sem limitacéo, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de en-
dométrio, cancer de pancreas, cancer de pulméo de células ndo peque-
nas, colangiocarcinoma intra-hepatico do tipo formador de massa, ade-
nocarcinoma do colo uterino e adenocarcinoma do trato gastrico.
TERAPIAS E FORMULACOES DE COMBINACAO

[0162] A presente invencéao inclui composicdes e formulacdes tera-

péuticas que compreendem qualquer um dos anticorpos exemplificati-
vos e moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas descritas no pre-
sente documento em combinagdo com um ou mais componentes tera-
peuticamente ativos adicionais e métodos de tratamento que compre-
endem a administracdo de tais combinacdes a individuos que necessi-
tam dos mesmos.

[0163] Os agentes terapéuticos adicionais exemplificativos que po-
dem ser combinados ou administrados em combina¢do com uma molé-
cula de ligacdo ao antigeno da presente invencgao incluem, por exemplo,
quimioterapia, radioterapia, inibidores de via de sinalizagcdo que tém
como alvo PD-1 (por exemplo, um anticorpo anti-PD-1, como pembroli-
zumabe, nivolumabe e cemiplimabe (consultar o documento U.S.
9.987.500), CTLA-4, LAG3, TIM3 e outros, anticorpos bivalentes ago-
nistas coestimuladores que tém como alvo moléculas, como GITR,
0OX40, 4-1BB e outros), anticorpos biespecificos CD3x (consultar, por
exemplo, os documentos WO02017/053856A1, W02014/047231A1,
W02018/067331A1 e WO2018/058001A1), outros anticorpos que tém
como alvo MUC16 X CD3 (consultar, por exemplo, o documento
WO02017/053856A1) e outros anticorpos biespecificos CD28 coestimu-
ladores.

[0164] Outros agentes que podem ser administrados de forma be-
néfica em combinagdo com anticorpos da invengé&o incluem, por exem-
plo, tamoxifeno, inibidores de aromatase e inibidores de citocinas, inclu-

indo inibidores de citocinas de pequenas moléculas e anticorpos que se
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ligam a citocinas, como IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-11,
IL-12, IL-13, IL-17, IL-18 ou para seus respectivos receptores. As com-
posi¢cOes farmacéuticas da presente invencgao (por exemplo, composi-
cOes farmacéuticas que compreendem uma molécula de ligacéo ao an-
tigeno biespecifica anti-CD28/anti-MUC16, como revelado no presente
documento) também podem ser administradas como parte de um re-
gime terapéutico que compreende uma ou mais combinacgdes terapéu-
ticas selecionadas a partir de "ICE": ifosfamida (por exemplo, Ifex®),
carboplatina (por exemplo, Paraplatin®), etoposideo (por exemplo, Eto-
pophos®, Toposar®, VePesid®, VP-16); "DHAP": dexametasona (por
exemplo, Decadron®), citarabina (por exemplo, Cytosar-U®, citosina
arabinoside, ara-C), cisplatina (por exemplo, Platinol®-AQ); e "ESHAP":
etoposideo (por exemplo, Etopophos®, Toposar®, VePesid®, VP-16),
metilprednisolona (por exemplo, Medrol®), citarabina de alta dose, cis-
platina (por exemplo, Platinol®-AQ).

[0165] A presente inven¢do também inclui combinacfes terapéuti-
cas que compreendem qualquer uma dentre as moléculas de ligacdo ao
antigeno mencionadas no presente documento e um inibidor de um ou
mais dentre VEGF, Ang2, DLL4, EGFR, ErbB2, ErbB3, ErbB4, EGFRVIII,
cMet, IGF1 R, B-raf, PDGFR-0, PDGFR-I3, FOLH1, PRLR, STEAP1,
STEAP2, TMPRSS2, MSLN, CA9, uroplaquina, ou qualquer uma das
citocinas supracitadas, em que o inibidor € um aptamero, uma molécula
antissenso, uma ribozima, um siRNA, um pepticorpo, um nanocorpo ou
um fragmento de anticorpo (por exemplo, fragmento de Fab; fragmento
de F(ab')2; fragmento de Fd; fragmento de Fv; scFv; fragmento de dAb;
ou outras moléculas geneticamente modificadas, como diacorpos, tria-
corpos, tetracorpos, minicorpos e unidades de reconhecimento minimo).
As moléculas de ligacdo ao antigeno da invencao também podem ser
administradas e/ou coformuladas em combinacdo com antivirais, anti-

bidticos, analgésicos, corticosteroides e/ou NSAIDs. As moléculas de
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ligacdo ao antigeno da invencdo também podem ser administradas
como parte de um regime de tratamento que também inclui tratamento
de radiacao e/ou quimioterapia convencional, ou tratamento com um bi-
oldgico, incluindo inibidores de via de sinalizacdo ou outros anticorpos
biespecificos.

[0166] A presente invencéao inclui composicdes e formulacdes tera-
péuticas que compreendem qualquer uma das moléculas de ligacdo ao
antigeno descritas no presente documento em combinagdo com um ou
mais agentes quimioterapicos. Exemplos de agentes quimioterapéuti-
cos incluem agentes alquilantes, como tiotepa e ciclosfosfamida (Cyto-
xan™); sulfonatos de alquila, como busulfan, improsulfan e piposulfan;
aziridinas, como benzodopa, carboquona, meturedopa e uredopa; etile-
niminas e metilamelaminas incluindo altretamina, trietilenomelamina, tri-
etilenofosforamida, trietilenotiofosf oramida e trimetilolomelamina; mos-
tardas de nitrogénio, como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, es-
tramustina, ifosfamida, mecloretamina, cloridrato de 6xido de meclore-
tamina, melfalano, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfa-
mida, mostarda de uracila; nitrosureias, como carmustina, clorozoto-
cina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; antibioticos, como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina,
cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina,
6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina, epirubicina, esorubicina,
idarubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalami-
cina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex,
zinostatina, zorubicina; antimetabdlitos, como metotrexato e 5-fluorou-
racil (5-FU); analogos de acido folico, como denopterina, metotrexato,

pteropterina, trimetrexato; analogos de purina, como fludarabina, 6-mer-
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captopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina, como anci-
tabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina,
doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos, como calusterona,
propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano, testolactona;
anti-adrenais, como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reforgador
de acido folico, como éacido frolinico; aceglatona; glicosideo aldofosfa-
mida; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucil; bisantrene; edatra-
xato; defofamina; demecolcine; diaziquone; elfornitina; acetato de elipti-
nio; etoglucida; nitrato de galio; hidroxiureia; lentinan; lonidamina; mito-
guazone; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenameto;
pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etil-hidrazida; procarbazina; PSK™,;
razoxano; sizofiran; spirogermanium; &cido tenuazénico; triaziquona,
2,2' 2"-triclorotrietilamina; uretano; vindesine; dacarbazina; mannomus-
tina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinésido ("Ara-
C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por exemplo, paclitaxel (Taxol™,
Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) e docetaxel (Taxotere™;
Aventis Antony, Franca); clorambucil; gencitabina; 6-tioguanina; mer-
captopurina; metotrexato; analogos de platina, como cisplatina e carbo-
platina; vinblastina; platina; etoposido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C;
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; novantrone; teniposide;
daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11; inibidor de to-
poisomerase RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); acido retinoico;
esperamicinas; capecitabina; e sais, acidos ou derivados farmaceutica-
mente aceitaveis de qualquer um dos citados acima. Também incluidos
nesta definicdo estao os agentes anti-hormonais que atuam para regular
ou inibir a acdo hormonal em tumores, como antiestrogénios, incluindo,
por exemplo, tamoxifeno, raloxifeno, inibicdo da aromatase 4(5)-imida-
zois, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018, onapristona

e toremifeno (Fareston); e anti-andrégenos, como flutamida, nilutamida,
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bicalutamida, leuprolida e goserelina; e sais, acidos ou derivados farma-
ceuticamente aceitaveis de qualquer um dos citados acima.

[0167] O componente (ou componentes) terapeuticamente ativo
adicional pode ser administrado imediatamente antes de, simultanea-
mente com ou logo apos a administracdo de uma molécula de ligacao
ao antigeno da presente invencéo; (para propositos da presente divul-
gacao, tais regimes de administracao séo considerados a administracao
de uma molécula de ligagado ao antigeno “em combinagdo com” um com-
ponente terapeuticamente ativo adicional).

[0168] A presente invengédo inclui composi¢cdes farmacéuticas em
gue uma molécula de ligacdo ao antigeno da presente invencao € co-
formulada com um ou mais componentes terapeuticamente ativos adi-
cionais como descrito em outra parte no presente documento.
REGIMES DE ADMINISTRACAO

[0169] De acordo com certas modalidades da presente invencao,

multiplas doses de uma molécula de ligacdo ao antigeno (por exemplo,
um anticorpo anti-CD28 ou uma molécula de ligacdo ao antigeno bies-
pecifica que se liga especificamente a MUC16 e CD28) podem ser ad-
ministradas a um individuo ao longo de um curso de tempo definido. Os
métodos de acordo com o presente aspecto da invencdo compreendem
administrar sequencialmente a um individuo mdltiplas doses de uma
molécula de ligacdo ao antigeno da invencao. Conforme usado no pre-
sente documento, "administrar sequencialmente" significa que cada
dose uma molécula de ligacéo ao antigeno € administrada ao individuo
em um ponto no tempo diferente, por exemplo, em dias diferentes se-
parados por um intervalo predeterminado (por exemplo, horas, dias, se-
manas ou meses). A presente invencao inclui métodos que compreen-
dem administrar sequencialmente ao paciente uma unica dose inicial de

uma molécula de ligacdo ao antigeno, seguida por uma ou mais doses
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secundarias da molécula de ligacdo ao antigeno, e opcionalmente se-
guido por uma ou mais doses terciarias da molécula de ligagdo ao anti-
geno.

[0170] Os termos "dose inicial", "doses secundarias” e "doses terci-
arias", se referem a sequéncia temporal de administracdo da molécula
de ligacdo ao antigeno da invencao. Portanto, a "dose inicial" € a dose
gue é administrada no inicio do regime de tratamento (também chamada
de uma "dose de linha de base"); as "doses secundarias" sdo as doses
gue sado administradas ap0s a dose inicial; e as "doses terciarias" sao
as doses que sao administradas ap0s as doses secundarias. As doses
inicial, secundaria e terciaria podem todas conter a mesma quantidade
de molécula de ligacdo ao antigeno, mas, geralmente, podem ser dife-
rentes entre si em termos de frequéncia de administracdo. No entanto,
em determinadas modalidades, a quantidade de uma molécula de liga-
cao ao antigeno contida nas doses inicial, secundaria e/ou terciaria varia
entre si (por exemplo, ajustada de maneira ascendente ou descente,
conforme apropriado) durante o curso do tratamento. Em certas moda-
lidades, duas ou mais (por exemplo, 2, 3, 4 ou 5) doses sdo administra-
das no inicio do regime de tratamento como "doses de carregamento”
seguidas por doses subsequentes que sdo administradas em uma base
menos frequente (por exemplo, "doses de manutencao").

[0171] Em uma modalidade exemplificativa da presente invencéo,
cada dose secundaria e/ou terciéria € administrada de 1 a 26 (por exem-
plo, 1, 1Y%, 2, 2%, 3, 3Y%, 4, 4%, 5, 5%, 6, 6%, 7, 7%, 8, 8%, 9, 9v%2, 10,
10%, 11, 11%, 12, 12%, 13, 13Y%, 14, 14%, 15, 15%, 16, 16%, 17, 17%,
18, 18v%, 19, 19%, 20, 20v%, 21, 21Y,, 22, 22V, 23, 23Y%, 24, 24%, 25,
25Y%, 26, 26% ou mais) semanas apo0s a dose imediatamente anterior.
A frase “a dose imediatamente anterior", como usada no presente do-

cumento, significa, em uma sequéncia de mdultiplas administracoes, a
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dose de molécula de ligacdo ao antigeno que € administrada a um pa-
ciente antes da administracao da dose imediatamente a seguir, em se-
guéncia sem doses de intervencéao.

[0172] Os meétodos de acordo com esse aspecto da invencao po-
dem compreender administrar a um paciente qualquer nimero de doses
secundarias e/ou terciarias de uma molécula de ligac&o ao antigeno (por
exemplo, um anticorpo anti-CD28 ou uma molécula de ligacdo ao anti-
geno biespecifica que se liga especificamente a MUC16 e CD28). Por
exemplo, em certas modalidades, apenas uma Unica dose secundaria €
administrada ao paciente. Em outras modalidades, duas ou mais doses
secundarias (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou mais) sdo administradas
ao paciente. Do mesmo modo, em determinadas modalidades, apenas
uma unica dose terciaria € administrada ao paciente. Em outras moda-
lidades, duas ou mais (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou mais) doses
terciarias sdo administradas ao paciente.

[0173] Em modalidades que envolvem multiplas doses secundarias,
cada dose secundéria pode ser administrada com a mesma frequéncia
gue as outras doses secundarias. Por exemplo, cada dose secundaria
pode ser administrada ao paciente 1 a 2 semanas ap0s a dose imedia-
tamente anterior. Da mesma forma, em modalidades envolvendo multi-
plas doses tercidrias, cada dose terciaria pode ser administrada na
mesma frequéncia que as outras doses terciarias. Por exemplo, cada
dose terciaria pode ser administrada ao paciente 2 a 4 semanas apos a
dose imediatamente anterior. Alternativamente, a frequéncia com a qual
as doses secundarias e/ou terciarias sdo administradas a um paciente
pode variar ao longo do curso do regime de tratamento. A frequéncia de
administracdo também pode ser ajustada durante o curso do tratamento
por um medico, dependendo das necessidades do paciente individual
apos o exame clinico.

[0174] Em uma modalidade, a molécula de ligagdo ao antigeno (por
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exemplo, uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica que se liga
especificamente a MUC16 e CD28) é administrada a um individuo como
uma dose baseada no peso. Uma "dose com base no peso” (por exem-
plo, uma dose em mg/kg) é uma dose do anticorpo ou do fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo ou da molécula de ligacdo ao antigeno
biespecifica que mudara dependendo do peso do individuo.

[0175] Em outra modalidade, um anticorpo ou o fragmento de liga-
cdo ao antigeno do mesmo ou uma molécula de ligacdo ao antigeno
biespecifica € administrado a um individuo como uma dose fixa. Uma
"dose fixa" (por exemplo, uma dose em mg) significa que uma dose do
anticorpo ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo ou a molé-
cula de ligacdo ao antigeno biespecifica é usado para todos os indivi-
duos, independentemente de quaisquer fatores relacionados ao indivi-
duo especifico, tais como peso. Em uma modalidade particular, uma
dose fixa de um anticorpo ou o fragmento de ligacdo ao antigeno do
mesmo ou uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica da inven-
céo é baseada em um peso ou idade predeterminados.

[0176] Em geral, uma dose adequada da molécula de ligacdo ao
antigeno da invencao pode estar na faixa de cerca de 0,001 a cerca de
200,0 miligramas por quilograma de peso corporal do receptor, geral-
mente na faixa de cerca de 1 a 50 mg por quilograma de peso corporal.
Por exemplo, o anticorpo ou o fragmento de ligagdo ao antigeno do
mesmo ou a molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica podem ser
administrados em cerca de 0,1 mg/kg, cerca de 0,2 mg/kg, cerca de 0,5
mg/kg, cerca de 1 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg, cerca de 2 mg/kg, cerca
de 3 mg/kg, cerca de 5 mg/kg, cerca de 10 mg/kg, cerca de 15 mg/kg,
cerca de 20 mg/kg, cerca de 25 mg/kg, cerca de 30 mg/kg, cerca de 40
mg/kg, cerca de 50 mg/kg por dose unica. Valores e faixas intermedia-
rios aos valores citados também se destinam a fazer parte desta inven-

cao.
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[0177] Em algumas modalidades, a molécula de ligacdo ao anti-
geno da invengdo é administrada como uma dose fixa de cerca de 25
mg a cerca de 2500 mg. Em algumas modalidades, a molécula de liga-
cdo ao antigeno da invencdo € administrada como uma dose fixa de
cerca de 25 mg, cerca de 30 mg, cerca de 50 mg, cerca de 75 mg, cerca
de 100 mg, cerca de 125 mg, cerca de 150 mg, cerca de 175 mg, 200
mg, cerca de 225 mg, cerca de 250 mg, cerca de 275 mg, cerca de 300
mg, cerca de 325 mg, cerca de 350 mg, cerca de 375 mg, cerca de 400
mg, cerca de 425 mg, cerca de 450 mg, cerca de 475 mg, cerca de 500
mg, cerca de 525 mg, cerca de 550 mg, cerca de 575 mg, cerca de 600
mg, cerca de 625 mg, cerca de 650 mg, cerca de 675 mg, cerca de 700
mg, cerca de 725 mg, cerca de 750 mg, cerca de 775 mg, cerca de 800
mg, cerca de 825 mg, cerca de 850 mg, cerca de 875 mg, cerca de 900
mg, cerca de 925 mg, cerca de 950 mg, cerca de 975 mg, cerca de 1000
mg, cerca de 1500 mg, cerca de 2000 mg ou cerca de 2500 mg. Valores
e faixas intermediarios aos valores citados também se destinam a fazer
parte desta invencao.

USOS DE DIAGNOSTICO DOS ANTICORPOS

[0178] Os anticorpos biespecificos da presente invengdo também

podem ser usados para detectar e/ou medir CD28 ou MUC16, ou células
que expressam CD28 ou MUC16 em uma amostra, por exemplo, para
fins de diagnéstico. Por exemplo, um anticorpo anti-CD28 x MUC16, ou
fragmento do mesmo, pode ser usado para diagnosticar uma afeccéo
ou doenca caracterizada por expressao aberrante (por exemplo, supe-
rexpressao, subexpressao, falta de expressédo, etc.) de CD28 ou
MUC16. Os ensaios de diagnostico exemplificativos para CD28 ou
MUC16 podem compreender, por exemplo, colocar uma amostra, obtida
de um paciente, em contato com um anticorpo da invencdo, em que 0
anticorpo € etiquetado com uma etiqueta detectavel ou molécula repér-

ter. Alternativamente, um anticorpo néo etiquetado pode ser usado em
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aplicacdes de diagnostico em combinagdo com um anticorpo secunda-
rio que €, por si so, etiquetado de modo detectavel. A etiqueta detectavel
ou molécula repérter pode ser um radioisétopo, como °H, *C, 3%p, S
ou ?°I; uma porcéo quimica fluorescente ou quimioluminescente, como
isotiocianato de fluoresceina ou rodamina; ou uma enzima, como alca-
lino fosfatase, beta-galactosidase, peroxidase de raiz forte ou luciferase.
Os ensaios exemplificativos especificos que podem ser usados para de-
tectar ou medir CD28 ou MUC16 em uma amostra incluem ensaio imu-
noabsorvente aglutinado a enzima (ELISA), radioimunoensaio (RIA) e
separacéao celular ativada por fluorescéncia (FACS). As amostras que
podem ser usadas em ensaios de diagnéstico de CD28 ou MUC16 de
acordo com a presente invencao incluem qualquer tecido ou amostra de
fluido obtenivel a partir de um paciente que contém quantidades detec-
taveis de proteina de CD28 ou MUC16, ou fragmentos da mesma, sob
condicbes normais ou patolégicas. Em geral, os niveis de CD28 ou
MUC16 em uma amostra particular obtida a partir de um paciente sau-
davel (por exemplo, um paciente ndo afetado por uma doenca ou afec-
cdo associada aos niveis ou atividade anormal de CD28 ou MUC16)
serdo medidos para estabelecer inicialmente um nivel de linha de base,
ou padrao, de CD28 ou MUC16. Esse nivel de linha de base de CD28
ou MUC16, entdo, pode ser comparado com os niveis de CD28 ou
MUC16 medidos em amostras obtidas a partir de individuos com sus-
peita de terem uma doenca ou afeccéo relacionada a CD28 ou MUC16.
EXEMPLOS

[0179] Os seguintes exemplos sao apresentados de modo a forne-
cer agueles versados na técnica uma divulgacao e descricdo completas
de como produzir e usar os métodos e composicdes da invencao, e nao
se destinam a limitar o escopo daquilo que os inventores consideram
sua invencao. Foram realizados esforgcos para assegurar a precisdo em

relacdo aos numeros usados (por exemplo, quantidades, temperatura,
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etc.), porém, alguns erros e desvios experimentais devem ser conside-
rados. Exceto se indicado de outro modo, as partes sao partes em peso,
0 peso molecular é o peso molecular médio, a temperatura € em graus
Centigrados e a pressao é a pressao atmosférica ou proxima a mesma.
ANTECEDENTES

[0180] A ativacdo das células T € iniciada apoés a ligacdo do com-

plexo receptor de células T (TCR)/CD3 a complexos de peptideo-MHC
("sinal 1"); a ativacao €, entdo, aumentada pelo envolvimento de um se-
gundo receptor "coestimulador”, como o receptor CD28 nas células T
gue se ligam ao seu ligante (ou ligantes) cognato na célula alvo ("sinal
2"). "Anticorpos biespecificos" a base de CD3 recentemente descritos
atuam substituindo o sinal convencional 1, aglutinando células T a célu-
las tumorais por meio da ligacdo de um antigeno especifico de tumor
(TSA) com um braco do anticorpo biespecifico e fazendo a ponte para
TCR/CD3 com o outro. Embora alguns desses chamados biespecificos
TSAXCD3 tenham demonstrado eficacia antitumoral promissora em pa-
cientes com cancer, sua atividade ainda precisa ser otimizada. Con-
forme descrito em outro lugar neste documento, é introduzida na pre-
sente invengdo uma nova classe de anticorpos biespecificos que imitam
o sinal 2, ligando um segundo TSA ao receptor coestimulador de CD28
em células T. Esses anticorpos biespecificos foram denominados TSA-
XCD28 biespecificos. Conforme descrito neste documento, um anti-
corpo exemplificativo da presente invencéo é especifico para antigenos
de cancer de ovario (por exemplo, MUC16). Ao contrario dos superago-
nistas CD28, que ativam amplamente as células T e, em certos casos,
resultam em profunda toxicidade nos primeiros ensaios clinicos, esses
biespecificos TSAXCD28 mostram atividade limitada e nenhuma toxici-
dade quando usados sozinhos em modelos de camundongos imu-

nocompetentes geneticamente humanizados ou em primatas. No en-
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tanto, quando combinado com anticorpos biespecificos TSAXCD3, o an-
ticorpo exemplificativo da invengdo aumentou a sinapse artificial entre
uma célula T e sua célula alvo, potencializou a ativacdo de células T e
melhorou marcadamente a atividade antitumoral de CD3-biespecificos
em uma variedade de modelos de tumor xenogénicos e singénicos. A
combinacdo dessa nova classe de anticorpos biespecificos coestimula-
dores de CD28 com a classe emergente de biespecificos TSAXCD3
pode fornecer terapias de anticorpos "prontas para uso" bem toleradas
com eficacia antitumoral potencialmente aumentada.

[0181] A capacidade das células T de reconhecer e matar seus al-
vos celulares - como células infectadas por virus ou células tumorais -
depende de um conjunto coordenado de interagdes. O mais importante
entre 0s mesmos é o reconhecimento e a ligacdo da célula alvo pelo
complexo TCR (que inclui as cadeias CD3 vy, 9, €, { associadas); essa
interagcao foi denominada como “sinal 1” para ativagéo de células T. O
TCR pode reconhecer o peptideo viral ou tumoral apresentado no sulco
de uma proteina MHC expressa na superficie das células alvo. Essa
ligacdo é tipicamente de baixa afinidade; portanto, para o desencadea-
mento bem-sucedido do sinal 1, é importante ter o agrupamento de mui-
tos complexos de TCR ao longo da interface entre uma célula T e sua
célula alvo, e essa interface foi denominada como a sinapse imunolé-
gica (J. B. Huppa, M. M. Davis, T-cell-antigen recognition and the immu-
nological synapse. Nat Rev Immunol 3, 973-983 (2003)). A ativacéao e
proliferacdo de células T s&o, entdo, promovidas por interacdes adicio-
nais com receptores coestimuladores, como CD28 ("sinal 2") (J. H.
Esensten, Y. A. Helou, G. Chopra, A. Weiss, J. A. Bluestone, CD28 Cos-
timulation: From Mechanism to Therapy. Immunity 44, 973-988 (2016)).
Quando uma célula T reconhece uma célula alvo através do complexo

TCR, e envolve o sinal 2 através da ligacdo de CD28 ao seu ligante (ou
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ligantes) cognato (CD80/B7.1 e/ou CD86/B7.2) em uma célula que apre-
senta antigeno profissional ou a célula alvo, a ativacdo de células T &
aumentada. Tal como acontece com o sinal 1, acredita-se que o sinal 2
mediado por CD28 ocorra via coagrupamento na sinapse imunologica.

[0182] Anticorpos monoclonais convencionais alvejados contra an-
tigenos especificos de tumor (TSAS) tém sido usados como terapéutica
antitumoral nas ultimas duas décadas (G. Salles et al., Rituximab in B-
Cell Hematologic Malignancies: A Review of 20 Years of Clinical Expe-
rience. Adv Ther 34, 2232-2273 (2017); M. V. Mateos et al., Daratumu-
mab plus Bortezomib, Melphalan, and Prednisone for Untreated
Myeloma. N Engl J Med 378, 518-528 (2018): W. Eiermann, G. Interna-
tional Herceptin Study, Trastuzumab combined with chemotherapy for
the treatment of HER2-positive metastatic breast cancer: pivotal trial
data. Ann Oncol 12 Suppl 1, S57-62 (2001); J. M. Connors et al., Bren-
tuximab Vedotin with Chemotherapy for Stage Il or IV Hodgkin's Lym-
phoma. N Engl J Med 378, 331-344 (2018); V. Dieras et al., Trastuzu-
mab emtansine versus capecitabine plus lapatinib in patients with previ-
ously treated HER2-positive advanced breast cancer (EMILIA): a des-
criptive analysis of final overall survival results from a randomised, open-
label, phase 3 trial. Lancet Oncol 18, 732-742 (2017)). No entanto, essa
classe de anticorpos tinha capacidade limitada para induzir citotoxici-
dade mediada por células T e, em vez disso, agia promovendo citotoxi-
cidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e/ou citotoxicidade de-
pendente de complemento (CDC), ou entregando uma toxina as ceélulas
tumorais. Recentemente, surgiu uma nova classe de anticorpos biespe-
cificos (TSAXCD3) que pode desencadear com eficiéncia a morte de
células tumorais mediada por células T, aglutinando uma célula T a uma
célula tumoral e ativando o complexo CD3/TCR (geralmente atraves da
cadeia e de CD3) por meio de um mecanismo substituto, imitando, as-

sim, o sinal 1. Uma verséo inicial de tal biespecifico (um braco ligando-
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se ao CD19 nas células de leucemia, enquanto o outro se liga ao CD3)
recebeu recentemente aprovacao regulatéria para leucemia linfoblastica
aguda de células B (R. Bargou et al., Tumor regression in cancer pati-
ents by very low doses of a T cell engaging antibody. Science 321, 974-
977 (2008); H. Kantarjian et al., Blinatumomab versus Chemotherapy for
Advanced Acute Lymphoblastic Leukemia. N Engl J Med 376, 836-847
(2017)). Recentemente, versdes mais avancadas de biespecificos mos-
traram ter boa atividade contra Linfomas n&o-Hodgkin, visando CD20
nesses linfomas (E. J. Smith et al., A novel, native-format bispecific an-
tibody triggering T-cell killing of B cells is robustly active in mouse tumor
models and cynomolgus monkeys. Sci Rep 5, 17943 (2015); L. L. Sun
et al., Anti-CD20/CD3 T cell-dependent bispecific antibody for the trea-
tment of B cell malignancies. Sci Transl Med 7, 287ra270 (2015); M. Ba-
cac et al., CD20-TCB with Obinutuzumab Pretreatment as Next-Gene-
ration Treatment of Hematologic Malignancies. Clin Cancer Res 24,
4785-4797 (2018); R. Bannerji et al., Emerging Clinical Activity of
REGN1979, an Anti-CD20 x Anti-CD3 Bispecific Antibody, in Patients
with Relapsed/Refractory Follicular Lymphoma (FL), Diffuse Large B-
Cell Lymphoma (DLBCL), and Other B-Cell Non-Hodgkin Lymphoma (B-
NHL) Subtypes. American Society of Hematology, (2018); L. Budde et
al., Mosunetuzumab, a Full-Length Bispecific CD20/CD3 Antibody, Dis-
plays Clinical Activity in Relapsed/Refractory B-Cell Non-Hodgkin Lym-
phoma (NHL): Interim Safety and Efficacy Results from a Phase 1 Study.
American Society of Hematology, (2018)). No entanto, embora os bies-
pecificos TSAXCD3 estejam emergindo como uma nova classe impor-
tante de imunoterapia em doencas hematologicas, comparagdes entre
estudos (E. A. Zhukovsky, R. J. Morse, M. V. Maus, Bispecific antibodies
and CARs: generalized immunotherapeutics harnessing T cell redirec-
tion. Curr Opin Immunol 40, 24-35 (2016)) sugerem que, em alguns ca-

s0s, 0s mesmos podem nao estar atingindo o nivel de eficacia visto com
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as terapias personalizadas de células T do receptor de antigeno quimé-
rico (CAR-T).

[0183] Uma das razdes para a forte eficicia das terapias CAR-T é
gue o receptor de antigeno quimérico (CAR) € geneticamente modifi-
cado para fornecer o sinal 1 (por meio de uma por¢ao do citodominio de
CD3z) e o sinal 2 (por exemplo, via uma por¢ao do citodominiode CD28)
ao se ligar ao seu alvo em uma célula tumoral. Duas terapias com célu-
las CAR-T receberam recentemente a aprovacao da FDA para neopla-
sias de células B, ambas atuando ligando-se e tendo como alvo o anti-
geno CD19 (S. S. Neelapu et al., Axicabtagene Ciloleucel CAR T-Cell
Therapy in Refractory Large B Cell Lymphoma. N Engl J Med 377, 2531-
2544 (2017); S. J. Schuster et al., Chimeric Antigen Receptor T Cells in
Refractory B-Cell Lymphomas. N Engl J Med 377, 2545-2554 (2017)).
As abordagens de células CAR-T podem ser associadas a efeitos ad-
versos graves, como sindrome de liberacéo de citocinas (SRC) e neu-
rotoxicidade (S. S. Neelapu et al., Chimeric antigen receptor T-cell the-
rapy - assessment and management of toxicities. Nat Rev Clin Oncol 15,
47-62 (2018); J. Gust et al., Endothelial Activation and Blood-Brain Bar-
rier Disruption in Neurotoxicity after Adoptive Immunotherapy with CD19
CAR-T Cells. Cancer Discov 7, 1404-1419 (2017); A. Shimabukuro-
Vornhagen et al., Cytokine release syndrome. J Immunother Cancer 6,
56 (2018)); e devido aos processos de fabricacdo altamente personali-
zados e a necessidade de regimes quimioterapicos de pré-condiciona-
mento (S. S. Neelapu et al., Axicabtagene Ciloleucel CAR T-Cell The-
rapy in Refractory Large B Cell Lymphoma. N Engl J Med 377, 2531-
2544 (2017); S. J. Schuster et al., Chimeric Antigen Receptor T Cells in
Refractory B-Cell Lymphomas. N Engl J Med 377, 2545-2554 (2017); P.
Salmikangas, N. Kinsella, P. Chamberlain, Chimeric Antigen Receptor

T-Cells (CART-Cells) for Cancer Immunotherapy - Moving Target for In-
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dustry? Pharm Res 35, 152 (2018)), muitos pacientes nao sao conside-
rados candidatos adequados.

[0184] As vantagens dos biespecificos TSAXCD3 como solucgdes te-
rapéuticas relativamente bem toleradas e "disponiveis no mercado" para
populacées mais amplas de pacientes seriam aumentadas se sua ativi-
dade antitumoral pudesse ser otimizada ainda mais, especialmente se
isso pudesse ser feito sem sacrificar a tolerabilidade, ou talvez até au-
mentar a especificidade para células tumorais em oposicdo as células
normais. Para este fim, foi levantada a hipotese de que emparelhar bi-
especificos TSAXCD3 com uma nova classe de biespecificos que ativa
independentemente o sinal 2 poderia fornecer potencial aumento de efi-
cacia, bem como uma oportunidade para maior especificidade. Por-
tanto, uma segunda classe de biespecificos foi projetada. Esses bies-
pecificos podem envolver um segundo epitopo ho mesmo antigeno es-
pecifico de tumor ou um segundo antigeno tumoral separado, com o
receptor coestimulador CD28 (TSAxCD28 Biespecifico) expressado em
células T. Foi argumentado que a combinacdo de TSA1xXCD3 com um
TSA2xCD28 deve permitir a ativacdo indireta direcionada e intensificada
de células T, alvejando-se o sinal 1 e o sinal 2, com especificidade alve-
jada apenas contra células tumorais que expressam ambos 0s epitopos
ou ambos os antigenos, permitindo maior atividade antitumoral em com-
binacdo com uma oportunidade para maior especificidade.

[0185] S&o descritos aqui a geracéo e o teste de anticorpos biespe-
cificos coestimuladores TSAXCD28 direcionados ao cancer de ovario
(MUC16xCD28, que se liga a MUC16, uma grande glicoproteina de
membrana integral expressa em altos niveis em canceres de ceratina
(H. Suh, K. Pillai, D. L. Morris, Mucins in pancreatic cancer: biological
role, implications in carcinogenesis and applications in diagnosis and
therapy. Am J Cancer Res 7, 1372-1383 (2017)), e que é clivada para

liberar o biomarcador de tumor de ovario CA-125 (Immunohistochemical
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expression of the tumour marker CA-125 in normal, hyperplastic and
malignant endometrial tissue. Anticancer Res 23, 1075-1080 (2003)).
Estudos de toxicologia em camundongos imunocompetentes genetica-
mente humanizados, bem como em macacos cynomolgus, demonstram
gue esses biespecificos exibem atividade limitada e nenhuma toxici-
dade como agentes Unicos. No entanto, esses novos biespecificos co-
estimuladores podem ser combinados de forma eficaz com a classe
emergente de biespecificos TSAXCD3 para potencializar respostas an-
titumorais em modelos de tumor singénico. Coletivamente, esses dados
sugerem que a combinacédo dessa nova classe de biespecificos a base
de CD28 (TSAxXCD28) com os biespecificos a base de CD3 (TSAXCD?3)
pode fornecer solugdes bioldgicas bem toleradas “disponiveis no mer-
cado" com atividade antitumoral marcadamente aprimorada e sinérgica.
EXEMPLO 1. CONSTRUCAO DE ANTICORPOS ANTI-MUC16XCD28
GERACAO DE ANTICORPOS ANTI-CD28

[0186] Os anticorpos anti-CD28 foram obtidos imunizando-se um

camundongo VELOCIMMUNE® (por exemplo, um camundongo geneti-
camente modificado que compreende DNA que codifica regides varia-
veis de cadeia pesada e leve kapa de imunoglobulina humana) com pro-
teina de CD28 humano fundidas a porcéo de Fc de IgG2a de camun-
dongo ou com células que expressam CD28 ou com DNA que codifica
CD28. A resposta imune de anticorpo foi monitorada por um imunoen-
saio especifico de CD28. Quando uma resposta imune desejada foi al-
cancada, os esplendcitos foram colhidos e fundidos com células de mi-
eloma de camundongos para preservar a sua viabilidade e formar linha-
gens celulares de hibridoma. As linhagens celulares de hibridoma foram
triadas e selecionadas para identificar linhagens celulares que produ-
zem anticorpos especificos de CD28. Com o uso dessa técnica, varios
anticorpos quiméricos anti-CD28 (isto é, anticorpos que possuem domi-

nios variaveis humanos e dominios constantes de camundongo) foram
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obtidos. Além disso, varios anticorpos anti-CD28 totalmente humanos
foram isolados diretamente das células B positivas para antigeno sem
fusdo as células de mieloma, como descrito no documento U.S.
2007/0280945A1.

[0187] Certas propriedades biologicas dos anticorpos exemplificati-
vos anti-CD28 gerados de acordo com os meétodos desse Exemplo séo
descritos em detalhes nos Exemplos apresentados abaixo.

GERACAO DE ANTICORPOS ANTI-MUC16

[0188] Os anticorpos anti-MUC16 foram obtidos imunizando-se um

camundongo geneticamente modificado com um antigeno de MUC16
humana ou imunizando-se um camundongo modificado que compre-
ende DNA que codifica regides variaveis de cadeia leve kapa e pesada
de imunoglobulina humana com um antigeno de MUC16 humana.
[0189] Os camundongos geneticamente modificados foram imuni-
zados com hMUC16.nub (um formato truncado que engloba os ultimos
cinco dominios de SEA de Mucin-16 (SEQ ID: 49)), ou imunizados com
uma linhagem celular que expressa hMUC16, como células tipo
OVCAR-3. Ap6s a imunizacéo, os esplendcitos foram coletados a partir
de cada camundongo e (1) fundidos com células de mieloma de camun-
dongo para preservar sua viabilidade e formaram células de hibridoma
e examinados quanto a especificidade de MUC16, ou (2) classificados
por célula B (como descrito no documento n® U.S. 2007/0280945A1)
com o uso de um fragmento de MUC16 humana como o reagente de
classificacdo que se liga e identifica os anticorpos reativos (células B
positivas para antigeno).

[0190] Os anticorpos quiméricos para MUC16 foram inicialmente
isolados tendo uma regido variavel humana e uma regido constante de
camundongo. Os anticorpos foram caracterizados e selecionados para
as caracteristicas desejaveis, incluindo afinidade, seletividade, etc. Se

necessario, as regides constantes de camundongo foram substituidas
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por uma regido constante humana desejada, por exemplo, regido cons-
tante de IgG1 ou IgG4 de tipo selvagem ou modificada, para gerar um
anticorpo anti-MUC16 totalmente humano. Embora a regido constante
selecionada possa variar de acordo com o uso especifico, caracteristi-
cas de ligacdo a antigeno de alta afinidade e de especificidade-alvo per-
manecem na regiao variavel.

[0191] Certas propriedades biologicas dos anticorpos exemplificati-
vos anti-MUC16 gerados de acordo com os métodos desse Exemplo
sao descritos em detalhes nos Exemplos apresentados abaixo.
GERACAO DE ANTICORPOS BIESPECIFICOS QUE LIGAM CD28 E
MUC16

[0192] Os anticorpos biespecificos que compreendem um dominio

de ligacéo especifico anti-MUC16 e um dominio de ligacédo especifico
anti-CD28 foram construidos com o uso de metodologias-padrédo, em
gue o dominio de ligacdo ao antigeno anti-MUC16 e o dominio de liga-
cdo ao antigeno anti-CD28, cada um, compreendem diferentes HCVRs
distintas emparelhadas com uma LCVR comum. Em alguns casos, 0s
anticorpos biespecificos foram construidos utilizando uma cadeia pe-
sada de um anticorpo anti-CD28, uma cadeia pesada de um anticorpo
anti-MUC16 e uma cadeia leve comum (consultar a Tabela 5).

[0193] Os anticorpos biespecificos criados de acordo com o pre-
sente Exemplo compreendem dois dominios separados de ligacdo ao
antigeno (isto é, bracos de ligacdo). O primeiro dominio de ligacdo ao
antigeno compreende uma regiao variavel da cadeia pesada derivada
de um anticorpo anti-CD28 ("CD28-VH"), e o segundo dominio de liga-
céo ao antigeno compreende uma regido variavel da cadeia pesada de-
rivada de um anticorpo anti-MUC16 ("MUC16-VH"). Tanto o anti-MUC16
guanto o anti-CD28 compartilham uma cadeia leve comum. O empare-

Ihamento de CD28-VH/MUC16-VH cria dominios de ligacdo ao antigeno
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gue reconhecem especificamente CD28 em células T e MUC16 em cé-
lulas tumorais.

EXEMPLO 2. AMINOACIDOS DE REGIAO VARIAVEL DE CADEIA PE-
SADA E LEVE E SEQUENCIAS DE ACIDOS NUCLEICOS

[0194] A Tabela 1 apresenta os identificadores de sequéncia de

aminoacidos das regides variaveis de cadeia pesada e leve e CDRs de
anticorpos anti-MUC16 selecionados da invencao. Os identificadores de
sequéncia de acido nucleico correspondentes séao apresentados na Ta-
bela 2.

TABELA 1: IDENTIFICADORES DE SEQUENCIA DE AMINOACIDO
DE ANTICORPOS MUC 16

SEQ ID NOs:

Designacgdo de Anticorpo HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCVR LCDR1 LCDR2 LCDR3

mAb8799P2 2 4 6 8 10 12 14 16

mAb8794P2 26 28 30 32 34 36 38 40

TABELA 2: IDENTIFICADORES DE SEQUENCIA DE ACIDO NU-
CLEICO DE ANTICORPOS MUC16

SEQ ID NOs:

Designacéo de Anticorpo HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCVR LCDR1 LCDR2 LCDR3

mAb8799P2 1 3 5 7 9 11 13 15

mAb8794P2 25 27 29 31 33 35 37 39

[0195] A Tabela 3 apresenta os identificadores de sequéncia de
aminoacidos das regifes variaveis de cadeia pesada e leve e CDRs de
anticorpos anti-CD28 selecionados. Os identificadores de sequéncia de
acido nucleico correspondentes sédo apresentados na Tabela 4.
TABELA 3: IDENTIFICADORES DE SEQUENCIA DE AMINOACIDO
DE ANTICORPOS CD28

SEQ ID NOs:
Designacé&o de Anticorpo HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCVR LCDR1 LCDR2 LCDR3
mAb14226P2 18 20 22 24 10 12 14 16
mAb14216P2 42 44 46 48 34 36 38 40

TABELA 4: IDENTIFICADORES DE SEQUENCIA DE ACIDO NU-
CLEICO DE ANTICORPOS CD28
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SEQ ID NOs:
Designagéo de Anticorpo HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 LCVR LCDR1 LCDR2 LCDR3
mAb14226P2 17 19 21 23 9 11 13 15
mAb14216P2 41 43 45 47 33 35 37 39

[0196]
cdo ao antigeno dos varios anticorpos biespecificos anti-MUC16xCD3

Um sumario das partes componentes dos dominios de liga-

construidos é apresentado na Tabela 5. As Tabelas 6 e 7 listam o
HCVR, LCVR, CDRs e identificadores de sequéncia da cadeia pesada
e da cadeia leve dos anticorpos biespecificos.

TABELA 5: SUMARIO DE PARTES DE COMPONENTES DE ANTI-
CORPOS BIESPECIFICOS ANTI-MUC16 X ANTI-CD28

Anti-MUC16 Anti-CD28
Regido Variavel de
Identificador de Anticorpo
. . Dominio de ligacdo ao antigeno Dominio de ligacdo ao antigeno Cadeia Leve
Biespecifico
Comum
Regido Variavel de Cadeia Pesada Regido Variavel de Cadeia Pesada

bs24963D mAb8799P2 mAb14226P2 ULC3-20
bs32897D mAb8794P2 mAb14216P2 ULC1-39

[0197]

A Tabela 6 mostra os identificadores de sequéncia de

aminoacidos para os anticorpos biespecificos anti-MUC16 x anti-CD28

exemplificados neste documento. Os identificadores de sequéncia de

acido nucleico correspondentes sédo apresentados na Tabela 7.
TABELA 6: SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DE ANTICORPOS BI-

ESPECIFICOS ANTI-MUC16 X ANTI-CD28

- Anti-MUC16
Identificado Anti-CD28 o o Regi&o Variavel de Cadeia Leve
d L . . ~ . Segundo Dominio de Ligacéo ao
rde Primeiro Dominio de Ligagdo ao Antigeno (D1) i Comum
Anticorpo Antigeno (D2)
Biespecific HCD
o HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 HCVR R1 HCDR2 HCDR3 LCVR LCDR1 LCDR2 LCDR3
bs24963D 18 20 22 24 2 4 6 8 10 12 14 16
bs32897D 42 44 46 48 26 28 30 32 34 36 38 40

TABELA 7: SEQUENCIAS DE ACIDO NUCLEICO DE ANTICORPOS

BIESPECIFICOS ANTI-MUC16 X ANTI-CD28

Identificador

Anti-CD28

Anti-MUC16
Segundo Dominio de Ligagdo ao

Regido Variavel de Cadeia Leve

Primeiro Dominio de Ligacédo ao Antigeno (D1) ; Comum
de Anticorpo Antigeno (D2)
Biespecifico HC
HCVR HCDR1 HCDR2 HCDR3 HCVR DR1 HCDR2 HCDR3 LCVR | LCDR1 | LCDR2 LCDR3
bs24963D 17 19 21 23 1 3 5 7 9 11 13 15
bs32897D 41 43 45 47 25 27 29 31 33 35 37 39
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EXEMPLO 3. CD28 E UM RECEPTOR COESTIMULADOR POTENTE

[0198] Para determinar quais receptores coestimuladores séo efica-

zes em fornecer o sinal de coestimulacdo que é importante para a ati-
vacao de células T, uma triagem cega de vias coestimuladoras condu-
zida por expressao forcada de ligantes coestimuladores em um painel
de tumores singénicos (Tabela 8 e Figura 1) novamente estabeleceu
CD28 como um dos receptores coestimuladores mais potentes junta-
mente com 4-1BB. A Tabela 8 resume o nimero de camundongos sem
tumor na triagem as cegas. Os ensaios foram conduzidos em trés linha-
gens celulares tumorais diferentes que foram geneticamente modifica-
das para expressar sete ligantes coestimuladores diferentes. O nimero
em cada célula representa o nimero de camundongos sem tumor de
um total de 5 camundongos.

TABELA 8: INIBICAO DE CRESCIMENTO DE TUMOR EM LINHA-
GENS CELULARES MODIFICADAS COM LIGANTE COESTIMULA-
DOR INTRODUZIDO

Linfoma Carcinoma Melanoma

Ligante Coestim. Receptor Coestim.
(EL4) (MC38) (B16F10.9)

4-1BBL 4-BB 3 4 1

CD80 (B7.1) cD28 2 2 2

CD86 (B7.2) CD28 1 0 2

CD70 CD27 5 0

OX40L OX40 0 0 2

CD40 CD40L 0 1 0

ICOSL ICOS 0 0 0

Vetor Vazio 0 0 0

Células parentais néo transfectadas 0 0

EXEMPLO 4. AFINIDADES DE LIGACAO DERIVADAS DE RESSO-
NANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE E CONSTANTES CINETI-
CAS DE ANTICORPOS BIESPECIFICOS ANTI-MUC16XCD28

[0199] A fim de determinar a cinética de ligacdo de anticorpos mo-

noclonais biespecificos anti-MUC16xCD28 exemplificativos da inven-

cao, foram determinadas afinidades de ligacdo derivadas de ressonan-
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cia plasmoénica de superficie e constantes cinéticas de anticorpos bies-
pecificos anti-MUC16xCD28 para MUC16 e/ou CD28.

[0200] Constantes de dissociacdo de equilibrio (valores Kp) para
hMUC16.mmh (SEQ ID NO: 51), hCD28.mmh (SEQ ID NO: 53) e
mCD28.mmh (murino CD28.mmh; SEQ ID NO: 54) ligando-se ao anti-
corpo monoclonal biespecifico anti-MUC16xCD28 exemplificativo purifi-
cado da invencéo foi determinado usando um biossensor de ressonan-
cia de plasmon de superficie em tempo real usando um instrumento Bi-
acore T-200. A superficie do sensor CM5 Biacore foi derivatizada por
acoplamento de amina com um anticorpo monoclonal de camundongo
de Fc anti-humano para capturar anticorpos anti-MUC16xCD28 biespe-
cificos exemplificadores purificados da invencgéo. Dois anticorpos bies-
pecificos exemplificativos foram testados, bs24963D e REGN4615.
REGN4615 é um anticorpo/scFv que reconhece MUC16 humano e
CD28 murino e as vezes € referido como um anticorpo anti-
MUC16xmsCD28. O brago MUC16 no REGN4615 utiliza as sequéncias
VH e VK-ULC 1-39 conforme mostrado acima na Tabela 1 para
mAb8794P2. O mCD28 (PV-1) é descrito no documento
US2004/0116675, com uma cadeia leve de SEQ ID NO: 11 (Consultar
também a Figura 15A no documento US2004/0116675) e uma cadeia
pesada de SEQ ID NO: 13 (Consultar Figura 15), que foi reformatado
como um scFv para as experiéncias aqui descritas.

[0201] Este estudo de ligagdo a SPR foi realizado em um tampéo
composto de HEPES a 0,01 M, pH a 7,4, NaCl a 0,15 M, 0,05% em v/v
de tensoativo P20 a pH 7,4 (tampé&o de execucao HBS-ET). Diferentes
concentragbes de hMUC16 com etiqgueta C-term myc-myc-6xHis
(hMUC16.mmh), hCD28 com etiqueta C-term myc-myc-6xHis
(hCD28.mmh) e etigueta mCD28 C-term myc-myc-6xHis (mCD28.mmh)
foram preparados em tampé&o de execucédo HBS-ET, variando de 3,33
nM a 90 nM (para hMucl6) ou 22,2 nM a 600 nM (para hCD28 ou
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mCD28) como diluicbes de 3 vezes em série, para determinacéo de afi-
nidade sobre anti-MUC16xCD28 biespecifico e anticorpos biespecificos
anti-MUC16xmCD28.

[0202] A superficie do sensor de amina de alta capacidade MASS-
2 foi primeiro derivatizada por acoplamento de amina com um anticorpo
monoclonal de camundongo Fc anti-humano para capturar aproximada-
mente 500 a 900 RUs anti-MUC16xCD28 ou anticorpos monoclonais
biespecificos anti-MUC16xmCD28. Uma (1) RU (unidade de resposta)
representa 1 pg de proteina por mm?, conforme definido pelo fabricante.
Diferentes concentragcdes de hMUC16 com etiqueta C-term myc-myc-
6xHis (hMUC16.mmh), hCD28 com etiqueta C-term myc-myc-6xHis
(hCD28.mmh) e etiqueta mCD28 C-term myc-myc-6xHis (mCD28.mmh)
foram preparados em tampé&o de execucédo HBS-ET, variando de 3,33
nM a 90 nM (para hMucl6) ou 22,2 nM a 600 nM (para hCD28 ou
mCD28) como diluicbes de 3 vezes em série e injetados sobre superfi-
cies de anticorpos monoclonais biespecificos anti-MUC16xCD28 ou
anti-MUC16xmCD28 Fc anti-humanos capturados por 5 minutos a uma
taxa de fluxo de 50 pl/minuto. A dissociacéo dos reagentes hMUCI16,
hCD28 e mCD28 ligados foi monitorada durante 10 minutos em tampao
de corrida HBS-ET. As constantes de taxa de associa¢ao (ka) e a taxa
de dissociacao (kdq) foram determinadas ajustando-se 0s sensogramas
de ligacdo em tempo real a um modelo de ligacdo 1:1 com limitacao de
transporte de massa com o uso do software de ajuste a curva Scrubber
2.0c. As constantes de equilibrio de dissociacao de ligacéao (Kq) € meias
vidas dissociativas (t¥2) foram calculadas a partir das constantes de taxa

de cinética como:

Ko (M) =% etz (min) = 2%
[0203] Parametros cinéticos de ligacdo para os anticorpos biespe-
cificos exemplificativos que se ligam a proteinas recombinantes

hMUC16, hCD28, mCD28 purificadas a 37 °C sdo mostrados abaixo nas
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Tabelas 9 a 12.
TABELA 9: AFINIDADES DE LIGACAO BIACORE DE ANTICORPOS
ANTI-MUC16XCD28 PARA HMUC16

Captura de mAb X TY2
AbPID Ligagédo de hMUC16.mmh a 90 nM (RU) Ka (1/Ms) Kd (1/s) Ko (M) .
(RU) (min)
bs24963D
987,1+9,9 365,0 4,41E+05 4,12E-04 9,33E-10 28,0
(Experimento 1)
bs24963D
. 211,7+1.2 120,0 2,38E + 05 2,18E-04 9,12E-10 53,1
(Experiéncia 2)

TABELA 10: AFINIDADES DE LIGACAO BIACORE DE ANTICORPOS
ANTI-MUC16XCD28 PARA HCD28

AbPID Captura de mAb (RU) Ligagdo de hCD28.mmh a 600 nM (RU) Ka (1/Ms) Kd (1/s) Ko (M) T (min)

bs24963D 985,4 +2,7 88,9 3,27E + 04 5,38E-03 1,65E-07 2,1

TABELA 11: AFINIDADES DE LIGACAO BIACORE DE ANTICORPOS
ANTI-MUC16XMSCD28 PARA HMUC16

AbPID Captura de mAb (RU) Ligacdo de hMUC16.mmh a 90 nM (RU) Ka (1/Ms) Kd (1/s) Ko (M) T2 (min)

REGN4615 1041,0+10,0 513,3 6,29E + 05 4,72E-04 | 7,49E-10 24,5

TABELA 12: AFINIDADES DE LIGAGCAO BIACORE DE ANTICORPOS
ANTI-MUC16XMSCD28 PARA MCD28

Ligagéo de hMUC16.mmh a .
AbPID Captura de mAb (RU) Ka (1/Ms) Kd (1/s) Ko (M) T% (min)
90 nM (RU)

REGN4615 1021,8 +4,0 25,8 2,07E + 04 7,77E-05 3,76E-09 148,6

EXEMPLO 5. LIGACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS
BIESPECIFICOS ANTI-MUC16XCD28 A CELULAS T E CELULAS-
ALVO

[0204] A fim de determinar a ligacdo dos anticorpos biespecificos

exemplificativos da presente invencdo em células T humanas e Cyno-
molgus e células alvo, a andlise de citometria de fluxo foi utilizada para
determinar a ligagdo de anticorpos biespecificos MUC16xCD28 a
OVACR-3, PEO1, células Raji de controle negativo, humano e células T
Cynomolgus, seguida pela detec¢gdo com um anticorpo IgG anti-humano
marcado com ficoeritrina (PE) ou marcado com Alexa-647. Resumida-
mente, 1 x 10° células/poco foram incubadas por 30 minutos a 4°C com

uma diluicdo em série de anticorpos biespecificos MUC16xCD28 ou um
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controle de isotipo IgG4 que se liga a um antigeno humano sem reativi-
dade cruzada com CD28 humano ou de cynomolgus, que esta na faixa
de 133 nM a 32,6 pM para células T humanas e de cynomolgus e que
esta na faixa de 133 nM a 8,14 pM para células que expressam Mucl6
e células Raji de controle negativo. Apés a incubacéo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS gelado contendo FBS filtrado a 1% e um
anticorpo secundario anti-humano conjugado por PE ou conjugado por
Alexa647 foi adicionado as células que expressam MUC16 ou células
humanas/cyno, respectivamente, e incubado por 30 minutos adicionais.
Corante LIVE/DEAD foi adicionado as incubacfes de células T huma-
nas e cynomolgus. Os poc¢os que nao continham anticorpo ou apenas
secundario também foram usados como controles.

[0205] ApoOs a incubacdo com células que expressam MUC16, as
células foram lavadas, novamente suspensas em 200 pl de PBS frio que
contém FBS filtrado a 1% e analisadas por citometria de fluxo em um
BD FACS Canto Il.

[0206] Apébs a incubagdo com células T humanas ou de Cynomol-
gus, as células foram lavadas e coradas com um coquetel de anticorpos
anti-CD2, ant-CD16, anti-CD4 e anti-CD8 em tamp&o de coloracgéo bri-
Ihante por mais 20 minutos de incubacédo a 4 °C. Apos a lavagem, as
células foram novamente suspensas em 200 pl de PBS frio contendo
FBS filtrado a 1%, bloqueadas em uma porta Live/CD2+/CD4+/CD16-
ou Live/CD2+/CD8+/CD16- e analisadas por citometria de fluxo em um
BD FACS LSR -Fortessa-X20.

[0207] A ligacdo dos anticorpos biespecificos MUC16xCD28 exem-
plificativos a superficie de células T humanas foi testada por citometria
de fluxo. bs24963D ligado a células T CD4+ com um valor EC50 de 2,61
x 107" M. Ligou-se as células T CD8+ com um valor de ECso de 2,53 x
107" M. bs32897D ligou-se fracamente as células T CD4+ com um valor

de ECso de 9,16 x 10° M. Também se ligou fracamente as células T

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 177/248



101/150

CD8+, com um valor de ECso de 7,58 x 10% M. Os resultados foram
resumidos na Tabela 13.
TABELA 13: LIGACAO DO ANTI-MUC16XCD28 A CELULAS T HUMA-

NAS

Anticorpo PiD

ECso FACS de células T CD4+ humanas [M]

ECso FACS de células T CD8+ humanas [M]

bs24963D

2,61E-07M

2,53E-07M

bs32897D

9,16E-06M

7,58E-06M

Controle de Isétipo

Sem ligacdo

Sem ligagédo

[0208]

plificativos a superficie de células T de Cynomolgus foi testada por cito-

A ligacdo de anticorpos biespecificos MUC16xCD28 exem-

metria de fluxo. O bs24963D exemplificativo se ligou a células T CD4+
com um valor de ECso de 2,03 x 107 M. Ligou-se as células T CD8+ com
um valor de ECso de 1,22 x 1077 M. O bs32897D exemplificativo se ligou
a células OVCAR-3 e PEO1 com valores de ECso de 2,87 x 1M e 5,96
x 101% M, respectivamente. O bs24963D exemplificativo ndo exibiu qual-
quer ligacdo a células RAJI de controle negativo para MUC16. Os resul-
tados foram resumidos na Tabela 14.

TABELA 14: LIGACAO DO ANTI-MUC16XCD28 AS CELULAS T DE
CYNOMOLGUS

Anticorpo PiD

ECso FACS de Células T CD4+ de Cinomolgo [M]

ECso FACS de Células T CD8+ de Cinomolgo [M]

bs24963D

2,03E-07M

1,22E-07M

bs32897D

5,70E-06M

3,02E-06M

Controle de Isétipo

Sem ligagdo

Sem ligagdo

[0209]

plificativos & superficie de linhas celulares que expressam MUC16 foi

A ligacdo dos anticorpos biespecificos MUC16xCD28 exem-

testada por citometria de fluxo. bs24963D ligado a células OVCAR-3 e
PEO1 com valores de ECso de 6,09 x 101° M e 4,67 x 1071 M, respecti-
vamente. bs32897D nao exibiu qualquer ligacdo a células RAJI de con-
trole negativo para MUC16. bs24963D se ligou a células OVCAR-3 e
PEO1 com valores de ECso de 2,87 x 101° M e 5,96 x 1071 M, respecti-
vamente. bs24963D nao exibiu qualquer ligacéo a células RAJI de con-

trole negativo para MUC16. O anticorpo de controle de isotipo n&o exibiu
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qualquer ligacéo a células T humanas ou de cynomolgus, nem se ligou
a linhas celulares que expressam MUC16. Os resultados foram resumi-
dos na Tabela 15.

TABELA 15: LIGACAO DO ANTI-MUC16XCD28 AS CELULAS QUE
EXPRESSAM MUC16

Anticorpo PiD ECso FACS de Células OVCAR-3 [M] ECso FACS de Células PEO1 [M] ECso FACS de Células Raji [M]

bs24963D 6,09E-10M 4,67E-10M Sem ligagéo

bs32897D 2,87E-10M 5,96E-10M Sem ligagéo

Controle de Isétipo Sem ligagdo Sem ligagéo Sem ligagdo

EXEMPLO 6. BIOENSAIO PRIMARIO PARA ANTICORPOS BIESPE-
CIFICOS MUC16XCD28

[0210] A ativacdo das células T é alcancada atraveés da estimulacéo

de receptores de células T (TCR) que reconhecem peptideos especifi-
cos apresentados pelas principais proteinas do complexo de histocom-
patibilidade de classe | ou Il (MHCI ou MHCII) nas células que apresen-
tam antigenos (APC) (Goldrath et al. Selecting and maintaining a diverse
T-cell repertoire, Nature 402, 255 a 262 (1999)). Um TCR ativado, por
sua vez, inicia uma cascata de eventos de sinalizac&o, que podem ser
monitorados por genes repérteres, conduzidos por varios fatores de
transcricdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1), fator nuclear de células
T ativadas (NFAT) ou fator nuclear intensificador da cadeia capa de cé-
lulas B ativadas (NFkB). A resposta das células T €, entdo, refinada
ainda mais através do envolvimento de correceptores expressados ou
constitutivamente ou induziveis em células T, como CD28, CTLA-4 (pro-
teina citotOxica associada a linfocitos T 4), PD-1 (proteina para morte
celular programada 1), LAG-3 (gene de ativacao de linfocitos 3) ou ou-
tras moléculas (Sharpe et al., The B7-CD28 Superfamily, Nat. Rev.
Immunol., 2(2): 116-126 (2002)). A molécula coestimuladora, CD28, é
ativada por seus ligantes endégenos CD80 ou CD86 expressados em
APCs. O CD28 potencializa os sinais celulares, como as vias controla-

das pelo fator de transcricdo NFkB apos a ativacdo do TCR. O cossinal
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de CD28 é importante para a ativacao eficaz de células T, como dife-
renciacdo de células T, proliferacao, liberacéo de citocinas e morte ce-
lular (Smeets et al., NFKB activation induced by T cell receptor/CD28
costimulation is mediated by protein kinase C-6, PNAS, 97(7):3394-
3399 (2012).

[0211] A fim de identificar anticorpos que aumentam a atividade das
células T na presenca de estimulacdo priméaria e expressdo do alvo
MUC16, anticorpos biespecificos anti-MUC16xCD28 exemplificativos
da invengdo foram caracterizados em ensaios baseados em células
usando células T primarias humanas. Os ensaios avaliam o comporta-
mento do anticorpo biespecifico anti-MUC16/CD28 na presenca € na
auséncia de estimulacao priméria e na presenca e na auséncia de ex-
pressao alvo.

ENSAIO FUNCIONAL DE IL-2 COM O USO DE CELULAS T CD4* HU-
MANAS PRIMARIAS:

[0212] Um ensaio funcional de células T CD4*/APC primérias foi de-

senvolvido para avaliar o efeito da ativagdo de CD28 na produgéo de IL-
2 apOs engajamento com anticorpos biespecificos anti-MUC16 x CD28.
A) ISOLAMENTO DE CELULAS T CD4+ HUMANAS PRIMARIAS:

[0213] Células mononucleares de sangue periférico humano

(PBMCs) foram isoladas de um aglomerado de leucdcitos de um doador
saudavel. O isolamento de PBMC foi realizado por centrifugacdo em
gradiente de densidade com o uso de tubos SepMate™ de 50 ml se-
guindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, 15 ml de FicollPaque
PLUS foram colocados em tubos SepMate de 50 ml, seguido pela adi-
céo de 30 ml de leucadcitos diluidos 1:2 com D-PBS. As etapas subse-
guentes foram seguidas de acordo com o protocolo do fabricante do
SepMate. As células T CD4" foram subsequentemente isoladas de
PBMC com o uso de kits de Microbead CD4 humano da Miltenyi Biotec

seguindo as instru¢cbes do fabricante. Células T CD4" isoladas foram
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congeladas em FBS contendo DMSO a 10% a uma concentragao de 5
x 10° células por frasco.

B) LIBERACAO DE IL-2 DE CELULAS T CD4* PRIMARIAS TRATADAS
COM ANTICORPOS CD28:

[0214] Neste ensaio, as células T CD4* priméarias humanas séo ati-

vadas via reticulacdo de moléculas CD3, em complexo com receptores
de células T (TCR), usando anticorpo biespecifico aMucl6 x aCD3
(REGN4018) incubado com células-alvo humanas, OVCAR3 ou PEO-1,
expressando Muc16 na superficie celular. A ligacdo do braco Mucl16 de
REGN4018 as células alvo que expressam Mucl6 conduz o agrupa-
mento das moléculas CD3 e fornece o primeiro sinal, necessario para a
estimulacdo de células T na auséncia ou para uma adicdo de uma res-
posta alogénica. No entanto, neste ensaio, para completar a ativacao
das células T e aumentar os niveis de liberacao de IL-2, € necessaria a
coestimulacao fornecida pela reticulacdo de moléculas de CD28. Aqui,
0s anticorpos biespecificos CD28 interagem com CD28 em células T
CD4* e Mucl6 em células OVCAR3 ou PEO-1 e conduzem o agrupa-
mento - ativacdo da molécula coestimuladora, CD28. O envolvimento
combinado de TCR e CD28 leva a uma producdo aumentada de IL-2,
gue é liberada em meios de cultura de células. IL-2 é detectada e quan-
tificada a partir do sobrenadante celular com o uso de um kit AlphaLisa
homogéneo, sem lavagem, da PerkinElmer.

[0215] Células T CD4* humanas previamente isoladas e congela-
das do Doador 104 foram descongeladas no dia do ensaio em meio de
estimulacédo (meio de cultura de células X-VIVO 15 suplementado com
FBS a 10%, HEPES, NaPyr, NEAA e BME a 0,01 mM) contendo 50 U/ml
de nuclease de benzonase. As células foram centrifugadas a 1200 rpm
durante 10 minutos, foram novamente suspensas em meio de estimula-
cao e colocadas em placas em placas de fundo redondo de 96 cavida-

des em uma concentracdo de 1 x 10° células/cavidade. As células
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OVCAR3 e PEO-1 foram tratadas com Mitomicina C em meio de esti-
mulacao primaria usando 25 pg/ml de Mitomicina C para OVCAR3 e 10
ug/ml para células PEO-1. ApGs incubacgéo por 1 hora a 37 °C, CO2 a
5%, as células alvo foram lavadas 3 vezes com tampado de lavagem
(PBS + FBS a 2%) e adicionadas aos poc¢os contendo células T CD4*
em uma concentracéo final de 1 x 10* células OVCAR3 ou 2,5 x 10*
células PEO-1 por poco. Subsequentemente, anticorpos biespecificos
ou de controle de CD28 diluidos em série a 1:4, variando de 3 pM a 200
nM, foram adicionados aos po¢os na presenca de constante de
REGN4018 a 5 nM (aMucl16 x aCD3) ou um anticorpo de controle ne-
gativo (controle de isétipo hlgG4 = H4sH). O ponto final da diluicdo de
10 pontos ndo continha nenhum anticorpo CD28, que € o sinal de fundo.
Depois as placas foram incubadas durante 72 horas a 37 °C, CO2 a 5%
gue foram centrifugadas para peletizar as células e 20 pl de sobrena-
dante de meio foram recolhidos. A partir disso, 5 pl foram testados em
um ensaio de IL-2 AlphaLISA humano de acordo com o protocolo do
fabricante. As medicdes foram adquiridas no leitor de placas multirrétulo
Envision e os valores brutos de RLU (unidades de luz relativa) foram
plotados. Todas as diluicdes em série foram testadas em duplicata.
[0216] Os valores de ECso dos anticorpos foram determinados ajus-
tando-se os dados a uma equacdao logistica de quatro parametros em
uma curva de dose-resposta de 10 pontos com o uso do software Gra-
phPad Prism™. A inducdo de dobra maxima é calculada usando a se-
guinte equacéao:

Valor médio de RLU mais alta dentro da faixa de

Inducéo de
dose testada

dobra = .
Valores médios de IL-2 (fundo)

[0217] A ativacéo de células T CD4 + (conforme medido pela libe-
racéo de IL-2) foi aumentada por hMUC16xhCD28 na presenca de esti-

mulagédo primaria (anti-MUC16xCD3) e MUC16 expresso em células
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alvo.
C) RESULTADO DO ENSAIO FUNCIONAL DE IL-2 COM O USO DE
CELULAS T CD4* HUMANAS PRIMARIAS:

[0218] A capacidade dos anticorpos biespecificos anti-Muc16 x anti-

CD28 de fornecer coestimulagcédo através de CD28 em células T CD4*
isoladas na auséncia ou presenca de um anticorpo biespecifico estimu-
lador de TCR (REGN4018 = anti-Muc16 x anti-CD3) foi avaliada em um
ensaio de liberacdo de IL-2 funcional usando células T CD4* humanas
isoladas incubadas com células alvo que expressam endogenamente
Mucl6 (células OVAR3 e PEO-1) na superficie celular.

[0219] Os valores de indugéo de dobra estédo resumidos nas Tabe-
las 16 e 17 para células T CD4" coincubadas com células OVCAR3 ou
PEO-1, além de 5 nM de controle de isétipo constante de higG4 H4sH
ou REGN4018 anti-Muc16 x anti-CD3.

[0220] Quando as células T CD4" isoladas sao incubadas com cé-
lulas alvo OVCAR3 ou PEO-1 na auséncia de uma estimulagcdo TCR
direcionada via REGN4018 usando uma quantidade constante de con-
trole do iso6tipo H4sH, as quantidades detectadas de IL-2 sdo semelhan-
tes entre os anticorpos parentais CD28, anticorpos anti-Mucl6 x anti-
CD28 (bs32897D e bs24963D) e o anticorpo de controle do isétipo H4sH
negativo. (Tabela 16)

[0221] Em contrapartida, niveis aumentados de IL-2 sdo detectados
em amostras tratadas com anti-Muc16 x anti-CD3 (REGN4018). Nessas
condicdes, se as células T CD4" humanas forem coincubadas com cé-
lulas OVCARS3 ou PEO-1, ambos os anticorpos biespecificos CD28 au-
mentam o0s niveis de IL-2 mais do que seus respectivos anticorpos
CD28 parentais. Como esperado, nenhuma liberacdo minima de IL-2 é
observada com o controle de is6tipo. (Tabela 17)

[0222] Se OVCARS3 séo utilizados como células alvo, uma liberta-

cao semelhante dependente da dose de IL-2 € medida tanto para CD28
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anticorpos biespecificos (bs32897D: 5,63x e ECso = 606 pM) e
bs24963D: 5,32x e ECso = 401 pM). Enquanto com células PEO-1, uma
diferenca na inducéo dos niveis de IL-2 pode ser observada entre am-
bas as moléculas biespecificas. Aqui, bs24963D (10,94x e CEso = 996
pM) da origem a valores mais elevados de IL-2 do que bs32897D (5,22x
e ECso ndo pbde ser determinada, porque a curva de dose-resposta néo
atingiu a saturacgao).

[0223] Na auséncia de estimulacdo de TCR, seja através de uma
resposta alogénica ou conduzida por anti-MUC16xCD3, nenhuma libe-
racdo mensuravel de IL-2 é observada com anticorpos CD28 em po¢os
contendo quantidades constantes de controle de isétipo na presenca de
células OVCARS3 ou PEO-1 (Tabela 16). A Tabela 16 resume os valores
de ECso e a indugéo de dobra da liberacdo de IL-2 a partir de células T
CD4* coincubadas com OVCAR3 ou PEO-1 e constante de 5 nM con-
trole de isotipos.

TABELA 16: ECso E RESULTADOS DE INDUCAO DE DOBRA PARA A
LIBERACAO DE IL-2 A PARTIR DE CELULAS T CD4* HUMANAS PRI-
MARIAS NA PRESENCA DE CONTROLE DE ISOTIPO IGG4 HUMANO
A5 NM:

OVCAR3 PEO-1
Anticorpos

ECso [M] Indugéo de dobra ECso [M] Indugéo de dobra

bs32897D N/C 1,06 N/C 1,12

bs24963D N/C 1,33 N/C 1,12

Parental 1 hCD28 (para bs32897D) N/C 1,10 N/C 1,30

Parental 2 hCD28 (para bs24963D) N/C 1,12 N/C 1,03

Controle de Isétipo H4sH N/C 1,12 N/C 1,48

Tabela 16. Valores tabulados de ECso e a indugéo de dobra maxima de

IL-2 de libertacdo ao longo do sinal de fundo a partir de células CD4 * T
coincubadas com ou OVCAR3 PEO-1 e 5 nM constante de controlo de
isétipo H4sH.

N/C = N&o Calculado

[0224] Em contrapartida, os niveis mensuraveis de IL-2 (RLU) séo
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detectados em amostras tratadas com anti-MUC16xCD3. Nessas con-
dicbes, se as células T CD4" humanas forem coincubadas com células
OVCAR3 ou PEO-1, ambos os anticorpos biespecificos CD28 aumen-
tam os niveis de IL-2 mais do que seu anticorpo CD28 parental. Como
esperado, nenhuma liberacdo de IL-2 é observada com o controle de
isétipo (Tabela 17). A Tabela 17 resume os valores de ECso € a inducéo
de dobra da liberacdo de IL-2 a partir de células T CD4* coincubadas
com OVCAR3 ou PEO-1 e constante de 5 nM de anti-MUC16xCD3 a 5
nM.

TABELA 17: ECso E RESULTADOS DE INDUCAO DE DOBRA PARA
LIBERACAO DE IL-2 DE CELULAS T CD4* HUMANAS PRIMARIAS NA
PRESENCA DE REGN4018 A 5 NM (ANTI-MUC16 X ANTI-CD3):

OVCAR3 PEO-1

Anticorpos

ECso [M] Inducéo de dobra ECso [M] Indugéo de dobra

bs32897D 6,07E-10 5,63 N/D 5,22

bs24963D 4,01E-10 5,32 9,96E-10 10,94

Parental 1 hCD28 (para bs32897D) N/D 1,58 N/D 1,42

Parental 2 hCD28 (para bs24963D) N/D 2,46 1,07E-10 2,05

Controle de Is6tipo H4sH N/C 1,09 N/C 1,11

Tabela 17. Valores tabulados de ECso e a indugéo de dobra maxima de
IL-2 de liberacdo ao longo do sinal de fundo a partir de células CD4 * T
coincubadas com OVCAR3 ou PEO-1 e constante de 5 nM de
REGN4018 (anti-MUC16 x anti-CD3). Abreviaturas: N/D = Nao Determi-
nado, porque a curva dose-resposta nao atingiu a saturacao ou apre-
sentou formato de sino; N/C = Nao Calculado

EXEMPLO 7. ANTICORPOS BIESPECIFICOS ANTI-MUC16XCD28
POTENCIALIZAM A ATIVACAO DE CELULAS T E CITOTOXICIDADE
EM CELULAS TUMORAIS DE OVARIO NA PRESENCA DE ESTIMU-
LACAO DE TCR POR ANTI-MUC16XCD3

[0225] Para examinar se 0s anticorpos biespecificos anti-

MUC16xCD28 exemplificativos da invengao poderiam aumentar a ativa-
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cao de células T mediada por anti-MUC16xCD3 e citotoxicidade em cé-
lulas tumorais ovarianas, FACS foi usado para examinar a viabilidade
de células tumorais e células T fenétipo apds cocultura in vitro com uma
titulacdo da dose de MUC16xCD3 sozinho ou em combinacdo com
MUC16xCD28 (Figura 2A). Células mononucleares de sangue perifée-
rico humano (PBMC) contendo células T foram cocultivadas com células
de cancer de ovario PEO-1 expressando niveis endégenos de MUC16
(Coscia, F. et al, Nat. Commun. (2016), 26 de agosto; 7: 12645).

[0226] Dois estudos de citotoxicidade a base de FACS foram con-
duzidos. No primeiro estudo, a citotoxicidade baseada em FACS foi con-
duzida em células MUC16 + na presenca de células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMCs) e anti-MUC16xCD3 na presenca ou
auséncia de estimulacdo anti-MUC16 x CD28 (citotoxicidade baseada
em FACS em células MUC16 + PBMC humana +/- estimulacdo de
MUC16xCD28 (configuracao da matriz MUC16xCD28 x Mucl16xCD3)).
O segundo estudo €é idéntico ao primeiro estudo, exceto que PBMCs de
Cynomolgus séo usadas em vez de PBMCs humanas (Citotoxicidade
baseada em FACS em células MUC16 + PBMC de Cynomolgus +/- es-
timulacdo de MUC16xCD28 (configuracdo da matriz MUC16xCD28 x
MUC16xCD3)).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

[0227] A fim de monitorar o exterminio de células MUC16+ na pre-

senca de uma combinac¢do de um anticorpo anti-MUC16xCD3 e um an-
ticorpo anti-MUC16xCD28 exemplificativo da invencéo, as linhas celu-
lares que expressam endogenamente MUC16 (PEO1, MUC16*) foram
marcadas com 1 uM de Rastreador de Célula Violeta e colocadas em
placa durante a noite a 37 °C. Separadamente, PBMCs humanos (New
York Blood Center) ou PBMCs de macacos cynomolgus (Covance,
Cranford NJ) foram dispostos em placas em meios de RPMI suplemen-

tados em 1 x 10° células/ml e incubados de um dia para o outro a 37 °C
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para enriquecer para linfocitos esgotando-se os macrofagos aderentes,
células dendriticas e alguns mondcitos. No dia seguinte, as células alvo
foram coincubadas com PBMC humana virgem depletada de células
aderentes (razdo Célula Efetora/Alvo a 4:1) e uma diluicdo em série de
anti-MUC16xCD3 ou biespecifico ndo direcionado a base de CD3
(bs17664D), sozinho ou em combinacdo com uma concentracao fixa
(2,5 pg/ml) de um anti-MUC16xCD28 biespecifico exemplificativo por 96
horas a 37 °C. Ap0s a incubacéo, as células foram removidas das placas
de cultura de células usando tamp&o de dissociagdo Tripsina-EDTA e
analisadas por Citometria de Fluxo (FACS).

[0228] Para a andlise de FACS, as células foram manchadas com
um rastreador de células vermelhas distantes de viabilidade (Invitrogen)
e anticorpos diretamente conjugados para CD2, CD4, CD8 e CD25
(BD). As amostras foram executadas com microesferas de calibragéo
para contagem de células. Para a avaliacdo da especificidade da morte,
as células alvo foram classificadas como popula¢cfes positivas do ras-
treador celular Violet. A porcentagem de células alvo vivas foi calculada
da seguinte forma: porcentagem (%) de células viaveis = (R1/R2)*100,
em que R1 = porcentagem (%) de células alvo vivas na presenca de
anticorpo, e R2 = porcentagem (%) de células alvo vivas na auséncia de
anticorpos de teste. A ativacdo das células T foi medida pela porcenta-
gem de células T ativadas (CD25%) fora das células T CD2*/CD4* ou
CD2*/CD8". A regulacao crescente do marcador PD-1 foi avaliada incu-
bando-se células com anticorpos diretamente conjugados para CD2,
CD4, CD8, CD25 e PD-1, e relatando-se a porcentagem de células T
PD-1+ do total de células T (CD2+). A contagem de células T foi medida
calculando-se o numero de células CD4* ou CD8* vivas por microesfera
de calibrac&o. Os niveis de citocinas acumuladas no meio foram anali-
sados com o uso do kit Citocina humana (CBA) Th1/Th2/Thl17 de Ar-

ranjo de Microesfera citométrica BD, seguindo o protocolo do fabricante.
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RESULTADOS, SUMARIO E CONCLUSOES:
[0229] O anticorpo biespecifico anti-MUC16xCD3 foi testado quanto

a sua capacidade de induzir células T humanas virgens a exterminar
células alvo PEO1 que expressam MUC16 humano como um unico
agente, ou na presenca de um anticorpo biespecifico anti-
MUC16xCD28 coestimulador. O anticorpo biespecifico anti-
MUC16xCD3 ativou e direcionou as células T humanas para esgotar as
células PEO1. Além disso, MUC16xCD3 sozinho induziu o exterminio
moderado de células T de células cancerosas PEO-1, reduzindo sua
viabilidade para aproximadamente 60% de uma maneira dependente da
dose (Figura 2B e Tabela 18). O exterminio das células alvo foi obser-
vado na presenca do anticorpo biespecifico anti-MUC16xCD3 e as cé-
lulas PEO1 foram exterminadas de uma maneira dependente da dose
com ECsos no nivel picomolar (pM) (Figura 2B). O exterminio das célu-
las alvo néo foi observado quando o anti-MUC16xCD3 nao estava pre-
sente (Figura 2B). A lise de células alvo observada foi associada a re-
gulacéo crescente de células CD25+ e PD-1+ em células T CD2+, no-
vamente com ECsgs picomolares (pM) (Tabela 18).

[0230] O anti-MUC16xCD3 induziu a liberagao de citocinas huma-
nas. A atividade citotoxica observada com anti-MUC16xCD3 como um
Unico agente foi aumentada na presenca de moléculas coestimuladoras
anti-MUC16xCD28 exemplificativas da presente invencao, bs24963D e
bs32897D.

[0231] Verificou-se que a adi¢do do anti-MUC16xCD28 exemplifica-
tivo da invencdo aumentou a poténcia e a profundidade da citotoxici-
dade induzida por MUC16xCD3, resultando em reducéo adicional da vi-
abilidade das células cancerosas PEO-1 em menos de 20% (aumento
maior do que 3 vezes no exterminio de células T) (Figura 2B). Além
disso, 0 anti-MUC16xCD28 exemplificativo da invencao aumentou 0s

niveis de liberagdo de IFNy induzida por MUC16xCD3 em mais de 10
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vezes (Figura 2C). A combinagcao de MUC16xCD28 e MUC16xCD3 ex-
pandiu as células T CD4 e CD8 e aumentou o nivel de expressao do
2D-E).

MUC16xCD28 em combinacdo com um CD3 biespecifico ndo direcio-

marcador de ativacdo CD25 (Figuras Notavelmente,
nado ndo induziu citotoxicidade ou ativacao de células T (Figura 2B).
[0232]

T, aregulacao crescente de PD-1 e a liberac&o de citocinas em compa-

Em suma, a coestimulacdo aumentou a ativacdo de células

racdo com o que foi observado com MUC16xCD3 como um agente
anico. As Tabelas 18 e 19 e as Figuras 2A-2E) resumem o0s resultados
experimentais usando PBMCs humanas.

TABELA 18: EFEITOS DE ANTI-MUC16XCD28 NA CITOTOXICIDADE
DE ANTI-MUC16XCD3 PARA CELULAS PEO1 NA PRESENCA DE
PBMCS HUMANAS

PiD

ECso de exterminio de
PEO1 [M]

% de Viabilidade
minima de PEO1

ECsode ativacéo de células T
[M] (CD8+/CD25+)

% de regulacédo crescente de
PD-1 (CD4+/PD1+)

MUC16xCD3

1,27E-10

57%

2,94E-10

27,2%

MUC16xCD3 +
bs24963D

1,07E-10 a 5,31E-11

9,8%

1,86E-10 a 3,94E-11

65,7%

MUC16xCD3 +

2,6E-10 a 7,40E-11

17,7%

4,82E-10 a 4,42E-11

58,4%

bs32897D

[0233]

tado quanto a sua capacidade de induzir células T de cynomolgus vir-

O anticorpo biespecifico anti-MUC16xCD3 também foi tes-

gens para exterminar células alvo que expressam MUC16 humano
como um unico agente, ou na presenca de um anticorpo biespecifico
anti-MUC16xCD28 coestimulador. Os mesmos ensaios foram realiza-
dos e resultados semelhantes foram obtidos usando PBMC de macacos
cynomolgus (Figuras 2F a 2H). A Figura 2l mostra que o anticorpo bi-
especifico anti-MUC16xCD28 exemplificativo se liga a alvos celulares,
conforme medido por citometria de fluxo. Esses resultados demonstra-
ram que os anticorpos biespecificos anti-MUC16xCD28 da invencéo po-
dem potentemente aumentar a ativacdo de células T mediada por

MUC16xCD3 nao apenas por meio de proliferacéo e liberacéo de cito-
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cinas, mas também citotoxicidade. Na titulacdo do anticorpo selecio-
nado, o anticorpo biespecifico anti-MUC16xCD3 ativou as células T hu-
manas, mas nao direcionou as células T para realizar deplecéo das ce-
lulas PEO1 (Tabela 19). A coestimulagdo com um anticorpo anti-
MUC16xCD28 exemplificativo da invencgao resultou em aumento da ati-
vacdo de células T, um aumento da atividade citotoxica e regulacéo
crescente do marcador PD-1 nas células T (Tabela 19).

TABELA 19: EFEITOS DE ANTI-MUC16XCD28 NA CITOTOXICIDADE
DE ANTI-MUC16XCD3 PARA CELULAS PEO1 NA PRESENCA DE
PBMCS DE CYNOMOLGUS

% de regulagédo crescente

PiD

EC50 de exterminio de
PEO1 [M]

% de Viabilidade
minima de PEO1

EC50 de ativagdo de células T
[M] (CD8+/CD25+)

méaxima de PD-1
(CD4+/PD1+)

MUC16xCD3

2,09E-10

69%

1,59E-10

24,4%

MUC16xCD3 +
bs24963D

1,29E-10 a 3,34E-11

18,1%

1,04E-10a9,07E11

44,3%

MUC16xCD3 +

3,92E-10 a 1,09E-10

29,7%

2,81E-10a7,67E-11

40,3%

bs32897D

EXEMPLO 8. ESTUDO IN VIVO DO ANTICORPO ANTI-MUC16XCD28
[0234]

e anti-CD28xMUC16 direcionados ao antigeno tumoral intensificou a eli-

A combinacéo de anticorpos biespecificos anti-CD3xMUC16

minacao do tumor em um modelo de camundongo. Conforme mostrado
em detalhes abaixo, o crescimento do tumor OVCAR-3 foi significativa-
mente inibido em camundongos administrados com anti-CD3xMUC16 e
anti-CD28xMUC16 exemplificativos da invencdo em comparacdo com
camundongos administrados com anti-CD3xMUC16 sozinho ou isotipo
de controle.

[0235]

cia antitumoral de MUC16xCD3 in vivo, dois modelos de tumor distintos,

Para examinar se MUC16xCD28 poderia intensificar a efica-

um modelo de ascite xenogénica tumoral e um modelo de camundongo
tumoral singénico, foram usados conforme descrito em detalhes abaixo.
MODELO DE ASCITE XENOGENICA TUMORAL

[0236]

cer de ovério de alto grau OVCAR-3 de carcinoma seroso de origem

Em um modelo de ascite xenogénica tumoral, células de can-
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humana, expressando altos niveis endégenos de MUC16, sdo implan-
tadas intraperitonealmente em camundongos NSG pré-enxertados com
PBMC humana (Crawford A, Haber L, Kelly MP, Vazzana K, Canova L,
Ram P, Pawashe A, Finney J, Jalal S, Chiu D, Colleton CA, Garnova E,
Makonnen S, Hickey C, Krueger P, Delfino F, Potocky T, Kuhnert J, Go-
din S, Retter MW, Duramad P, MacDonald D, Olson WC, Fairhurst J,
Huang T, Martin J, Lin JC, Smith E, Thurston G, Kirshner JR. A Mucin
16 bispecific T cell-engaging antibody for the treatment of ovarian can-
cer. Science Translational Medicine 19 de junho de 2019: Vol. 11, Edi-
cdo 497, eaau7534). As células OVCAR-3 foram projetadas com repor-
ter de luciferase para rastrear o crescimento do tumor ao longo do tempo
usando bioluminescéncia in vivo (BLI).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

[0237] Os experimentos foram realizados conforme descrito em
(Crawford A, Haber L, Kelly MP, Vazzana K, Canova L, Ram P, Pawa-
she A, Finney J, Jalal S, Chiu D, Colleton CA, Garnova E, Makonnen S,
Hickey C, Krueger P, Delfino F, Potocky T, Kuhnert J, Godin S, Retter
MW, Duramad P, MacDonald D, Olson WC, Fairhurst J, Huang T, Martin
J, Lin JC, Smith E, Thurston G, Kirshner JR. A Mucin 16 bispecific T cell-
engaging antibody for the treatment of ovarian cancer. Science Transla-
tional Medicine 19 de junho de 2019: Vol. 11, Edigdo 497, eaau7534).

Os camundongos foram injetados IP com 150 mg/kg do substrato de

luciferase D-luciferina suspenso em PBS. Dez minutos apés a dosagem,
o imageamento de BLI dos camundongos foi realizado sob anestesia de
isoflurano com o uso do sistema de Xenogen IVIS (Perfin EImer). A aqui-
sicdo de imagem foi executada com o campo de vista em D, altura de
individuo de 1,5 cm, e nivel de ligacdo de meio para tempo de exposi¢cao
de 0,5 min. Os sinais de BLI foram extraidos com o uso do software de
Living Image (Xenogen; Alameda, CA. As regides de interesse foram

desenhadas em torno de cada massa tumoral e as intensidades dos
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fotons foram registradas como p/s/cm?/sr (fétons por segundo por cen-
timetro quadrado por esteroidiano). Os camundongos que néo recebe-
ram células OVCAR-3/Luc serviram como uma leitura de linha de base
para a atividade de BLI. Esses camundongos da linha de base (N = 3)
sem tumores foram fotografados em cada dia e o limite inferior de de-
teccédo (LOD) foi calculado como a leitura de BLI média em todos os
camundongos livres de tumor com imagem.

[0238] Camundongos NSG de oito a dez (8-10) semanas de idade
(knock-out de cadeia gama NOD SCID) (Jackson Laboratory, MD) foram
injetados com 5 x 106 PBMCs humanas (ReachBio, Seattle, WA). Dez a
guatorze (10-14) dias depois, os camundongos foram sangrados atra-
vés da veia da cauda para determinar o enxerto de células T humanas.
Dentro de duas semanas de PBMCs sendo transferidas, 2 x 10° células
asciticas da linha celular OVCAR-3/Luc, previamente passadas in vivo,
foram administradas intraperitonealmente (IP) dentro de duas semanas
(Dia 0). Os camundongos foram verificados quanto ao enxerto de célu-
las T por citometria de fluxo, em seguida, atribuidos a grupos usando
BLI para garantir carga tumoral semelhante. Quatro dias apés a implan-
tacdo do tumor, os camundongos foram divididos em grupos de 5 ani-
mais cada com uma BLI média de 1,49 x 10° ou 3,03 x 10° p/s/cm?/sr
para os dois estudos. Os camundongos foram tratados com os anticor-
pos biespecificos ou de controle indicados no dia 5 e 8. Os camundon-
gos foram administrados com anti-MUC16xCD3 ou um controle de liga-
¢&o de CD3 com ou sem anti-MUC16xCD28 exemplificativo (bs24963D)
da invencéao duas vezes por meio de injecao intravenosa (V). Aimagem
ocorreu varias vezes ao longo do estudo para rastrear o crescimento do
tumor.

[0239] Os niveis de citocinas séricas do sangue também foram ob-

tidos no ponto de tempo indicado. Nos pontos de tempo indicados, o
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sangue foi coletado por puncéo submandibular em tubos de soro micro-
tainer (BD 365967). Os niveis de citocinas foram analisados usando o
kit V-plex Human Prolnflammatory-10 Plex seguindo as instru¢des do
fabricante (Diagnostico de mesoescala, Rockville, MA).

[0240] Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do NIH. Os pro-
tocolos foram aprovados pelo Regeneron Pharmaceuticals Institutional
Animal Care and Use Committee. Um total de 2 estudos com 5 camun-
dongos por grupo foram concluidos.

RESULTADOS, SUMARIO E CONCLUSOES

[0241] Para estudos de tumor xenogénico, dois modelos foram usa-

dos. Para o primeiro modelo xenogénico, os camundongos NSG foram
injetados intraperitonealmente (IP) com células de OVCAR-3/Luc pas-
sadas anteriormente in vivo (Dia 0) treze dias apdés o enxerto com
PBMCs humanas. Os camundongos foram tratados por IV nos dias 5 e
8. Os camundongos receberam 12,5 pg de anti-MUC16xCD3 ou 12,5
1g de controle de ligagdo a CD3 (isétipo higG4P-PVA), Alguns dos camun-
dongos também receberam o anti-MUC16xCD28 exemplificativo da in-
vencgao (bs24963D) a 100 pg. O fardo de tumor foi avaliado por BLI nos
Dias 4, 8, 12, 15, 20 e 25 ap6s a implantacdo de tumor. Tumores evi-
dentes por BLI reduzidos ndo foram observados quando o bs24963D
exemplificativo foi administrado sem anti-MUC16xCD3. Em contrapar-
tida, enquanto o tratamento com 12,5 ug de anti-MUC16xCD3 reduziu
significativamente os tumores evidentes de BLI, o anti-MUC16xCD28
exemplificativo da invencdo aumentou significativamente a eficacia so-
bre o anti-MUC16xCD3 sozinho (Tabelas 20 a 22).

[0242] A Tabela 20 resume o nivel de bioluminescéncia no dia 4
apos a implantacdo do tumor no primeiro modelo xenogénico OVCAR-
3/Luc.
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TABELA 20: MODELO OVCAR-3/LUC. NIiVEL DE BIOLUMINESCEN-
CIA NO DIA 4 POS-IMPLANTACAO DE TUMOR

Anticorpo (ug) Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] 4 dias pés-implantagdo (média + SEM)
controle de ligagéo ao CD3 (12,5) 1,51 x 10°+ 2,81 x 10*
Anti-MUC16xCD3 (12,5) 1,5x 10° + 1,05 x 10*
Controle de ligagdo a CD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) 1,53x 10° £ 2,01 x 10*
Anti-MUC16xCD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) 1,27x 10° £ 2,29 x 10*

[0243] A Tabela 21 resume o nivel de bioluminescéncia no dia 25
apos a implantacdo do tumor no primeiro modelo xenogénico OVCAR-
3/Luc.

TABELA 21: MODELO OVCAR-3/LUC. NiVEL DE BIOLUMINESCEN-
CIA NO DIA 25 APOS IMPLANTACAQO DE TUMOR

Anticorpo (ug) Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] 25 dias pds-implantagdo (média + SEM)
controle de ligagéo ao CD3 (12,5) 7,71 x 10°+ 1,07 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (12,5) 7,44 x10°+ 3,11 x 10°
Controle de ligagdo a CD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) 6,04 x 10° + 8,32 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) 1,31 x 10° + 3,05 x 10"

[0244] A Tabela 22 resume a Fold Change em BLI entre 0 Dia 4 e
o Dia 25 apés a implantacdo de tumor no primeiro modelo xenogénico
OVCAR-3/Luc.

TABELA 22: MODELO OVCAR-3/LUC. FOLD CHANGE EM BLI ENTRE
O DIA 4 E O DIA 25 APOS A IMPLANTACAO DE TUMOR

Fold Change na Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] do Dia 4 ao D25 pos-

Anticorpo
po (g) implantacdo (média + SD)

controle de ligagdo ao CD3 (12,5) 50,72 + 29,67
Anti-MUC16xCD3 (12,5) -0,94 + 0,05

Controle de ligagdo a CD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) 35,38 +8,18
Anti-MUC16xCD3 (12,5) + anti-MUC16xCD28 (100) -0,99 + 0,00

[0245] Para o segundo modelo xenogénico, os camundongos NSG
foram injetados intraperitonealmente (IP) com células de OVCAR-3/Luc
passadas anteriormente in vivo (Dia 0) dez dias ap0s 0 enxerto com
PBMCs humanas. Os camundongos foram tratados IV com 0,5 mg/kg
de anti-MUC16xCD3 ou administrados 0,5 mg/kg de controle de ligagao
de CD3 nos Dias 5 e 8. O fardo de tumor foi avaliado por BLI nos Dias

4,8, 11, 14, 21, 28 e 34. Alguns dos camundongos também receberam
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0 anti-MUC16xCD28 exemplificativo da invencao (bs24963D) a 0,2
mg/kg, 1 mg/kg ou 5 mg/kg. O bs24963D exemplificativo ndo diminuiu a
carga tumoral quando administrado sem anti-MUC16xCD3. Em contra-
partida, enquanto o tratamento com 0,5 mg/kg de anti-MUC16xCD3 re-
duziu significativamente os tumores evidentes por BLI, o anti-
MUC16xCD28 exemplificativo aumentou a eficacia sobre o anti-
MUC16xCD3 sozinho (Tabelas 23 a 25 e Figura 4A).

[0246] A Tabela 23 resume o0 nivel de bioluminescéncia no dia 4
apos a implantacao do tumor no segundo modelo xenogénico OVCAR-
3/Luc.

TABELA 23: MODELO OVCAR-3/LUC. NiVEL DE BIOLUMINESCEN-
CIA NO DIA 4 APOS IMPLANTACAO DE TUMOR

Anticorpo (mg/kg) Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] 4 dias pds-implantacdo (média + SEM)
controle de ligagdo ao CD3 (0,5) 3,65 x 10° + 5,50 x 10*
Anti-MUC16xCD3 (0,5) 3,76 x10° £ 2,40 x 10*
Controle de ligagao a CD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) 2,71 x10° £ 2,65 x 10*
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) 3,18 x 10° + 4,45x 10*
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (1) 3,07 x 10° + 4,37x 10*
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (0,2) 2,86 x 10° + 4,95x 10*

[0247] A Tabela 24 resume o nivel de bioluminescéncia no dia 25
apos a implantacédo do tumor no segundo modelo xenogénico OVCAR-
3/Luc

TABELA 24: MODELO OVCAR-3/LUC. NIVEL DE BIOLUMINESCEN-
CIA NO DIA 34 APOS IMPLANTACAO DE TUMOR

Anticorpo (mg/kg) Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] 34 dias po6s-implantagdo (média + SEM)
controle de ligagdo ao CD3 (0,5) 1,79 x 107 +2,17 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (0,5) 9,60 x 10* + 4,55 x 10*
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) 2,34x 10" +1,12 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) 2,45 x 10° £ 4,49 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (1) 1,62 x 10° 2,32 x 10°
Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (0,2) 1,29 x 10° + 4,77 x 10*

[0248] A Tabela 25 resume a Fold Change em BLI entre 0 Dia 4 e
o Dia 34 apés a implantacdo de tumor no primeiro modelo xenogénico
OVCAR-3/Luc.
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TABELA 25: MODELO OVCAR-3/LUC. FOLD CHANGE EM BLI ENTRE
O DIA 4 E O DIA 34 APOS A IMPLANTACAO DE TUMOR

Fold Change na Radiancia Média [p/s/cm2?/sr] do Dia 4 ao D34 po6s-

Anticorpo (mg/k
po (mg/kg) implantagdo (média + SD)

controle de ligagdo ao CD3 (0,5) 51,35+ 27,59

Anti-MUC16xCD3 (0,5) -0,64 +0,31

Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) 64,62 + 36,38

Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (5) -0,97 £ 0,04

Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (1) -0,99 +0,02

Anti-MUC16xCD3 (0,5) + anti-MUC16xCD28 (0,2) -1,00 + 0,00

[0249] Outros resultados do segundo modelo xenogénico usando
diferentes dosagens sdo mostrados na Figura 3A. Os camundongos
tratados com MUC16xCD3 a 2,5 ug no dia 5 e 8 ap6s o implante do
tumor reduziram significativamente a carga do tumor em comparacao
com os camundongos tratados com um anticorpo de controle de ligagao
a CD3 (EGFRvVIIIXCD3), mas néo limparam completamente as células
tumorais OVCAR-3/Luc (Figura 3A). A combinagdo de MUC16xCD3 a
2,5 ug com MUC16xCD28 a 100 pg inibiu ainda mais o crescimento do
tumor com rejeicdo mais duravel de células tumorais ao longo do tempo
(Figura 3A). No mesmo experimento, 0s niveis séricos de citocinas tam-
bém foram obtidos. A Figura 3B mostra os niveis de citocinas (pg/ml)
em camundongos tratados com diferentes anticorpos e/ou combinacdes
de anticorpos. A Figura 3C mostra a carga tumoral e a correlacdo com
0s niveis de CA-125 no soro no dia 26.

[0250] Para testar a capacidade dos biespecificos de CD28 e CD3
de promover o exterminio do tumor in vivo, foi utilizado o modelo de
tumor OVCAR-3 ovariano intraperitoneal xenogénico bem estabelecido.
Nesse modelo, as células tumorais sao introduzidas em camundongos
imunodeficientes que séo reconstituidos com PBMCs humanas. Como
outras linhas de células de cancer de ovario, as células OVCAR-3 ex-
pressam MUC16. Antes da implantacdo, as células OVCAR-3 foram

projetadas com um reporter de luciferase para permitir o rastreamento
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in vivo do crescimento do tumor ao longo do tempo usando biolumines-
céncia (BLI). Os tumores OVCAR-3 implantados cresceram ininterrup-
tamente em camundongos tratados com EGFRVIIIXCD3 biespecifico,
um controle CD3-biespecifico que ndo se ligou a essas células, e em
camundongos tratados apenas com o MUC16xCD28 biespecifico (Fi-
gura 3A). Embora o biespecifico MUC16xCD3 sozinho tenha demons-
trado atividade antitumoral significativa, ndo eliminou completamente os
tumores OVCAR-3 (Figura 3A), enquanto a adicdo do biespecifico
MUC16xCD28 ao biespecifico MUC16xCD3 aumentou o efeito antitu-
moral in vivo (Figura 3A) em relagcdo ao MUC16xCD3 sozinho. Consis-
tente com a atividade antitumoral aumentada, a combinac&do de ambos
os biespecificos também aumentou a secrec¢ao de citocinas circulantes
(Figura 3B).

[0251] Os biespecificos MUC16 se ligam ao "nd" remanescente de
MUC16 (o remanescente da superficie celular apds a clivagem e libera-
cdo de CA-125) na superficie da célula de cancer de ovério apds a cli-
vagem proteolitica ter liberado o biomarcador de cancer de ovario prog-
nostico CA-125 (I. Mylonas et al., Immunohistochemical expression of
the tumour marker CA-125 in normal, hyperplastic and malignant endo-
metrial tissue. Anticancer Res 23, 1075-1080 (2003)), mas nao se liga
ao CA-125 solavel (Figuras 9A e 9B). Para determinar se o biespecifico
MUC16xCD28 perturbou a capacidade de usar CA-125 como um bio-
marcador para carga de tumor ovariano, os niveis de CA-125 nos ca-
mundongos foram medidos. Os niveis de CA-125 estéo correlacionados
com a carga tumoral, independentemente do tratamento. Os niveis mais
baixos de CA-125 foram observados nos camundongos tratados com a
combinacao de biespecificos (Figura 3C), conforme demonstrado ante-
riormente para MUC16xCD3 biespecifico.

MODELO DE CAMUNDONGO SINGENICO

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
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[0252] Estudos singénicos foram realizados em camundongos ge-
neticamente modificados para expressar CD3 humano e uma por¢ao de
MUC16 humano para os estudos MC38 usando a tecnologia Veloci-
Gene®, conforme descrito anteriormente (Valenzuela et al., (2003) Nat.
Biotechnol. Junho; 21(6):652-9), (Crawford A, Haber L, Kelly MP,
Vazzana K, Canova L, Ram P, Pawashe A, Finney J, Jalal S, Chiu D,
Colleton CA, Garnova E, Makonnen S, Hickey C, Krueger P, Delfino F,
Potocky T, Kuhnert J, Godin S, Retter MW, Duramad P, MacDonald D,
Olson WC, Fairhurst J, Huang T, Martin J, Lin JC, Smith E, Thurston G,
Kirshner JR. A Mucin 16 bispecific T cell-engaging antibody for the trea-
tment of ovarian cancer. Science Translational Medicine 19 de junho de
2019: Vol. 11, Edicao 497, eaau7534). Camundongos que expressam
CD3 humano, CD28 humano e uma por¢cdo de MUC16 humano foram
usados para os estudos ID8-VEGF. Para a humanizagao de CD3, um
vetor de direcionamento foi projetado para substituir as porcdes extra-
celulares dos genes CD3 de camundongo (yd€) com a regido humana
correspondente dos genes. Para a humanizacdo de CD28, um vetor de
direcionamento foi projetado para substituir as por¢coes extracelulares
do gene CD28 de camundongo com a regido humana correspondente
do gene. Para MUC16, as repeticoes de SEA 13-17 do camundongo
foram substituidas pelas repeticdes de SEA 12-16 humanas. Para cada
camundongo humanizado, o alvejamento correto do gene em clones de
células estaminais embrionarias (ES) F1H4 (hibrido C57BL/6 x 129) foi
identificado por um ensaio de perda de alelo conforme descrito anterior-
mente (Poueymirou et al (2007), Nat Biotechnol, jan;25(1):91-9). Células
ES alvejadas foram injetadas em embribes Swiss Webster em estagio
de 8 células para produzir camundongos heterozigotos de geracéo to-
talmente FO para reproducdo com camundongos C57BL/6N (Taconic,

Rensselaer, NY) até homozigose. Os camundongos que expressam a
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por¢cao extracelular humana de CD3 (yd¢), a porcao extracelular hu-
mana de CD28 e uma por¢ao de MUC16 humano foram entdo criados
para homozigose (referido como hCD3/hMucl6 ou camundongos hu-
manizados hCD3/hCD28/hMUC16).

[0253] Para examinar a eficacia em um modelo imunocompetente,
um camundongo knock-in foi gerado. As células T desse camundongo
expressam CD3 humano, e no lugar de MUC16 murino, uma molécula
guimérica € expressa que contém uma porcdo de MUC16 humano a
qual o anticorpo biespecifico exemplificativo da invencéo se liga. Assim,
a molécula anti-MUC16xCD3 pode ser usada neste estudo. Para inves-
tigar se a adicdo de uma molécula biespecifica de CD28 de direciona-
mento pode aumentar a eficacia nesses camundongos, um anticorpo
biespecifico substituto também foi gerado. O anticorpo substituto reco-
nheceu MUC16 humano, mas CD28 murino, para examinar os efeitos
da coestimulacdo de CD28 e as vezes € referido como anti-
MUC16xmCD28. Para o modelo de tumor singénico, foi usada a linha
de células MC38 projetada para expressar uma por¢cdo de MUC16 hu-
mano. Os camundongos foram implantados com as células
MC38/huMUC16 por via subcutanea (SC) e tratados com 0,01 mg/kg de
anti-MUC16xCD3 no dia da implantacdo, duas vezes por semana até o
dia 21. O tratamento com 0,01 mg/kg de anti-MUC16xCD3 resultou em
eficacia antitumoral significativa e a adicdo de MUC16xmCD28 aumen-
tou esse efeito. (Consultar as Figuras 6A, 6B, 6C e 6D). Implantacao e
medi¢&o de tumores singénicos

[0254] Camundongos que expressam CD3 humano e uma quimera
humana-murina de MUC16 nos loci de camundongo correspondentes
foram implantados com 1 x 108 células MC38/huMUC16 subcutanea-
mente. Os camundongos foram administrados com anti-MUC16xCD3
ou um controle de isétipo intraperitonealmente (IP) com ou sem um an-

ticorpo biespecifico substituto que reconhece MUC16 humano e CD28
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de camundongo, duas vezes por semana ao longo do estudo até o dia
21. O tratamento comegou no dia da implantagdo. O crescimento de
tumor foi medido com compassos duas vezes por semana. Os camun-
dongos foram sacrificados 50 dias ap0s a implantacdo de tumor.

CALCULO DO CRESCIMENTO E INIBICAO DO TUMOR SINGENICO

[0255] A fim de determinar o volume do tumor com um compasso

externo, o maior diametro longitudinal (comprimento) e o maior diametro
transversal (largura) foram determinados. O volume de tumor com base
em medic¢cdes de compasso foi calculado pela formula: Volume = (com-
primento x largura?)/2. O crescimento do tumor foi monitorado ao longo
do tempo com o uso de medidas de calibre de diametro X e Y. Os ca-
mundongos foram sacrificados quando o tamanho do tumor era maior
que 2000 mm3. A significancia estatistica foi determinada utilizando um
teste t de Mann-Whitney nao paramétrico ndo emparelhado.
RESULTADOS

[0256] Os tamanhos de tumor no modelo MC38/huMUC16 sob dife-
rentes tratamentos foram resumidos na Tabela 26.

TABELA 26: MODELO MC38/HUMUC16. TAMANHO DE TUMOR
(MM3) NO DIA 21

Anticorpo (ug) Tamanho do tumor (mm?®) (média + SEM)

Controle de is6tipo (0,5) 1191 + 424

Anti-MUC16xCD3 (0,01) 639,5+186,8

Anti-MUC16xmCD28 (0,5) 648,5 +129,7

Anti-MUC16xCD3 (0,01) + anti-MUC16xmCD28 (0,5) 167,3 +71,9

[0257] Foi testado se o0s anticorpos biespecificos anti-
MUC16xCD28 exemplificativos da invengao poderiam aumentar a efica-
cia antitumoral de MUC16xCD3 em um modelo de camundongo singé-
nico em camundongos com um sistema imunoldgico totalmente intacto.
Os camundongos foram geneticamente modificados para expressar
CD3 humano e MUC16 humano no lugar dos genes de camundongo
usando a tecnologia Velocigene (Crawford A, Haber L, Kelly MP,

Vazzana K, Canova L, Ram P, Pawashe A, Finney J, Jalal S, Chiu D,
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Colleton CA, Garnova E, Makonnen S, Hickey C, Krueger P, Delfino F,
Potocky T, Kuhnert J, Godin S, Retter MW, Duramad P, MacDonald D,
Olson WC, Fairhurst J, Huang T, Martin J, Lin JC, Smith E, Thurston G,
Kirshner JR. A Mucin 16 bispecific T cell-engaging antibody for the trea-
tment of ovarian cancer. Science Translational Medicine 19 de junho de
2019: Vol. 11, Edicdo 497, eaau7534). A linha celular de carcinoma do
célon MC38 foi projetada para expressar MUC16 humano
(pLVX.EF1a.MUC16, MC38/hMUC16) e implantada subcutaneamente.
Os camundongos foram administrados por injecdo intraperitoneal 2x por
semana comecando no dia do implante (dia 0) com controle de is6tipo
(Iso Citrl), 0,01 mg/kg de MUC16xCD3, 0,5 mg/kg de MUC16xmCD28
ou combinacdo. O crescimento do tumor foi monitorado ao longo do
tempo (Figura 6A). A monoterapia com MUC16xCD3 ou MUC16xCD28
inibiu significativamente o crescimento do tumor. O crescimento do tu-
mor foi ainda significativamente inibido pelo tratamento de combinacéo
de MUC16xCD3 e MUC16xCD28 (Tabela 26). No mesmo experimento,
0S niveis séricos de citocinas também foram obtidos. A Figura 6B mos-
tra os niveis de citocinas em camundongos tratados com diferentes an-
ticorpos e/ou combinagdes de anticorpos.

[0258] Camundongos humanizados adequados MC38/hMUC16 re-
ceberam células tumorais implantadas e foram tratados com controle,
os biespecificos CD3 ou CD28 individuais ou as combinacdes (Figuras
6A, 6C e 6D). No modelo de tumor MUC16, a combinacéo de biespeci-
ficos CD3 e CD28 forneceu as melhores respostas antitumorais (Figura
6A), como também foi observado em ensaios de producéo de citocinas
(Figuras 6C e 6D).

[0259] Para investigar se a adicdo de um direcionamento do condu-
tor MUC16xCD28 pode aumentar a eficacia em um modelo singénico,
camundongos que expressam CD3 humano e no lugar de MUC16 mu-

rino, CD28 humano no lugar de CD28 murino e uma molécula quimérica

Peticio 870210048704, de 28/05/2021, pég. 201/248



125/150

gue contém uma porcédo de MUC16 humano na qual foram usados os
anticorpos biespecificos exemplificativos da invencao. A linha de células
ID8-VEGF foi projetada para expressar MUC16 humano (ID8-
VEGF/hMUC16) e implantada intraperitonealmente. Os camundongos
foram doseados nos dias 3, 6 e 10 apos a implantacdo do tumor com 1
mg/kg de EGFRVIIIXCD3 ou MUC16xCD3 sozinho ou em combinacgao
com MUC16xCD28. O crescimento do tumor foi monitorado usando ga-
nho de peso (Figura 5). O crescimento do tumor foi inibido por
MUC16xCD3 e a combinagdo com MUC16xCD28 atrasou ainda mais o
crescimento do tumor.

[0260] Notavelmente, diferente das andlises in vitro anteriores em
gue os biespecificos de CD28 tinham atividade de agente Unico muito
limitada (consultar acima), os biespecificos de CD28 nesses modelos
MC38/hMUC16 singénicos tinham atividade mais notavel como agentes
unicos. Isso sugeriu que o “sinal 1” ja estava sendo ativado em algum
grau nesse modelo MC38. Consistente com isso, foi anteriormente de-
monstrado que as células tumorais MC38 expressam altos niveis de
proteinas retrovirais enddgenas reativadas, como p15E, e que camun-
dongos C57BL6 podem gerar células T endégenas que reconhecem e
respondem a esse neoepitopo (J. C. Yang, D. Perry-Lalley, The enve-
lope protein of an endogenous murine retrovirus is a tumor-associated
T-cell antigen for multiple murine tumors. J Immunother 23, 177-183
(2000); H. J. Zeh, 32, D. Perry-Lalley, M. E. Dudley, S. A. Rosenberg, J.
C. Yang, High avidity CTLs for two self-antigens demonstrate superior
in vitro and in vivo antitumor efficacy. J Immunol 162, 989-994 (1999)).
Na verdade, foi confirmado que, nos modelos MC38, células T intratu-
morais responsivas a esse neoantigeno p15E poderiam ser facilmente
detectadas. Assim, os CD28-biespecificos nesse modelo de tumor sin-
génico de MUC16 podem impulsionar as respostas de células T depen-

dentes de TCR/CD3 endbdgenas, que podem, entdo, ser adicionalmente
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intensificadas ao fornecer ativacéo de "sinal 1" adicional por meio de um
anticorpo biespecifico CD3.

[0261] Ha muito se reconhece que a ativacao de células T por meio
do complexo TCR ("sinal 1") pode ser acentuadamente aumentada por
sinais coestimuladores, como aqueles mediados quando o receptor
CD28 nas células T envolve seus ligantes (CD80/B7.1 e CD86/B7.2) em
células alvo ("sinal 2") (J. H. Esensten, Y. A. Helou, G. Chopra, A. Weiss,
J. A. Bluestone, CD28 Costimulation: From Mechanism to Therapy.
Immunity 44, 973-988 (2016)). De acordo com os dados divulgados no
presente documento, o potencial para a coestimulacdo de CD28 para
aumentar a atividade antitumoral de células T foi demonstrado pela
primeira vez por estudos em que ligantes B7 foram superexpressados
em células tumorais (R. H. Schwartz, Costimulation of T lymphocytes:
the role of CD28, CTLA-4, and B7/BB1 in interleukin-2 production and
immunotherapy. Cell 71, 1065-1068 (1992); L. Chen et al., Costimulation
of antitumor immunity by the B7 counterreceptor for the T lymphocyte
molecules CD28 and CTLA-4. Cell 71, 1093-1102 (1992)), which
showed improved T cell rejection of such B7-expressing tumors. Esse
potencial inspirou esfor¢os para avaliar anticorpos ativadores de CD28
em testes em humanos. Tragicamente, o ensaio de 2006 de tal
anticorpo (TGN1412) resultou em complica¢gées com risco de vida em
todos os seis voluntarios humanos (G. Suntharalingam et al., Cytokine
storm in a phase 1 trial of the anti-CD28 monoclonal antibody TGN1412.
N Engl J Med 355, 1018-1028 (2006)), devido a faléncia de multiplos
orgaos resultante da sindrome de liberacdo macica de citocinas (CRS).
Essa catastrofe levou a interrupcdo de qualquer teste adicional de
anticorpos ativadores de CD28 em humanos.

[0262] Os anticorpos biespecificos de CD28 que nado ativariam
diretamente o CD28, a menos que agrupados nas superficies das

células tumorais, ofereciam a possibilidade de promover a
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coestimulacao apenas no local do tumor, sem a toxicidade sistémica dos
anticorpos ativadores de CD28 convencionais. Versdes iniciais de tais
biespecificos CD28 foram propostas e avaliadas na década de 1990 (C.
Renner et al.,, Cure of xenografted human tumors by bispecific
monoclonal anticorpos and human T cells. Science 264, 833-835 (1994);
G. Jung et al., Local immunotherapy of glioma patients with a
combination of 2 bispecific antibody fragments and resting autologous
lymphocytes: evidence for in situ t-cell activation and therapeutic
efficacy. Int J Cancer 91, 225-230 (2001); M. Brandl, L. Grosse-Hovest,
E. Holler, H. J. Kolb, G. Jung, Bispecific antibody fragments with CD20
X CD28 specificity allow effective autologous and allogeneic T-cell
activation against malignant cells in peripheral blood and bone marrow
cultures from patients with B-cell lineage leukemia and lymphoma. Exp
Hematol 27, 1264-1270 (1999)); no entanto, a tecnologia inicial
disponivel na época exigia reticulacdo quimica ou fusdes de
hibrido/hibridoma para criar os bioterapéuticos propostos, e resultou em
reagentes subideais que tinham atividade profunda por conta propria,
independente de seu agrupamento em células tumorais (uma
reminiscéncia dos anticorpos convencionais CD28, presumivelmente
devido a agregacao nado especifica desses biespecificos). Além disso,
essas abordagens iniciais também exigiam a pré-ativacao de células T
in vitro, a fim de observar qualquer atividade antitumoral in vivo. Juntos,
os resultados clinicos catastréficos com o anticorpo ativador de CD28
TGN1412, bem como as limitacdes dessas abordagens biespecificas
iniciais de CD28, dissuadiram a exploracdo adicional dessas
abordagens.

[0263] E descrita no presente documento uma nova classe de
anticorpos biespecificos coestimuladores de CD28 que podem
promover marcadamente e com seguranca a atividade antitumoral,

fornecendo um "sinal 2" coestimulador. Esses CD28-biespecificos tém
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atividade limitada por conta prépria (na auséncia de "sinal 1"), mas
podem aumentar marcadamente a atividade antitumoral no cenério de
"sinal 1", como pode ser fornecido pelo emparelhamento desses CD28-
biespecificos com a classe emergente de CD3-biespecificos (ou se
esses CD28-biespecificos forem usados em ambientes em que ja
existem populacdes endodgenas de células T tumorais especificas). A
geracao, teste e sucesso dessa nova abordagem biespecifica de CD28
dependeram (1) da utilizacdo de uma plataforma inovadora biespecifica
gue foi inicialmente desenvolvida para produzir biespecificos CD3 e que
foi recentemente validada tecnologicamente (E. J. Smith et al., A novel,
native-format bispecific antibody triggering T-cell killing of B cells is
robustly active in mouse tumor models and cynomolgus monkeys. Sci
Rep 5, 17943 (2015)) e clinicamente (A. Crawford et al., REGN4018, a
novel MUC16xCD3 bispecific T-cell engager for the treatment of ovarian
cancer. Proceedings of the American Association for Cancer Research
Annual Meeting 2018, (2018)) (Clinicaltrials.gov: NCT02290951,
Clinicaltrials.gov: NCT03564340) para esses biespecificos CD3, e que
foi entdo adaptado de modo a produzir com eficiéncia biespecificos
CD28 que exibem atividade minima na auséncia de um “sinal 1’
especifico; (2) do desenvolvimento de multiplos xenogénicos e
singénicos geneticamente humanizados (D. M. Valenzuela et al., High-
throughput engineering of the mouse genome coupled with high-
resolution expression analysis. Nat Biotechnol 21, 652-659 (2003); W.
T. Poueymirou et al., FO generation mice fully derived from gene-
targeted embryonic stem cells allowing immediate phenotypic analyses.
Nat Biotechnol 25, 91-99 (2007)) modelos de tumor animal para avaliar
esses biespecificos CD28 por conta propria € em combinacdo com
biespecificos CD3; e (3) juntamente com um conhecimento muito mais
profundo da sindrome de liberacdo de citocina e seu desenvolvimento

clinico (A. Shimabukuro-Vornhagen et al., Cytokine release syndrome.
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J Immunother Cancer 6, 56 (2018); D. W. Lee et al., Current concepts in
the diagnosis and management of cytokine release syndrome. Blood
124, 188-195 (2014); C. L. Bonifant, H. J. Jackson, R. J. Brentjens, K. J.
Curran, Toxicity and management in CAR T-cell therapy. Mol Ther
Oncolytics 3, 16011 (2016)) a validacdo de um modelo de macaco no
qual qualquer toxicidade potencial desses biespecificos de CD28
poderia ser comparada a dos anticorpos ativadores de CD28
convencionais.

[0264] S&o descritos no presente documento a geracao e o teste de
anticorpos biespecificos coestimuladores TSAXCD28 alvejados contra
um TSAs para o cancer de ovario (MUC16xCD28). Foi demonstrado
que, na auséncia do “sinal 1”, esses CD28-biespecificos tém atividade
minima, in vitro ou in vivo. No entanto, esses biespecificos CD28 podem
ser emparelhados com biespecificos CD3 para formar "sinapses
imunes" artificiais contendo os antigenos tumorais, bem como os
complexos TCR e CD28. Além disso, quando emparelhados com
biespecificos CD3 apropriados in vitro, esses biespecificos de CD28
podem promover de maneira eficiente e especifica a ativacao de células
T e a morte de células tumorais de uma maneira dependente de
antigeno. Além disso, esses biespecificos CD28 também intensificam
de forma eficiente a atividade antitumoral de biespecificos CD3 in vivo,
de uma maneira especifica para antigeno tumoral, em modelos de tumor
singénico; em tais modelos, os biespecificos CD28 tém atividade de
agente Unico minima, a menos que células T especificas de tumor ja
estejam presentes e, em tais configuracbes, as mesmas parecem
aumentar essa atividade especifica de uma maneira dependente de
antigeno tumoral. Além disso, a terapia de combinacdo TSAXCD28 e
TSAxCD3 impulsiona significativamente a expansao de um fenoétipo de
célula T ativada/memoria intratumoral in vivo. Finalmente, estudos de

toxicologia em camundongos imunocompetentes geneticamente
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humanizados, bem como em macacos cynomolgus, demonstram que
esses biespecificos exibem atividade limitada e nenhuma toxicidade
como agentes Unicos, em comparagao com 0s anticorpos ativadores de
CD28 convencionais.

[0265] Frequentemente, a caracterizacdo de candidatos clinicos
especificos para seres humanos no campo da imuno-oncologia é
limitada a testes em modelos de tumor xenogénico com células imunes
humanas enxertadas. Embora esses modelos xenogénicos (como o
modelo OVCARR3 utilizado) possam ser muito Uteis, eles tém limitacdes.
Os camundongos usados em tais modelos xenogénicos ndo expressam
o0 tumor alvo humano em seus tecidos normais, impedindo, assim, a
avaliacdo do agente de teste no contexto da expresséo do alvo no tecido
normal. Na verdade, se um alvo também for expressado normalmente
em niveis elevados em tecidos normais, isso pode limitar a eficacia
antitumoral, desviando o agente de teste do tumor, e pode resultar em
toxicidade nesses tecidos normais - nada disso pode ser avaliado em
um modelo xenogénico. Uma limitacdo adicional pode envolver a
atividade das células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMCs) enxertadas, transferidas para um  camundongo
imunodeficiente, que podem diferir das células T hospedeiras normais
encontradas em um sistema imunodeficiente. Para superar essas
limitacdes e fornecer melhores modelos para testar candidatos clinicos
especificos para seres humanos, camundongos geneticamente
humanizados duplos e triplos foram criados. Nesses modelos, os
antigenos tumorais foram geneticamente humanizados para permitir
sua expressao normal em tecidos hospedeiros apropriados (para
MUC16), e os componentes CD3 e/ou CD28 foram geneticamente
humanizados para permitir que células hospedeiras imunocompetentes
respondessem aos candidatos clinicos especificos para seres

humanos. Nesses modelos animais singénicos imunocompetentes
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geneticamente humanizados, foi verificado que, assim como 0s
modelos animais xenogénicos, os biespecificos CD28 para o alvo
tumoral MUC16 aumentaram a atividade antitumoral dos seus
biespecificos CD3 apropriados. O aumento semelhante da eficacia
antitumoral pelos diferentes biespecificos de TSAXCD28 (por exemplo,
MUC16 e PSMA (dados ndo sdo mostrados)) em varios modelos pré-
clinicos sugere que essa modalidade terapéutica é robusta e nao
limitada a um modelo de tumor especifico e poderia ter uma utilidade
mais ampla como uma nova classe alvo de combinacdo para
imunoterapia. No geral, os resultados destacam que os biespecificos
TSAxXCD28 podem realizar sinergia com os biespecificos TSAXCD3 e
podem fornecer uma solucdo biolégica que poderia aumentar
significativamente a eficacia dos biespecificos TSAXCD3 bem
estudados, de uma maneira razoavelmente segura e bem tolerada,
justificando o teste em ensaios em humanos.

[0266] Os biespecificos TSAxXCD3 representam uma classe
emergente promissora de imunoterapia, mas a otimizagao adicional da
atividade antitumoral certamente serd necessaria em muitos casos.
Assim como as abordagens de CAR-T empregaram receptores
guiméricos que ativam artificialmente o "sinal 1" e o "sinal 2" para
melhorar sua atividade antitumoral (E. A. Zhukovsky, R. J. Morse, M. V.
Maus, Bispecific antibodies and CARSs: generalized immunotherapeutics
harnessing T cell redirection. Curr Opin Immunol 40, 24-35 (2016); S. L.
Maude et al., Tisagenlecleucel in Children and Young Adults with B-Cell
Lymphoblastic Leukemia. N Engl J Med 378, 439-448 (2018)), é
mostrado agora o beneficio potencial de combinar CD3-especificos (que
fornecem "sinal 1") com CD28-biespecificos (que fornecem "sinal 2")
para melhorar a atividade antitumoral. Além dos beneficios praticos que
tal abordagem pode ter em relacéo as terapias de CAR-T - em que néo

requer uma preparacdo de terapia celular laboriosa que deve ser
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personalizada individualmente para cada paciente, nem requer que 0s
pacientes sejam preventivamente "linfodepletados” via quimioterapia
toxica para que 0S mesmos possam aceitar essa terapia celular
frequentemente associada a efeitos adversos (A. Shimabukuro-
Vornhagen et al., Cytokine release syndrome. J Immunother Cancer 6,
56 (2018); C. H. June, R. S. O'Connor, O. U. Kawalekar, S. Ghassemi,
M. C. Milone, CAR T cell immunotherapy for human cancer. Science
359, 1361-1365 (2018)) — a abordagem biespecifica de acordo com a
invencao oferece o potencial para maior eficdcia, bem como maior
seguranca e especificidade de acédo. Ou seja, é possivel tirar vantagem
do “alvejamento combinatério”, emparelhando um CD3-biespecifico
para um antigeno com um CD28-biespecifico especifico para um
segundo antigeno - a eficacia aumentada sO ocorrerd em células
tumorais que expressam ambos os antigenos - focando, assim, em
morte de célula T apenas para células tumorais que expressam ambos
0s antigenos, enquanto limita a "toxicidade fora do alvo" em tecidos
normais que expressam apenas um dos antigenos. Coletivamente, os
dados divulgados neste documento sugerem que a combinacédo de
biespecificos a base de CD28 com biespecificos a base de CD3 pode
fornecer solugdes bioldgicas “disponiveis no mercado" bem toleradas,
com atividade antitumoral marcadamente aumentada e sinérgica. O
teste inicial dessa possibilidade em humanos ocorrera esse ano.
EXEMPLO 9. MUC16XCD28 SOZINHO OU EM TERAPIA DE COMBI-
NACAO NAO INDUZ A ATIVACAO DE CELULAS T SISTEMICAS EM
COMPARACAO COM O SUPERAGONISTA CD28 EM MACACOS
CYNOMOLGUS

[0267] Anticorpos MUC16xCD28 exemplificativos da invencao po-

tencializam a ativacdo de MUC16xCD3 de células T de macacos cyno-
molgus (Figuras 2F a 2H). Para determinar a seguranca e a tolerabili-

dade dos anticorpos biespecificos anti-MUC16xCD28 exemplificativos
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da invencéo sozinhos ou em combinagdo com anti-MUC16xCD3, um
estudo de toxicidade de dose Unica foi realizado em macacos cynomol-
gus. Macacos cynomolgus fémeas ou machos foram atribuidos a grupos
de tratamento conforme indicado na Tabela 27.

[0268] O estudo em macacos cynomolgus foi conduzido de acordo
com as diretrizes do IACUC. Macacos cynomolgus machos (3 ani-
mais/grupo) receberam uma dose Unica de cada artigo de teste por meio
de infus&o intravenosa por aproximadamente 30 minutos (o tratamento
de combinacéo foi administrado como infusdo separada por um total de
1 hora). A avaliacdo da toxicidade foi baseada em observacdes clinicas,
consumo alimentar qualitativo, peso corporal, exames neuroldgicos, Si-
nais vitais (temperatura corporal, frequéncia cardiaca, oximetria de
pulso e frequéncia respiratdria) e patologia clinica e anatémica. Amos-
tras de sangue e tecido foram coletadas para analise de citocinas, ana-
lise de imunofenotipagem, histopatologia e avaliacdo toxicocinética. Os
niveis de PCR foram analisados em um sistema Roche Modular P 800.
As citocinas foram medidas por Meso Scale Diagnostics (MSD,
Rockville, MD). Para a citometria de fluxo sanguineo periférico, o san-
gue foi coletado em tubos de EDTA de potéssio, lisado, corado com anti-
CD3, anti-Ki67 e anti-ICOS (BD Biosciences), e analisado com FACS
Canto Il.

[0269] Os animais receberam uma dose Unica de cada artigo de
teste por meio de infuséo intravenosa por aproximadamente 30 minutos
(o tratamento de combinacédo foi administrado como infusdo separada
por um total de 1 hora). A avaliacédo da toxicidade foi baseada em ob-
servacgdes clinicas, consumo alimentar qualitativo, peso corporal, exa-
mes neuroldgicos, sinais vitais (temperatura corporal, frequéncia cardi-
aca, oximetria de pulso e frequéncia respiratoria) e patologia clinica e
anatbmica. Amostras de sangue e tecido foram coletadas para analise

de citocinas, analise de imunofenotipagem de FACS, histopatologia e
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avaliacdo toxicocinética. Nenhuma liberacdo significativa de citocina,
marginalizacdo de células T ou regulacdo crescente do marcador de ati-
vacao de células T foi observada ap6s administragédo de dose Unica de
anti-MUC16xCD28 exemplificativo da invencdo a 1 ou 10 mg/kg,
MUC16xCD3 a 1 ou 10 mg/kg ou tratamentos de combinacéo. A Tabela
27 resume diferentes leituras, incluindo nimeros absolutos de células
T, marcador de ativacao de células T (ki67), niveis de PCR e citocinas
séricas do sangue obtido no ponto de tempo indicado de animais indivi-
duais. Além disso, esses resultados foram validados usando ensaios de
proliferacdo de células T humanas com revestimento seco e umido, que
demonstraram que a ancoragem de MUC16xCD28 em placas de ensaio
usando um método de revestimento seco ou Umido ndo induz a ativacao
de células T na auséncia de estimulo CD3 em contraste com um anti-
corpo superagonista CD28 (Figura 7). Na verdade, verificou-se que o0s
anticorpos biespecificos anti-MUC16xCD28 exemplificativos da inven-
¢céo, bem como os anticorpos CD28 bivalentes parentais, ndo consegui-
ram induzir a proliferagéo de células T humanas em compara¢cdo com o
anticorpo superagonista CD28. No geral, o estudo de toxicologia de
dose Unica exploratorio em ensaios baseados em células T de macacos
e seres humanos in vitro sugerem que os anticorpos biespecificos anti-

MUC16xCD28 exemplificativos da invencao sao seguros e bem tolera-

-
Qualquer E3) Células T Ki67+| PCR | Citocinaplasmética 5 horas ap6s a
nede | pia1-obs. | ©OPS: H (E31) (mg/dl) dose (pg/ml)
Molécula Descrigao Dose (mg/kg) j
Animal clinica
) Pré- . IL- IL- | IFN- | TNF-
Dias 2-4 5h| Pré-teste |72h| 24h IL-8 IL-2| IL-4
teste 6 10| g a
1501 - - 2,28 167 011 |010| 138 |10| 2 | 3 [BLQ|BLQ| 7 | BLQ
REGN4018 | anti-Muc16 x CD3 (higG4) 1 1502 - - 312|171 025 |029| 79 |24f 2 | 4 |BLQ[ 4 |BLQ| BLQ
1503 - - 3,84 |1,58| 0,21 0,17 6 5| 2 |BLQ|BLQ|BLQ| 3 [ BLQ
2501 - - 3,07 |2,40, 0,13 0,20 0,4 3| 3 |BLQ|BLQ| 4 3 | BLQ
bs24963D | anti-Muc16 x CD28 (higG4) 1 2502 - - 197 273 010 |015| 01 |4 |3 (3 [BLQ| 4 | 4 | BLQ
2503 - - 1,64 |3,05| 0,10 0,19 0,2 713 4 | 46 6 4 | BLQ
REGN4018 +| anti-Muc16 x CD3 + anti- 1+1 3501 - - 2,89 |1,98| 0,19 0,10 133 (24| 3 4 | 47 4 13 | BLQ
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bs24963D Muc16 x CD28 3502 - - 1,62 |1,18] 010 |006| 133 (22| 3 |BLQ| 80 | 5 | 7 | BLQ
3503 - - 1,80 (1,37 010 [009| 98 |7 [BLQ[BLQ|BLQ| 4 | 9 | BLQ
4501 - - 2,48 (089 013 [012| 142 |11 4 [ 4 |28 | 4 | 3 | BLQ
REGN4018 | anti-Muc16 x CD3 (higG4) 10 4502 - - 1,16 |052 010 [012| 7.6 7|14 4 |31|BLQ| 6 [BLQ
4503 - - 375 |1,01] 023 |021| 25 |[5|4| 4|38 4 |4]|BQ
9501 - - 1,86 [291] 009 (017| 01 |4 |4 | 4 |BLQ| 5 |3 | BLQ
bs24963D | anti-Muc16 x CD28 (higG4) 10 9502 - - 057 [0,96 004 |007| 02 |9]| 4 (4 [BLQ|BLQ| 4 | BLQ
9503 - - 1,49 |298 018 |019| o5 |[7|4 | 5 |BLQ| 4 |3 | BLQ
6501 - - 358 [0,75] 021 [o09| 143 31| 5| 3 [BLQ[BLQ| 7 | BLQ
REGN4018 +| - anti-Muc16 x CD3 + anti- 10+10 6502 . . 398 |120| 031 |020| 146 [73| 5| 3 |BLo|BLQ] 38| BLO
bs24963D Muc16 x CD28
6503 - - 201 [0,79] 017 [010| 53 |7| 3| 3 |BLQ| 4 [BLQ| BLQ
5501 - - 1,70 (1,37 014 (023| 142 |6 | 4 | 4 |36 |[BLQ| 6 | BLQ
REGN4018 +| - anti-Muc16 x CD3 + anti- 1+10 5502 . - 311 |324] o018 |017| 55 [7|5 | 4 |BLo|BLQ| 4 | BLQ
bs24963D Muc16 x CD28
5503 - - 2,38 (1,85 020 [019| 62 |31 4 | 4 |BLQ|BLQ| 2 | BLQ
8501 - - 3,36 (1,04 026 [005| 144 |12| 4 [ 4 |BLQ| 3 |11 BLQ
REGN4018 +| anti-Muc16 x CD3 + anti- 1+ 1, repetira 8502 . . 249 [2,09 0,14 0,06 11,7 9| 4 5 |BLQ| 5 7 BLQ
bs24963D Muc16 x CD28 dosagem
8503 - - 593 |473| 031 |015| 146 |[25[ 4 | 4 |BLQ| 4 | 4 | BLQ

BLQ: Abaixo do Limite de Quantificagdo

LLOQ (limite inferior de quantificag&o): IFN-g = 37 pg/ml; TNF-a = 3 pg/ml; IL-2 = 2,4 pg/ml; IL-6 = 2 pg/ml; IL-8 = 1,7 pg/ml; IL-4 = 1,8 pg/ml; IL-10 = 3 pg/ml

[0270] Amostras de sangue foram coletadas para analise de cito-

cina e imunofenotipagem. Enquanto o CD28-SA administrado a maca-
cos induziu liberacéo significativa de citocinas, marginagao de linfocitos
e ativacdo de células T, foi notavel que nenhuma liberagéo de citocina,
marginacao de células T ou ativacdo de células T foi observada apés a
administracdo de MUC16xCD28 (Figuras 8A a 8C e Tabela 27). No
geral, essas observacdes preliminares sugerem que os biespecificos de
TSAXCD28 séo bem tolerados em primatas e ndo induzem a liberacdo
de citocinas e ativacdo de células T como é visto com CD28-SA (dados
nao sdo mostrados). Deve-se notar que estudos anteriores com CD28-
SA em macacos néo conseguiram prever a liberacdo profunda de cito-
cinas e ativacao de células T observada em seres humanos (Tegenaro
AG, www.circare.org/foiab/tgnl412investigatorbrochure.pdf), e isso foi
atribuido a menor expressao de CD28 em macacos (D. Eastwood et al.,
Monoclonal antibody TGN1412 trial failure explained by species diffe-
rences in CD28 expression on CD4+ effector memory T-cells. Br J Phar-
macol 161, 512-526 (2010)). Embora os estudos de tolerabilidade em
macacos cynomolgus possam néo ser preditivos de SRC em humanos,

os fortes sinais observados com CD28-SA em macacos sugerem que
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isso passou despercebido para Tegenaro et al. simplesmente porque
eles ndo examinaram 0s primeiros momentos apropriados em que es-
sas respostas podem ser observadas de maneira robusta.

EXEMPLO 10: LIGACAO DE BS24963D(AB MUC16 X CD28, TAMBEM
REFERIDO COMO REGN5668) E REGN4018 (MUC16 X CD3) PARA
LINHAS CELULARES QUE EXPRESSAM MUC16 HUMANO OU DE
MACACO CYNOMOLGUS, PARA CELULAS PRIMARIAS DE PBMC
HUMANA OU DE MACACO CYNOMOLGUS, E UMA LINHA DE CELU-
LAST

MATERIAIS E METODOS - SUMARIO DOS PROCEDIMENTOS EXPE-
RIMENTAIS

[0271] A andlise de citometria de fluxo foi utilizada para determinar

a ligacao de bs24963D a linhas de células de cancer de ovario humano
(OVCAR-3 e PEO1) que expressam endogenamente MUC16 humano e
de bs24963D e REGN4018 a células ID8 de camundongo projetadas
para expressar MUC16 humano ou de cynomolgus, a células 3T3 pro-
jetadas para expressar MUC16 humano, para células T humanas e de
macaco cynomolgus e para a linha de células T repérter projetada.
[0272] Resumidamente, 1 x 10° células/poco foram incubadas por
30 minutos a 4°C com uma diluicdo em série de anticorpos, incluindo
bs24963D, REGN4018 e anticorpos de controle (mAb de controle sem
ligacdo de 1gG4P-PVA anticorpo biespecifico de controle sem ponte
CD28, ou controles parentais de CD28 ou CD3).

[0273] As diluicbes de anticorpos variaram de 12,2 pM a 200 nM
para células T priméarias humanas e de macaco cynomolgus e células T
repoérter projetadas, enquanto 8,1 pM a 133 nM foram escolhidos para
células alvo MUC16".

[0274] Apos a incubagéo, as células foram lavadas duas vezes com
PBS frio contendo FBS filtrado a 1%, seguido por detec¢cédo com um anti-

IgG humano marcado com ficoeritrina (PE) (células MUC16%) ou IgG
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anti-humano marcado com Alexa647 (cé€lulas CD28").

[0275] Corante LIVE/DEAD reativo a infravermelho préximo (IR) foi
adicionado as incubacdes de células T humanas e de cynomolgus. Os
pocos que ndo continham anticorpo ou apenas anticorpo secundario
também foram usados como controles.

[0276] Apos a incubacdo com células MUC16" ou a linha de células
J.RT3.T3.5/NF-kB-Luc/1G4AB/hCD8ap/hCD28, as células foram lava-
das, ressuspensas em 200 ul de tampao FACS (PBS gelado contendo
FBS filtrado a 1% e EDTA a 1 mM) e analisadas por citometria de fluxo
em um BD FACS Canto Il

[0277] Apos A incubacdo com células T humanas ou de macaco
cynomolgus, as células foram lavadas e coradas com um coquetel de
anti-CD2, anti-CD16, anti-CD4 e anti-CD8 em tampao FACS por 20 mi-
nutos a 4 °C. Apoés a lavagem, as células foram ressuspensas em tam-
pado FACS e Dblogueadas em Live/CD2*/CD4*/CD16° ou
Live/CD2*/CD8*/CD16" e analisadas por citometria de fluxo em um BD
LSRFortessa X-20.

[0278] Para determinacdes de ECso, 0s valores de MFI medidos fo-
ram analisados usando uma equacdo logistica de quatro parametros em
uma curva de resposta de 9 pontos usando GraphPad Prism. O au-
mento de dobra no MFI maximo foi determinado tomando a raz&o entre
o MFI mais alto detectado e o MFI de pocos contendo apenas anticorpo
secundario.

[0279] A citometria de fluxo também foi usada para determinar a li-
gacao de bs24963D e um anticorpo anti-PD-L1 comercial a células de
cancer pancreatico humano MUC16", células SW1990 e SW1990/hPD-
L1. Resumidamente, 2 x 10° células foram incubadas com 5 pl (66,7 nM)
bs24963D, anti-PD-L1 (2,5 ul) ou anticorpo de controle ndo vinculativo
conjugado com AlexaFluor647 (bs24963D) ou APC (anti-PD-L1) e incu-

bado em gelo por 30 minutos. As células foram lavadas uma vez com
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tampdo de coloracéo, centrifugadas e lavadas com D-PBS. As células
foram coradas com 100 ul de diluicdo 1:1000 de corante de viabilidade
violeta fixavel LIVE/DEAD e incubadas por 15 minutos em temperatura
ambiente. As células foram lavadas 3 vezes em tamp&o de coloracéo e
ressuspensas em 100 yl de tampao de coloracdo a 1:1 e solugao de
cytofix e analisadas por citometria de fluxo usando o citbmetro Cytoflex.
A ligacao dobrada sobre a viabilidade foi calculada dividindo-se MFI de
anticorpo de interesse sobre o MFI de viabilidade sozinho.

MATERIAIS E METODOS

BIOENSAIO NF-kB LUCIFERASE REPORTER

[0280] A capacidade de bs24963D para aumentar a sinalizacéo me-

diada por TCR foi avaliada em um ensaio repérter baseado em células
T/células de apresentacdo de antigeno projetadas como mostrado na
Figura 10. Os TCRs reconhecem complexos MHC/peptideos especifi-
cos e ativam células T por meio de varios fatores de transcricdo, como
proteina ativadora 1 (AP-1), fator nuclear de células T ativadas (NFAT)
ou intensificador de-cadeia-de fator nuclear kappa-light de células B ati-
vadas (NF-kB) (Goldrath, 1999; Nature 402: 255-62) (Shapiro, 1998; J.
Immunology; 161 (12): 6455-8). A resposta da célula T é ainda mais
refinada por meio do engajamento de receptores coestimuladores,
como o CD28, que por sua vez é ativado por seus ligantes enddgenos,
CD80 ou CD86 e, subsequentemente, potencializa os sinais celulares,
como as vias controladas pela transcricdo de NF-kB fator, apés a ativa-
cédo do TCR.

[0281] Nesse ensaio, as células T manipuladas séo ativadas direta-
mente atraves do 1G4 TCR (IG4AB), que reconhece o peptideo NY-
ESO-1 157-165 (NYESO1p) em complexo com a molécula MHC de
classe | humana, HLA-A2, e h2M exibida em células 3T3 de apresen-
tacdo de antigeno geneticamente alteradas (Robbins, 2008; J. of

Immunology; 180 (9): 6116-31).A ativacdo de TCR leva a producéo de
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luciferase, que € impulsionada pelo fator de transcricdo NF-kB nas cé-
lulas T repoérter geneticamente alteradas. CD8 facilita a interacao
TCR/MHC e promove a ativacdo de células T recrutando-se a proteina
tirosina quinase especifica de linfocitos (Lck) para o complexo
TCR/CDS3, aumentando assim a sinalizacdo de TCR por meio da fosfo-
rilacdo de motivos de ativacdo baseados em tirosina imunorreceptores
intracelulares (ITAMs) (Cole, 2012; Immunology; 137 (2): 139-48) (Gui-
rado, 2002; Biochem. Biophys. Res. Comm. 291 (3): 574-81).

[0282] Diluicbes em série em duas vezes de bs24963D, controle
sem ponte (anticorpo biespecifico ndo TAAXCD28) ou um controle sem
ligacéo (39 pM a 10 nM) foram adicionadas em duplicata a 5 x 10* célu-
las T reporter geneticamente alteradas
(J.RT3.T3.5/NF-kB-Luc/1G4AB/hCD8ap/hCD28) por pogo na presenga
de 1,5x10* células apresentadoras de antigeno que eram MUC16"
(3T3/h2M/HLA-A2/NYESO1p) ou MUC16*
(3T3/hB2M/HLA-A2/NYESO1p/hMUC16). As diluicdes de anticorpos e 0
bioensaio foram realizados em meio completo (RPMI suplementado
com FBS a 10% e um coquetel de penicilina, estreptomicina e L-gluta-
mina). Os po¢os sem anticorpos foram incluidos como controles adicio-
nais e usados para calcular o aumento da atividade e os valores de
ECso. As placas foram incubadas a 37°C e CO, a 5% por 5 horas e, em
seguida, o substrato de luciferase ONE-Glo (100 pl) foi adicionado a
cada poco. A atividade da luciferase foi registrada como um sinal de
luminescéncia usando o leitor de placas ENVISION expresso como uni-
dades de luz relativa (RLU). Os valores RLU detectados foram analisa-
dos por uma equacéo logistica de 4 parametros em uma curva de res-
posta de 10 pontos usando GraphPad Prism.

[0283] O sinal de ativagdo maximo foi determinado como a resposta
RLU méaxima média detectada dentro da faixa de concentracéo de anti-

corpo testada. O aumento de dobra na atividade foi calculado como a
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razado do valor médio de RLU mais alto registrado dentro da faixa de
concentracdo de anticorpo testado sobre o valor médio de RLU regis-
trado na auséncia do anticorpo.

ENSAIOS DE ATIVACAO DE CELULAS T PARA PROLIFERACAO DE
CELULAS T E LIBERACAO DE IL-2

[0284] A capacidade de bs24963D de mediar a liberacéo de IL-2 e

a proliferacao de células T na presenca de uma concentracdo constante

de REGN4018 (avaliada nas linhas de células de cancer de ovario hu-
mano OVCAR-3 e PEO1) ou na presenca de uma concentragdo cons-
tante de cemiplimabe (avaliada em linhas de células de cancer pancrea-
tico humano [SW1990 e SW1990/hPD-L1]) foi determinado usando en-
saios de ativacao de células T com células T primarias humanas enri-
guecidas de 3 ou 2 doadores, respectivamente.

ISOLAMENTO DE CELULAS T PRIMARIAS HUMANAS

[0285] PBMC humanas foram isoladas de 4 pacotes de leucdcitos
de doadores saudaveis. Para os doadores 555014 e 555109, PBMC fo-

ram isoladas de sangue periférico usando centrifugacdo em gradiente

de densidade. Resumidamente, 15 ml de Ficoll Plaque Plus foram adi-
cionados a tubos conicos de 50 ml e, subsequentemente, 30 ml de san-
gue diluido a 1:1 com PBS contendo FBS a 2% foram colocados em
camadas na parte superior. Apds 30 minutos de centrifugacdo a 400 xg,
sem o freio, a camada de células mononucleares foi transferida para um
tubo novo, diluida 5x com PBS contendo FBS a 2% e centrifugada por
8 minutos a 300 x g. Para os doadores 555131 e 555129, PBMC foram
isoladas de sangue periférico de um doador saudavel usando EasySep
Direct Human PBMC lIsolation Kit da Stem Cell Technologies e seguindo
0 protocolo do fabricante. PBMC isoladas foram congeladas em FBS
contendo DMSO a 10%. Para o isolamento de células T CD3", frascos
congelados de PBMC foram descongelados em banho-maria a 37 °C e

diluidos em meio de estimulacéo (meio de cultura de células X-VIVO 15
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suplementado com FBS a 10%, HEPES, NaPyr, NEAA e 0,01 mM de [3-
mercaptoetanol [BME]) contendo 50 U/ml de Benzonase® Nuclease. As
células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos, ressuspensas
em tampédo EasySep e isoladas usando o kit StemCell Technologies
EasySep T-Cell Isolation seguindo o protocolo do fabricante.

ENSAIO DE ATIVACAO DE CELULAS T COM CELULAS HUMANAS
OVCAR-3, PEO1, SW1990, SW1990/HPD-L1 E CELULAS T PRIMA-
RIAS HUMANAS

[0286] Células T CD3*, ressuspensas em meio de estimulacdo

(meio de cultura de células X-VIVO 15 suplementado com FBS a 10%,
HEPES, NaPyr, NEAA e 0,01 mM de BME), foram colocadas em placas
de fundo redondo de 96 pocos a uma concentracdo de 1 x 10° célu-
las/poco. As células OVCAR-3, PEO1, SW1990 ou SW1990/hPD-L1 fo-
ram tratadas com 25 ug/ml (OVCAR-3), 10 pg/ml (PEO1) ou 30 pg/ml
(SW1990 e SW1990/hPD-L1) mitomicina C para interromper a prolifera-
cdo. ApoOs incubacédo durante 1 hora a 37 °C, de CO2 a 5%, as células
tratadas com mitomicina C foram lavadas 3 vezes com D-PBS contendo
de FBS a 2%, seguido por um final de ressuspensdo em meio de esti-
mulacdo. As células OVCAR-3, PEO1, SW1990 e SW1990/hPD-L1 fo-
ram adicionadas aos pocos contendo células T CD3* a uma concentra-
cao final de 1 x 10% 2,5 x 10 células ou 5 x 10* células, respectiva-
mente, para OVCAR-3, PEO1 e ambas as células SW1990. Uma con-
centracdo constante de REGN4018 ou anticorpo biespecifico de con-
trole sem ponte de CD3 (5 nM), ou cemiplimabe ou controle de IgG4°
sem ligacdo (20 nM), foi adicionada aos pocos contendo células
OVCAR-3, PEO1, SW1990 ou SW1990/hPD-L1. Subsequentemente,
bs24963D, controle ndo TAAXCD28 ou controle de n&o ligacao, os anti-
corpos foram titulados de 7,6 pM a 500 nM em uma série de diluicdo de
1:4 e adicionados aos pocos. O ponto final da curva de concentracao de

10 pontos néo continha anticorpos e foi usado para calcular o aumento
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da atividade. Apds incubacao das placas por 72 (OVCAR-3 e PEO1) ou
96 (SW1990 e SW1990/hPD-L1) horas a 37 °C, COz a 5%, 50 pl de
sobrenadante de meio foram coletados para medir a liberacdo de IL-2
antes de tratamento com [metil-3H]-timidina para quantificar a prolifera-
cao.

[0287] Para a liberacéo de IL-2, 5 ul (para ensaios usando células
OVCAR-3 e PEO1) ou 20 pl (para ensaios usando células SW1990 e
SW1990/hPD-L1) do sobrenadante foram testados usando o kit Alpha-
LISA de IL-2 humana de acordo com o protocolo do fabricante. As me-
dicdes de IL-2 foram adquiridas no leitor de placas multilabel da Perkin
Elmer Envision e relatadas como unidades de fluorescéncia relativa
(RFU).

[0288] Para os ensaios de proliferagao, 50 pl de [Metil-3H]-Timidina
diluida a 2mCi/ml em meio de estimulagéo foram adicionados aos po¢os
e as placas foram incubadas por 6 horas (para ensaios usando células
OVCAR-3 e PEO1) ou 16 horas (para ensaios usando células SW1990
e SW1990/hPD-L1). [Metil-3H]-timidina serdo incorporados em maiores
guantidades em células em divisdo. Apoés a incubacéo, as células foram
colhidas em placas de filtro e preparadas para a medi¢éo no instrumento
Microplate Scintillation & Luminescence Counter TopCount NXT.
[0289] Todas as diluicdbes em série foram testadas em triplicado
guanto a liberacao e proliferacdo de IL-2. Os valores de ECso dos anti-
corpos foram determinados a partir de uma equacao logistica de quatro
parametros em uma curva de dose-resposta de 10 pontos com o uso do
software GraphPad Prism™. Os niveis maximos de libertacéo e prolife-
racao de IL-2 sdo dados como a resposta maxima média detectada den-
tro da faixa de dosagem testada. O aumento de dobra da liberacdo ma-
xima de IL-2 ou proliferacdo de células T mediada por bs24963D foi cal-
culado em relacéo a liberacdo maxima de IL-2 ou proliferacdo mediada

por nenhum anticorpo.
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[0290] A capacidade de bs24963D para ativar células T foi avaliada
em um ensaio no qual células apresentadoras de antigeno estimulado-
ras fornecem o sinal 1. Este ensaio usou células T reporter J.RT3.T3.5
projetadas para expressar CD8 humano, CD28 humano, um TCR des-
crito na literatura (1G4) que reconhece um peptideo NY-ESO-1
(NYESO1p) em complexo com HLA-A2, e um repoérter NF-kB-Lucife-
rase. As células apresentadoras de antigeno estimuladoras que forne-
cem o sinal 1 eram células 3T3 projetadas para expressar HLA-A2,
hB2M e NYESO1p com ou sem MUC16 humano (hMUC16). Um anti-
corpo biespecifico de controle sem ponte de CD28 (ndo TAAXCD28) e
um mAb de controle de néo ligacdo (IgG4"F"VA) foram testados em pa-
ralelo com bs24963D. A sinalizacdo de NF-kB foi medida usando um
reagente luminescente para detectar a atividade do repérter da lucife-
rase. Os resultados sao resumidos na Tabela 28.

[0291] Nesse sistema de teste, bs24963D mediou um aumento de-
pendente da concentragdo na sinalizagéo de NF-kB nas células T repor-
ter na presenca das células de apresentacdo de antigeno MUC16™; ne-
nhuma atividade foi observada usando células sem expressao de
MUC16 (Figuras 11A e 11B). Nenhum aumento na sinalizacao de NF-
kB foi observado com o anticorpo biespecifico de controle sem ponte de
CD28.

TABELA 28: SUMARIO DA ATIVACAO DE NF-KB-LUCIFERASE ME-
DIADA POR BS24963D

Células de apresentacgdo de antigeno (+/- MUC16)

Anticorpo 3T3/hp2M/HLA-A2/NYESO1p/hMUC16 3T3/hB2M/HLA-A2/NYESO1p

ECso (M) RLU Max. 2 Aumento de dobras ECso (M) RLU Méax. ? Aumento de dobras

bs24963D 2,88 x10° 254.300 2,11 ND 65.920 1,00

N&o TAAXCD28 ND 133.220 1,24 ND 64.740 1,02

a2 A RLU maxima é o valor médio de RLU mais alto observado dentro da
faixa de concentracao de anticorpos testada (39 pM a 10 nM).
b Aumento da dobra da RLU maxima mediado por bs24963D ou nédo

TAAxXCD28 foi calculado em relacdo a RLU maxima sem mediacao de
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nenhum anticorpo.

Abreviacdes: ND, ndo determinado porque ndo foi observado um
aumento dependente da concentracéo na atividade da luciferase
EXEMPLO 11. AVALIACAO DE BS24963D (ANTI-MUC16 X ANTI-
CD28) - LIBERACAO E PROLIFERACAQ DE IL-2 MEDIADA DE CELU-
LAS T PRIMARIAS HUMANAS NA PRESENCA OU AUSENCIA DE
REGN4018 (ANTI-MUC16 X ANTI-CD3) OU CEMIPLIMABE (UM ANTI-
CORPO ANTAGONISTA DE PD-1)

[0292] A capacidade de bs24963D para ativar células T primarias

humanas, conforme determinado pela liberacéo de IL-2 e proliferagéao
de células T, foi avaliada na presenca de 2 diferentes linhas de células
de cancer de ovario humano MUC16* (OVCAR-3 e PEO1). Como essas
células nao fornecem sinal 1 suficiente de uma resposta alogénica, uma
concentracao fixa de REGN4018 (um anticorpo biespecifico MUC16 X
CD23) foi incluida para fornecer o sinal 1. Os resultados para as células
OVCAR-3 e PEO1 estédo resumidos na Tabela 29 para a liberacao de
IL-2 e na Tabela 30 para a proliferacao.

[0293] A capacidade de bs24963D para ativar células T primarias
humanas, conforme determinado pela liberacéo de IL-2 e proliferagcéao
de células T, foi avaliada na presenca de uma linha de células de cancer
pancreatico humano MUC16* (SW1990) e SW1990 geneticamente al-
terada para superexpressar PD-L1 humano (SW1990/hPD-L1). Ambas
as linhas celulares fornecem uma resposta alogénica que é suficiente
para servir como sinal 1. Além disso, a capacidade de concentracoes
fixas de cemiplimabe (20 nM) para aumentar os efeitos de bs24963D
também foi avaliada. Os resultados para as células SW1990 e
SW1990/hPD-L1 estao resumidos na Tabela 31 para a liberacéo de IL-
2 e na Tabela 32 para a proliferacao.

CAPACIDADE DE BS24963D (REGN5668) PARA AUMENTAR A LIBE-
RACAO DE IL-2 E A PROLIFERACAO DE CELULAS T PRIMARIAS
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HUMANAS NA PRESENCA OU AUSENCIA DE REGN4018 COM CE-
LULAS ALVO OVCAR-3 E PEO1

[0294] Quando incubado com células cancerosas OVCAR-3 e

PEOL1, bs24963D mediou o aumento dependente da concentracdo da
liberacdo de IL-2 a partir de (Figura 12) e proliferacdo de (Figura 13)
células T humanas apenas na presenca de REGN4018. Os anticorpos
biespecificos de controle sem ponte CD3 e CD28 ndo aumentaram a
liberacdo de IL-2 na presenca ou auséncia de REGN4018.

[0295] Neste ensaio, REGN4018 a 5 nM sozinho ndo aumentou a
liberag&o de IL-2, mas mostrou um aumento moderado da proliferagao
de células T em relacéo ao controle de nao ligacao.

TABELA 29: SUMARIO DA INTENSIFICACAO DA LIBERACAO DE IL-
2 MEDIADA POR BS24963D A PARTIR DE CELULAS T PRIMARIAS
HUMANAS NA PRESENCA OU AUSENCIA DE REGN4018 COM CE-
LULAS ALVO OVCAR-3 E PEO1

Liberagdo de IL-2 de células T priméarias
Linha de Ab em concentragé&o fixa Anticorpo testadc.)’em. humanas
3 Doador concentragdes variaveis
Célula Alvo R (7,6 pM a 500 nM) IL-2 méx.? Aumento de
’ ECso (M) R
(RFU) dobras® (IL-2)
bs24963D 7,07 x 107%° 46931 20,01
REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 4741 1,89
Doador 555014
bs24963D NC 1361 2,75
Né&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 3033 6,62
bs24963D 1,22 x10° 36725 32,10
REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 1638 1,38
OVCAR-3 Doador 555109
bs24963D ND 893 1,82
Né&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 1403 2,84
bs24963D 5,90 x 1010 46209 13,08
REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 4443 1,33
Doador 555131
bs24963D NC 1814 2,71
N&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 3136 5,95
bs24963D 1,95 x10° 31024 30,30
REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 2312 2,16
Doador 555014
PEO1 bs24963D NC 2490 5,56
Né&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 2776 6,12
Doador 555109 REGN4018 bs24963D 3,10 x 10°° 16421 20,03
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N&o TAAXCD28 ND 897 1,33
bs24963D NC 2039 4,36

N&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 1360 2,35
bs24963D 2,42x10° 29217 25,70

REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 2175 1,82
Doador 555014

bs24963D NC 2911 577

N&o TAAXCD3
N&o TAAXCD28 NC 2443 4,42

a A concentracdo maxima de IL-2 é o valor médio de concentracdo de
IL-2 mais alto registrado dentro da faixa de concentragcéo de anticorpo
testado.

b Aumento da liberacdo maxima de IL-2 mediada por bs24963D, na
presenca ou auséncia de REGN4018, foi calculado em relagdo a
liberacdo de IL-2 maxima mediada por nenhum anticorpo.
Abreviaturas: NC, Nao calculado porque os dados néo se ajustaram a
uma equacao logistica de 4 parametros, ndo determinado porque nao
foi observado um aumento dependente da concentracdo na liberacéo
de IL-2.

TABELA 30: SUMARIO DA INTENSIFICACAO DE PROLIFERACAO
MEDIADA POR BS24963D DE CELULAS T PRIMARIAS HUMANAS
NA PRESENCA OU AUSENCIA DE REGN4018 COM CELULAS ALVO
OVCAR-3 E PEO1

Proliferagdo de células T
: Anticorpo testado em
Linha de Célula Ab em concentragéo fixa .
Doador concentragdes variaveis ~ . R b
Alvo (5nM) Proliferagdo maxima Aumento de dobras
(7.6 pMa 500 nM) ECso (M) (CPMm) (proliferagéo)
bs24963D 8,89 x 10t 13968 2,03
REGN4018
Né&o TAAXCD28 NC 11260 1,59
Doador 555014
bs24963D NC 336 1,38
Na&o TAAXCD3
Né&o TAAXCD28 NC 579 1,60
bs24963D 9,45 x 10* 14818 3,18
REGN4018
Né&o TAAxCD28 4,61x10°% 8141 1,66
OVCAR-3 Doador 555109
bs24963D ND 416 1,37
Nao TAAXCD3
N&o TAAXCD28 ND 475 1,33
bs24963D 2,47 x 101 13607 1,66
REGN4018
Né&o TAAXCD28 NC 10154 1,16
Doador 555131
bs24963D NC 622 1,82
Nao TAAXCD3
Né&o TAAXCD28 NC 562 1,68
bs24963D 1,73 x 10° 9605 3,27
PEO1 Doador 555014 REGN4018
N&o TAAXCD28 NC 6953 2,26
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bs24963D NC 603 2,58
N&o TAAXCD3

N&o TAAXCD28 NC 551 3,09

bs24963D 4,04 x 101 10304 8,42
REGN4018

N&o TAAXCD28 NC 4888 4,62
Doador 555109

bs24963D NC 733 2,84
N&o TAAXCD3

Né&o TAAXCD28 NC 419 1,72

bs24963D 2,22 x 100 10335 3,69
REGN4018

N&o TAAXCD28 4,22 x10* 5631 2,06
Doador 555014

bs24963D NC 835 4,44
N&o TAAXCD3

N&o TAAXCD28 NC 523 2,29

aA proliferacdo maxima é o valor médio de CPM mais alto registrado
dentro da faixa de concentracao de anticorpo testada.

bAumento da proliferacdo maxima de células T mediada por bs24963D,
na presenca ou auséncia de REGN4018, foi calculado em relacédo a
proliferacdo maxima mediada na auséncia de bs24963D ou controle ndo
TAAXCD?28.

Abreviaturas: NC, nao calculado porgque os dados nao se ajustam a uma
equacao logistica de quatro parametros; ND, ndo determinado porque
um aumento dependente da concentracdo na proliferacdo n&o foi
observado

CAPACIDADE DE BS24963D (REGN5668) PARA AUMENTAR A LIBE-
RACAO DE IL-2 E A PROLIFERACAO DE CELULAS T PRIMARIAS
HUMANAS NA PRESENCA OU AUSENCIA DE CEMIPLIMABE COM
CELULAS ALVO SW1990 E SW1990/HPD-L1

[0296] Quando incubado com células de céancer pancreatico
humano SW1990 e SW1990/hPD-L1 MUC16*, bs24963D mediou o

aumento dependente da concentracéo da liberacdo de IL-2 de (Figura

14) e proliferacdo de (Figura 15) células T humanas na presenca e
auséncia de cemiplimabe. A superexpressdo de PD-L1 humano em
células SW1990 suprimiu IL-2 e a proliferacdo de células T na presenca
de bs24963D e estas foram modestamente aumentadas pela adicéo de
cemiplimabe. Em altas concentracbes, o anticorpo biespecifico de
controle sem ponte CD28 mediou alguma liberag&o de IL-2 na presenca
de células SW1990 e SW1990/hPD-L1. Na auséncia de bs24963D,
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cemiplimabe ndo aumentou a liberacdo de IL-2 ou a proliferacdo de
células T em relacdo ao anticorpo biespecifico de controle sem ponte
de CD28.

TABELA 31: SUMARIO DA INTENSIFICACAO DA LIBERACAO DE IL-
2 MEDIADA POR BS24963D A PARTIR DE CELULAS T PRIMARIAS
HUMANAS NA PRESENCA OU AUSENCIA DE CEMIPLIMABE COM
CELULAS ALVO SW1990 E SW1990/HPD-L1

Ab em concentragdo | Anticorpo testado em concentragbes Liberagdo deIL-2 de células T primérias humanas
Linha de Célula Alvo Doador fixa variaveis 1L-2 méx.s Aumento de dobras®
(20 nM) (7,6 pM a 500 nM) ECso (M) RFU) (1L-2)
bs24963D 2,98 x 10° 3773 3,31
cemiplimabe
Né&o TAAXCD28 ND 1415 1,98
Doador 555109
bs24963D 2,31x10° 2922 4,83
Controle de IgG4®
Né&o TAAXCD28 ND 944 1,31
SW1990
bs24963D 8,60 x 101° 4833 3,39
cemiplimabe
Né&o TAAXCD28 NC 2927 2,28
Doador 555129
bs24963D 1,21 x10° 3589 2,89
Controle de IgG4®
Né&o TAAXCD28 NC 2027 1,51
bs24963D 1,01 x 10° 1692 2,73
cemiplimabe
N&o TAAXCD28 NC 1102 1,60
Doador 555109
bs24963D 2,55x 10° 1053 1,70
Controle de IgG4®?
Né&o TAAXCD28 ND 616 1,23
SW1990/hPD-L1
bs24963D 1,41 x10° 3391 2,33
cemiplimabe
Nao TAAxCD28 NC 1977 1,57
Doador 555129
bs24963D 2,22x10° 2161 2,14
Controle de IgG4®P
Né&o TAAXCD28 ND 1459 1,49

3A concentragdo maxima de IL-2 € o valor médio de concentragéo de IL-
2 mais alto registrado dentro da faixa de concentracao de anticorpo
testado.

bAumento da liberagdo maxima de IL-2 mediada por bs24963D, na
presenca ou auséncia de cemiplimabe, foi calculado em relacdo a
liberacdo maxima de IL-2 sem mediacao de anticorpo.

Abreviaturas: NC, néo calculado porgue os dados nao se ajustavam a
uma equacao logistica de quatro parametros; ND, ndo determinado
porque um aumento dependente da concentracao na liberagao de IL-2
nao foi observado

TABELA 32: SUMARIO DA INTENSIFICACAO DE PROLIFERACAO
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MEDIADA POR BS24963D DE CELULAS T PRIMARIAS HUMANAS
NA PRESENCA OU AUSENCIA DE CEMIPLIMABE COM CELULAS
ALVO SW1990 E SW1990/HPD-L1

. Ab em concentragdo Anticorpo testado em Proliferagéo de células T
Linha de Célula N L
Alvo Doador fixa concentragdes variaveis Proliferacao Aumento de dobras®
(20 nM) (7,6 pM a 500 nM) ECso (M) maxima® (CPM) (proliferagéo)
bs24963D 1,68 x 10° 557 4,52
cemiplimabe
Doador Né&o TAAXCD28 ND 161 1,41
555109 bs24963D 2,86 x 10° 421 4,36
Controle de 1gG4”
Né&o TAAXCD28 ND 123 1,46
SW1990
bs24963D 4,59 x 1010 545 2,47
cemiplimabe
Doador Né&o TAAXCD28 ND 279 1,66
565129 bs24963D 4,83 x 100 569 2,17
Controle de 1gG4”
Né&o TAAXCD28 ND 353 1,46
bs24963D 1,40 x 10° 279 4,70
cemiplimabe
Doador Né&o TAAXCD28 ND 151 1,98
555109 bs24963D 1,54 x 10° 140 2,35
Controle de 1gG4”
Né&o TAAXCD28 ND 84,0 1,42
SW1990/hPD-L1
bs24963D 2,53x10° 601 3,20
cemiplimabe
Né&o TAAXCD28 NC 222 1,73
Doador
555129 bs24963D 1,66 x 10° 333 2,74
Controle de 1gG4°
Né&o TAAXCD28 ND 146 1,62

aA proliferacdo maxima é o valor médio de CPM mais alto registrado
dentro da faixa de concentracao de anticorpo testada.

bAumento da proliferacdo maxima de células T mediada por bs24963D,
na presenca ou auséncia de cemiplimabe, foi calculado em relacdo a
proliferacdo maxima mediada na auséncia de bs24963D ou controle nao
TAAXCD?28.

Abreviaturas: NC, ndo calculado porque os dados ndo se ajustavam a
uma equacdo logistica de quatro parametros; ND, ndo determinado
porqgue um aumento dependente da concentracao na proliferagdo néao
foi observado

[0297] A presente invencao nao deve ser limitada quanto ao escopo
pelas modalidades especificas descritas no presente documento. De
fato, varias modificacdes da invencédo, além daquelas descritas no pre-

sente documento, irdo se tornar evidentes para aqueles versados na
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técnica a partir da descricdo supracitada. Tais modificacdes devem es-

tar dentro do escopo das reivindicagcdes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada
caracterizada pelo fato de que compreende:

a) um primeiro dominio de ligacdo ao antigeno (D1) que se
liga ao CD28 humano com uma Kp inferior a cerca de 2 x 107 M,
conforme medido pela ressonancia plasménica de superficie em 37 °C;
e

b) um segundo dominio de ligacdo ao antigeno (D2) que se
liga especificamente a um antigeno de membrana da mucina 16
humana (MUC16) em uma célula tumoral alvo, com uma Kp inferior a
cerca de 10° M, conforme medido pela ressonancia plasmoénica de
superficie em 37°C.

2. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de que a molécula
de ligacdo ao antigeno biespecifica se liga a superficie de células T
humanas com um ECs inferior a cerca de 10° M, conforme medido por
um ensaio de ligacdo FACS in vitro.

3. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacéo 1, caracterizada pelo fato de que a molécula
de ligacdo ao antigeno biespecifica se liga a superficie de células T de
cynomolgus com uma ECso inferior a cerca de 6 x 10° M, conforme
medido por um ensaio de ligacdo FACS in vitro.

4. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacéo 1, caracterizada pelo fato de que a molécula
de ligagcdo ao antigeno biespecifica se liga a superficie de linhas de
células que expressam MUC16 com um ECso inferior a cerca de 10° M,
conforme medido por um ensaio de ligacdo FACS in vitro.

5. Molécula de ligagdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacéo 1, caracterizada pelo fato de que a molécula

de ligacdo ao antigeno biespecifica demonstra um efeito coestimulador
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guando usada em combinacdo com um anticorpo biespecifico anti-
MUC16 X CD3 e testada em células alvo que expressam MUCI16.

6. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicagcdo 5, caracterizada pelo fato de que o efeito
coestimulador é mostrado por um ou mais dos seguintes: (a) a
capacidade de ativar e direcionar células T humanas para matar uma
célula alvo que expressa MUC16; (b) a capacidade de regulacdo
crescente de PD-1 em células T; (c) a capacidade de aumentar a
liberacdo das citocinas IFN gama de PBMC; (d) a capacidade de esgotar
as células tumorais; ou (f) a capacidade de aperfeicoar a eliminacdo do
tumor; e/ou (g) a falta de inducédo de ativacéo de célula T sistémica.

7. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacao 6, caracterizada pelo fato de que o efeito
coestimulador é ainda mostrado (g) medindo-se a producédo de citocina
IL-2 usando um ensaio funcional de célula T CD4* primaria/APC.

8. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 7, caracterizada pelo
fato de que a célula tumoral alvo é uma célula de cancer de ovario.

9. Molécula de ligacado ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada pelo
fato de que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno (D1) compreende:

a) trés regibes determinantes de complementaridade da
cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e HCDR3) contidas em uma regiao
variavel de cadeia pesada (HCVR) que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
18e42;e

b) trés regidbes determinantes de complementaridade de
cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) contidas dentro de uma regiao
variavel de cadeia leve (LCVR) que compreende uma sequéncia de

aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
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10 e 34.

10. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicagdo 9, caracterizada pelo fato de que
compreende:

a) uma HCDR1 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
20 e 44, uma HCDR2 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 22 e 46, e
uma HCDR3 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 24 e 48.

11. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacdo 10, caracterizada pelo fato de que
compreende:

a) uma LCDR1 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
12 e 36, uma LCDR2 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 14 e 38, e
uma LCDR3 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 16 e 40.

12. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicagéo 9, caracterizada pelo fato de que o primeiro
dominio de ligacdo ao antigeno compreende:

a) um conjunto de CDRs de HCVR (HCDR1, HCDR2,
HCDR3), em que o conjunto compreende sequéncias de aminoacidos
selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 20, 22, 24
e 44, 46, 48, e um conjunto de CDRs de LCVR (LCDR1, LCDRZ2,
LCDR3), em que o conjunto compreende sequéncias de aminoacidos
selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12, 14, 16
e 36, 38, 40.

13. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
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acordo com a reivindicacéo 9, caracterizada pelo fato de que o primeiro
dominio de ligacdo ao antigeno compreende um par HCVR/LCVR que
compreende as sequéncias de aminoacidos selecionadas a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18/10; e 42/34.

14. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizada pelo
fato de que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno compreende:

a) trés HCDRs contidas em uma HCVR que compreende a
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NO: 2 e 26; e

b) trés LCDRs contidas em um LCVR que compreende a
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NO: 10 e 34.

15. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacao 14, caracterizada pelo fato de que o
segundo dominio de ligacdo ao antigeno compreende:

a) uma HCDR1 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
4 e 28;

b) uma HCDR2 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
6e30e

c) uma HCDR3 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
8 e 32.

16. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacdo 15, caracterizada pelo fato de que o
segundo dominio de ligacdo ao antigeno compreende:

a) uma LCDR1 que compreende uma sequéncia de

aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
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12 e 36, uma LCDR2 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 14 e 38, e
uma LCDR3 que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 16 e 40.

17. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com a reivindicacdo 16, caracterizada pelo fato de que o
segundo dominio de ligagdo ao antigeno compreende:

a) um conjunto de CDRs de HCVR (HCDR1, HCDRZ2,
HCDR3), em que o conjunto compreende sequéncias de aminoacidos
selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 4, 6, 8; e
28, 30, 32; e um conjunto de CDRs de LCVR (LCDR1, LCDR2, LCDR3),
em que o0 conjunto compreende sequéncias de aminoacidos
selecionadas a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12, 14,
16; e 36, 38, 40.

18. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de que compreende:

a) um primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende CDRs de HCVR que compreendem sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 20, 22, 24, e CDRs de LCVR que
compreendem sequéncias de aminoécidos de SEQ ID NOs: 12, 14, 16;
e

b) um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende CDRs de HCVR que compreendem sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 4, 6, 8, e CDRs de LCVR que
compreendem sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 12, 14, 16.

19. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de que compreende:

a) um primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que
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compreende HCDRs que compreendem sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 44, 46, 48, e LCDRs que compreendem sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 36, 38, 40; e

b) um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende HCDRs que compreendem sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NOs: 28, 30, 32, e LCDRs que compreendem sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 36, 38, 40.

20. Molécula de ligacéo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de que compreende:

a) um primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende um par de HCVR/LCVR que compreende sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 18/10; e

b) um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que
compreende um par de HCVR/LCVR que compreende sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 2/10.

21. Molécula de ligacao ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacOes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de que

a) o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno compreende
um par de HCVR/LCVR que compreende sequéncias de aminoacidos
de SEQ ID NOs: 42/34; e

b) o segundo dominio de ligacdo ao antigeno compreende
um par de HCVR/LCVR que compreende sequéncias de aminoacidos
de SEQ ID NOs: 26/34.

22. Molécula de ligagdo ao antigeno biespecifico isolada
caracterizada pelo fato de que compete pela ligagdo a MUC16, ou se
liga ao mesmo epitopo em MUC16, como um anticorpo de referéncia,
em que o anticorpo de referéncia compreende um primeiro dominio de

ligacdo ao antigeno que tem um par de HCVR/LCVR que compreende
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as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 18/10 ou 42/34 e um
segundo dominio de ligacdo ao antigeno que tem um par de
HCVR/LCVR que compreende as sequéncias de aminoécidos de SEQ
ID NOs: 2/10 ou 26/34.

23. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico isolada
caracterizada pelo fato de que compete pela ligacédo a CD28, ou se liga
ao mesmo epitopo em CD28 humano, como um anticorpo de referéncia,
em que o anticorpo de referéncia compreende um primeiro dominio de
ligacdo ao antigeno que tem um par de HCVR/LCVR que compreende
as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 18/10 ou 42/34 e um
segundo dominio de ligagdo ao antigeno que tem um par de
HCVR/LCVR que compreende as sequéncias de aminoacidos de SEQ
ID NOs: 2/10 ou 26/34.

24. Composicao farmacéutica caracterizada pelo fato de que
compreende a molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica, como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 23, e um diluente ou
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

25. Acido nucleico caracterizado pelo fato de que
compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica um anticorpo
biespecifico, como definido em qualquer uma das reivindica¢cdes 1 a 23.

26. Vetor de expressdo caracterizado pelo fato de que
compreende o acido nucleico, como definido na reivindicacéo 25.

27. Célula hospedeira caracterizada pelo fato de que
compreende o vetor de expressao, como definido na reivindicacéo 26.

28. Método para inibir o crescimento de um tumor de célula
ovariana em um individuo caracterizado pelo fato de que compreende
administrar um anticorpo biespecifico isolado, como definido em
qualquer uma das reivindicagcbes 1 a 23, ou uma COmMpOSICao
farmacéutica, como definida na reivindicacéo 24, ao individuo.

29. Método, de acordo com a reivindicacéo 28, caracterizado
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pelo fato de que compreende ainda a administracdo de um segundo
agente terapéutico.

30. Método, de acordo com a reivindicacao 29, caracterizado
pelo fato de que o segundo agente terapéutico compreende um agente
antitumoral, radioterapia, um conjugado de farmaco-anticorpo, um
anticorpo biespecifico conjugado a um agente antitumoral, um inibidor
de via de sinalizagcdo ou combinagdes dos mesmos.

31. Método de tratamento de um paciente que sofre de
cancer de ovario ou de outra malignidade celular que expressa MUC16
caracterizado pelo fato de que compreende administrar um anticorpo
biespecifico isolado, como definido em qualquer uma das reivindicacdes
1 a 23, ou uma composicdo farmacéutica, como definida na
reivindicacéo 24, ao individuo.

32. Método, de acordo com a reivindicacao 31, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda a administracdo de um segundo
agente terapéutico.

33. Método, de acordo com a reivindicacao 32, caracterizado
pelo fato de que o segundo agente terapéutico compreende um agente
antitumoral, radioterapia, um conjugado de farmaco-anticorpo, um
anticorpo biespecifico conjugado com um agente antitumoral, um
inibidor de via de sinalizagdo ou combinacdes dos mesmos.

34. Método, de acordo com a reivindicacdo 29 ou 32,
caracterizado pelo fato de que o segundo agente terapéutico é um
anticorpo biespecifico diferente que compreende um primeiro dominio
de ligacdo ao antigeno que se liga ao mesmo antigeno alvo de tumor e
um segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se liga a CD3 nas
células T.

35. Molécula de ligacéo ao antigeno biespecifico isolada, de
acordo com qualquer uma das reivindicacOes 1 a 23, caracterizada pelo

fato de que a molécula de ligacdo ao antigeno induz citotoxicidade
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mediada por células T de células ovarianas humanas.

36. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico caracte-
rizada pelo fato de que compreende um primeiro dominio de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a CD28 humano, e um segundo
dominio de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a MUC16
humana.

37. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com a reivindicacdo 36, caracterizada pelo fato de que a molécula de
ligacdo ao antigeno se liga as células T humanas que expressam CD28
com um valor de ECso entre 1 x 10> M a 10 x 10°¢ M.

38. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com a reivindicacdo 37, caracterizada pelo fato de que a molécula de
ligacdo ao antigeno se liga a células T humanas que expressam CD28
com um valor de ECsp entre 1 x 10° M a 10 x 10® M.

39. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 36 a 38, caracterizada pelo fato
de que a molécula de ligacdo ao antigeno se liga a células humanas que
expressam CD28 humano e células de macaco cynomolgus que
expressam CD28 de cynomolgus.

40. Molécula de ligacao ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 36 a 38, caracterizada pelo fato
de que a molécula de ligacdo ao antigeno induz a liberacdo de citocina
e a regulacéo positiva de CD25 no sangue total humano.

41. Molécula de ligacao ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualguer uma das reivindicacdes 36 a 38, caracterizada pelo fato
de que a molécula de ligacédo ao antigeno induz citotoxicidade mediada
por células T de células ovarianas humanas.

42. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualgquer uma das reivindicacbes 36 a 41, caracterizada pelo fato

de que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que se liga
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especificamente ao CD28 humano compreende as regibes determi-
nantes de complementaridade de cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e
HCDR3) de uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) que
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18 e 42, e regides determinantes
de complementaridade de cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) de
uma regido variavel de cadeia leve (LCVR) que compreende uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NO: 10 e 34.

43. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente ao MUC16 humano compreende as regides determi-
nantes de complementaridade da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e
HCDR3) de uma regido variavel da cadeia pesada (HCVR) que
compreende SEQ ID NOs: 2 e 26, e as regibes determinantes de
complementaridade da cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) de uma
regido variavel da cadeia leve (LCVR) que compreende uma sequéncia
de aminodcidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 10 e 34.

44. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualgquer uma das reivindicacbes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente ao CD28 humano compreende trés regides
determinantes de complementaridade da cadeia pesada (HCDRL,
HCDR2 e HCDR3) e trés regides determinantes de complementaridade
da cadeia leve (LCDR1l, LCDR2 e LCDR3), em que HCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 20 e 44; em que HCDR2

compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
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grupo que consiste em SEQ ID NOs: 22 e 46; em que HCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 24 e 48, em que LCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID Nos: 12 e 36 em que LCDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14 e 38 e em que LCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID Nos: 16 e 40.

45. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualgquer uma das reivindicacdes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente ao MUC16 humano compreende trés regides
determinantes de complementaridade da cadeia pesada (HCDR1,
HCDR2 e HCDR3) e trés regifes determinantes da complementaridade
da cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3), em que HCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 4 e 28; em que HCDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 6 e 30; em que HCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 8 e 32, em que LCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID Nos: 12 e 36, em que LCDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14 e 38 e em que LCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 16 e 40.

46. Molécula de ligacao ao antigeno biespecifico, de acordo

com qualquer uma das reivindicagbes 36 a 42, caracterizada pelo fato
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de que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente ao CD28 humano compreende trés regides
determinantes de complementaridade da cadeia pesada (HCDR1,
HCDR2 e HCDR3) e trés regides determinantes de complementaridade
da cadeialeve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3), e em que 0 segundo dominio
de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente ao MUC16 humano
compreende trés regides determinantes de complementaridade da
cadeia pesada (HCDR1l, HCDR2 e HCDR3) e trés regides
determinantes de complementaridade da cadeia leve (LCDR1, LCDR2
e LCDR3);

em que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno
compreende uma HCDR1 que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 20 e 44; em que HCDR2 compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 22 e 46; em que HCDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 24 e 48, em que LCDR1 compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 12 e 36, em que LCDR2 compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 14 e 38 e em que LCDR3 compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 16 e 40; e

em que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno
compreende uma HCDR1 que compreende a sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO:
4 e 28, em que HCDR2 compreende a sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 6 e 30, em

que HCDR3 compreende a sequéncia de aminoéacidos selecionada a
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partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 8 e 32, em que LCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID Nos: 12 e 36, em que LCDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 14 e 38 e em que LCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 16 e 40.

47. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagcbes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o primeiro dominio de ligac&do ao antigeno compete pela ligacédo
ao CD28 humano com uma proteina de ligacdo ao antigeno de
referéncia que compreende trés regides determinantes de complemen-
taridade da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e HCDR3) e trés regides
determinantes de complementaridade de cadeia leve (LCDR1, LCDR2
e LCDR3), em que HCDR1 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 20 e 44;
em que HCDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 22 e 46;
em que HCDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 24 e 48,
em que LCDR1 compreende uma sequéncia de aminoéacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12 e 36,
em que LCDR2 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14 e 38 e
em que LCDR3 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 16 e 40.

48. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagfes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o primeiro dominio de ligagdo ao antigeno compete por ligagao

a CD28 humano com uma proteina de ligac&o ao antigeno de referéncia
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compreende uma regidao variavel de cadeia pesa (HCDR) que
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18 e 42, e uma regido variavel de
cadeia leve (LCDR) que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID Nos: 10 e 34.

49. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno compete pela ligagéo
ao MUC16 humano com uma proteina de ligacdo ao antigeno de
referéncia que compreende trés regides determinantes de complemen-
taridade da cadeia pesada (HCDR1, HCDR2 e HCDR3) e trés leves
regibes determinantes de complementaridade da cadeia (LCDR1,
LCDR2 e LCDR3), em que HCDR1 compreende a sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 4 e 28, em que HCDR2 compreende a sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 6 e 30, em
que HCDR3 compreende a sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 8 e 32, em que LCDR1
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 12 e 36, em que LCDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14 e 38 e em que LCDRS3
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 16 e 40.

50. Molécula de ligacédo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagfes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno compete por ligagéo
a MUC16 humano com uma proteina de ligacdo ao antigeno de
referéncia compreende uma regido variavel de cadeia pesa (HCVR) que

compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
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grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2 e 26, e uma regido variavel de
cadeia leve (LCVR) que compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID Nos: 10 e 34.

51. Molécula de ligacdo ao antigeno biespecifico, de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 36 a 42, caracterizada pelo fato
de que o primeiro dominio de ligacdo ao antigeno compete pela ligacdo
ao CD28 humano com uma proteina de ligacdo ao antigeno de
referéncia que compreende uma regido variavel da cadeia pesada
(HCVR) que compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 18 e 42, e uma regiao
variavel de cadeia leve (LCVR) que compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 10 e 34, e em que o segundo dominio de ligacdo ao antigeno
compete pela ligacdo ao MUC16 humano com uma proteina de ligacéo
ao antigeno de referéncia que compreende uma regidao variavel da
cadeia pesada (HCVR) que compreende a sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 2 e 26, e
uma regido variavel da cadeia leve (LCVR) que compreende uma
sequéncia de aminod&cidos selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NOs: 10 e 34.

52. Composigao farmacéutica caracterizada pelo fato de que
compreende uma molécula de ligacdo ao antigeno biespecifica, como
definida em qualquer uma das reivindicacdes 36 a 51, e um veiculo ou
diluente farmaceuticamente aceitavel.

53. Método para tratar um cancer de ovario em um individuo,
caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao individuo a
composicao farmacéutica, como definida na reivindicacao 52.

54. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
28 a 34 e 53, caracterizado pelo fato de que a molécula de ligacdo ao

antigeno biespecifica € administrada em uma dose fixa.
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RESUMO
Patente de Invencgéo: “ANTICORPOS BIESPECIFICOS ANTI-MUC16
X ANTI-CD28 E USOS DOS MESMOS”.

A presente invencéo fornece moléculas de ligacdo ao anti-
geno biespecificas que compreendem um primeiro dominio de ligacao
ao antigeno se que liga especificamente a CD28 humano e uma se-
gunda molécula de ligacdo ao antigeno que se liga especificamente a
MUC16 humano. Em certas modalidades, as moléculas de ligacédo ao
antigeno biespecificas da presente invenc¢ao tém capacidade de inibir o
crescimento de tumores que expressam MUC16, como tumores de ova-
rio. As moléculas de ligacdo ao antigeno biespecificas da invencéo séo
Uteis para o tratamento de doencas e distlrbios nos quais uma resposta
imunoldgica alvo induzida ou de regulacdo crescente é desejada e/ou

terapeuticamente benéfica.

Peticéo 870210048704, de 28/05/2021, pag. 243/248



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

2 B2EG69 43 D0DTCBETDA

Campo 2

29 14CC34EETFS56FBDO

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: listagem de sequéncia p253959.txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 28/05/2021
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 16:51:30
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 2B2E6943DODCBEDA
- Campo 2: 2914CC34EEF56FBO
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