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RESUMO
"ANTICORPOS OTIMIZADOS QUE VISAM CD19"

A presente divulgacdo descreve anticorpos que visam CD19,
em gque o0s anticorpos compreendem pelo menos uma modificacédo
em relacdo a um anticorpo parente, em que a modificacéo
altera a afinidade para um FcgyR ou altera a funcdo efetora
em comparacao com O anticorpo parente. Sao também

divulgados métodos para uso dos referidos anticorpos.



DESCRICAO
"ANTICORPOS OTIMIZADOS QUE VISAM CD19"

ANTECEDENTES

Células B

As células B sdo linfdécitos que desempenham um papel
importante na resposta imune humoral. S&o produzidas na
medula déssea da maioria dos mamiferos, e representam 5-15%
do conjunto de circulacdo linfoide. A principal funcédo das
células B é produzir anticorpos contra varios antigénios, e

sdo um componente essencial do sistema imune adaptativo.

O corpo humano produz milh&es de tipos diferentes de
células B por dia que circulam no sangue e linfa
desempenhando um papel de vigilédncia imunoldgica. As
células B, também referidas como linfdécitos B, ndo produzem
anticorpos até que se tornem plenamente ativadas. Cada
célula B tem uma uUnica proteina recetora (referida como a
recetora das células B (RCB)) na sua superficie que se ira
ligar a um antigénio especifico. A RCB é uma imunoglobulina
ligada a membrana, e ¢é esta molécula que permite a
distincdo das células B dos outros tipos de linfécitos,
assim como € o principal recetor envolvido na ativacédo das
células B. Um vez dque as células B encontram o seu
antigénio cognato e recebem um sinal adicional da célula T
auxiliar, podem diferenciar-se ainda mais nos varios tipos
de células B listados a seguir. As células B podem tornar-
se ou um desses tipos de células diretamente ou podem
sofrer um passo de diferenciacdo intermédio, a reacdo do

centro germinativo, em que as células B irdo hipermutar a



regido variavel do seu gene de imunoglobulina e

possivelmente sofrer uma mudanca de classe.

O desenvolvimento das células B ocorre através de varias
fases, cada fase representando uma mudanca no conteutdo
gendmico nos loci de anticorpos. As fases de
desenvolvimento das células B incluem células B
Progenitoras, Pr6é-células B Precoces, Pro-células B
Tardias, Pré-células B Grande, Pré-células B Pequenas,

células B Imaturas, e células B Maduras.

As células B maduras podem ser divididas em quatro tipos

principais:

As células B-1 expressam CD5, um marcador usualmente
encontrado nas células T. As células B-1 também
expressam IgM em quantidades maiores que IgG. Segregam
anticorpos polireativos naturais de baixa afinidade
encontrados no S0ro e frequentemente tém
especificidades direcionadas para 0s proprios
antigénios, e polissacadridos bacterianos comuns. As
células B-1 estdo presentes em baixo numero nos
nédulos linfaticos e no baco e, em vez disso, séo
encontrados predominantemente nas cavidades

peritoneais e pleurais.

As células B-2 sdo as células B convencionais as quais
muitos textos se referem. Residem na medula 6ssea,
baco, e ndédulos 1linfaticos. Sdo de curta duracdo e
quando desencadeadas por antigénios podem diferenciar-
se em células B de meméria produtoras de IgG. No
decurso destas respostas de anticorpo a IgG pode

sofrer uma substancial maturacdo de afinidade.



As células B plasmaticas (também conhecidas como células
plasmdticas) sdo células B grandes que foram expostas a
antigénio e produzem e segregam grandes gquantidades de
anticorpos, gue auxiliam na destruicdo de micrdbios ao
ligarem e facilitarem o direcionamento pelos fagbdcitos,
assim como a ativacdo do sistema de complemento. As células
plasmaticas sdo por vezes referidas como fabricas de

anticorpos.

As células B de memdéria sdo formadas a partir de células B
ativadas que sdo especificas para o antigénio encontrado
durante a resposta imune primadria. Estas células vivem
durante muito tempo, e podem responder rapidamente a seguir

a uma segunda exposicdo ao mesmo antigénio.

Quando as células B falham em qualquer passo do processo de
maturacdo, estas morrerdo através de um mecanismo chamado
de apoptose. Se reconhecem o seu préprio antigénio durante
0 processo de maturacdo, as células B ficardo suprimidas
(conhecido como anergia) ou sofrem apoptose. As células B
sdo produzidas continuamente na medula déssea, mas somente
uma pequena porcdo de células B recentemente formadas
sobrevive para participar no conjunto de células B

periféricas de vida longa.

Nos anos recentes, surgiram dados sugerindo que o0s
linfécitos B desempenham um papel mais vasto nas respostas
imunes e ndo sdo meramente os recetores passivos de sinais
que resultam em diferenciacdo das células plasméticas
produtoras de anticorpo. Juntamente com oS Sseus papéis
tradicionais como células que apresentam antigénios e
precursoras de células plasmadticas produtoras de anticorpo,
foi também observado que as células B mostraram regular
também as funcgdes das células que apresentam antigénio

(CAAs) e das célula T, produzir citocinas, e expressar



pares recetor/ligando gque previamente se tinha pensado

serem limitados a outros tipos de células.

Distlrbios das células B

Devido ao seu papel critico na regulacdo do sistema imune,
a desregulacdo das células B estd associada a uma
diversidade de distUrbios. Os distUrbios das células B,
também aqui referidos como doencas relacionadas com as
células B, dividem-se em ©proliferacdo excessiva ou
descontrolada (linfomas, leucemias), e defeitos de
desenvolvimento das células B/producdo de imunoglobulina
(imunodeficiéncias). A maioria (80%) dos casos de linfoma
tem origem nas células B. Estes incluem linfoma n&o-Hodgkin
(LNH) , leucemia linfoblédstica aguda (LLA), e doencas

autoimunes relacionadas.

O ILNH ¢é uma malignidade heterogénea com origem nos
linfécitos. Nos Estados Unidos (U.S.), a incidéncia &
estimada em 65.000/ano com mortalidade de aproximadamente
20.000 (American Cancer Society, 2006; e SEER Cancer
Statistics Review). A doenca pode ocorrer em todas as
idades, o surgimento habitual comeca em adultos acima dos
40 anos, com a incidéncia a aumentar com a idade. O LNH é
caracterizado por uma proliferacdo clonal de linfdécitos que
se acumulam nos ndédulos linféaticos, sangue, medula dssea e
baco, embora qualqguer brgéo importante possa estar

envolvido.

O diagnéstico e caracterizacdo histoldédgica do LNH sé&o
feitos usando uma combinacdo de critérios morfoldgicos e de
imunofenotipos. O sistema de classificacdo corrente usado
pelos patologistas e clinicos é a Classificacdo de Tumores
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o qual organiza o

INH em célula B precursora e madura ou neoplasias das



células T. O PDQ correntemente divide o LNH em indolente ou
agressivo para entrada em ensaios clinicos. Para
consisténcia do presente documento serd também usada uma
divisdo similar. O grupo de LNH indolente ¢é composto
primariamente por subtipos foliculares, linfoma linfocitico
de pequenas células, MALT, e zona marginal; o indolente
engloba aproximadamente 50% de doentes de LNH de célula B
diagnosticados de novo. O LNH agressivo inclui doentes com
diagnéstico histoldgico de células B grandes primariamente
difusas (40% de todos os doentes diagnosticados de novo tém

células grandes difusas), de Burkitt, e células do manto.

O percurso clinico do LNH ¢é altamente variavel. Um dos
determinantes principais é o subtipo histoldgico. Os tipos
de LNH mais indolentes sdo considerados como sendo doenca
uma incuravel. Os doentes respondem inicialmente quer a
gquimioterapia quer a terapia por anticorpo mas a maioria
ird recidivar. Os estudos até a data ndo demonstraram uma
melhoria na sobrevivéncia com a intervencdo precoce. Em
doentes assintométicos, €& aceitédvel "observar e esperar"
até que o doente se torne sintomdtico ou até o ritmo doenca
parecer estar a acelerar. Ao longo do tempo, a doenca pode
transformar-se numa histologia mais agressiva. A média de
sobrevivéncia ¢ 8 até 10 anos, e os doentes indolentes
frequentemente recebem 3 ou mais tratamentos durante a fase
de tratamento da sua doenca. O tratamento inicial de um
doente de LNH indolente sintomético historicamente tem sido
a combinacdo de quimioterapia. Os agentes mais comummente
usados incluem: ciclofosfamida, wvincristina e prednisona
(CVP); ciclofosfamida, adriamicina, vincristina, prednisona
(CHOP) ; ou o analogo da purina, fludarabina.
Aproximadamente 70% a 80% dos doentes iré responder a sua
quimioterapia inicial, e duracdo das uUltimas remissdes na
ordem de 2-3 anos. Em Ultima anédlise, a mailoria dos doentes

recidiva. A descoberta e o uso clinico do anticorpo anti-



CD20, rituximab, proporcionaram melhorias significativas na
resposta e na taxa de sobrevivéncia. O padrdo de tratamento
atual para a maioria dos doentes ¢ rituximab + CHOP (R-
CHOP) ou rituximab + CVP (R-CVP). O interferdo esté
aprovado para tratamento inicial do LNH em combinacdo com

agentes de alquilacédo, mas tem uso limitado nos U.S.

A terapia com rituximab tem mostrado ser eficaz em varios
tipos de LNH, e estd atualmente aprovada como um tratamento
de primeira linha tanto para ILNH indolente (linfoma
folicular) como agressivo (linfoma das células B grande
difuso). Porém, hé& limitacdes significativas do anticorpo
monoclonal anti-CD20 (mAb), incluindo resisténcia priméaria

(50% de resposta em doentes indolentes com recidiva),

resisténcia adquirida (50% de taxa de resposta apds
retratamento), resposta completa rara (2% de taxa de

resposta completa em populacdo com recidiva), e um padrédo
continuado de recidiva. Finalmente, muitas células B néo
expressam CD20, e assim muitas doencas das células B né&o
sdo trataveis usando a terapia de anticorpo anti-CD20.
Anticorpos contra antigénios, outros para além do CD20,
podem ter efeitos antilinfoma gque podem wultrapassar a
resisténcia anti-CD20 ou aumentar a atividade da terapia

anti-CD20.

Para além do ILNH existem varios tipos de leucemias dque
resultam da desregulacdo das células B. A leucemia
linfocitica crénica (também conhecida como "leucemia
linfoide c¢rénica”™ ou "LLC"), ¢é um tipo de leucemia de
adulto causada por uma acumulacdo anormal de linfécitos B.
Em LLC, os 1linfdécitos malignos podem parecer normais e
maduros, mas nado sdo capazes de lidar de forma eficaz com a
infecdo. A LLC é a forma mais comum de leucemia em adultos.
0Os homens sdo duas vezes mais propensos a desenvolver LLC

que as mulheres. No entanto, o fator de risco chave é a



idade. Mais de 75% dos novos casos sdo diagnosticados em
doentes com idade acima dos 50. Mais de 10.000 casos sé&o
diagnosticados todos o0s anos e a mortalidade é praticamente
5.000 por ano (American Cancer Society, 2006; e SEER Cancer

Statistics Review).

A LLC é uma doenca incuravel mas que progride lentamente na
maioria dos casos. Muitas pessoas com LLC levam uma vida
normal e ativa durante muitos anos. Devido ao seu inicio
lento, as fases iniciais de LLC n&do s&do geralmente tratados
uma vez que se acredita que a intervencdo precoce de LLC
ndo aumenta o tempo de sobrevida ou a qualidade de vida. Em
vez disso, a condicdo é monitorizada ao longo do tempo. Os
tratamentos iniciais de LLC variam dependendo no
diagnéstico exato e da progressdo da doenca. Existem
dezenas de agentes usados para a terapia de LLC. Embora o
andlogo da purina fludarabina mostra dar taxas de resposta
superiores ao clorambucilo como terapia primaria, ndo héa
evidéncia que o uso precoce da fludarabina aumenta a
sobrevida global. A combinacdo dos regimes de quimioterapia
tais como fludarabina com ciclofosfamida, FCR (fludarabina,
ciclofosfamida e rituximab) e CHOP sdo eficazes tanto em
novos diagnosticados ou em LLC recidivados. O transplante
da medula 6ssea alogénica (células estaminais) & raramente
usado como um tratamento de primeira linha para LLC devido

ao seu risco.

A LLC "refratdria"™ ¢é wuma doenca gue J& nédo responde
favoravelmente ao tratamento. Neste caso sdo consideradas
as terapias mais agressivas, incluindo o transplante de
medula 6ssea (células estaminais). O anticorpo monoclonal
alemtuzumab, direcionado contra CD52, pode ser usado em

doentes com doenca refratdria baseada na medula &éssea.



Um outro tipo de leucemia é a leucemia linfoblédstica aguda
(LLA), também conhecida como leucemia linfocitica aguda. A
LLA ¢é caracterizada pela sobreproducdo e multiplicacéo
continua de gldébulos brancos imaturos e malignos (também
conhecidos como linfoblastos) na medula oéssea. 'Aguda’
refere-se a estado imaturo, indiferenciado, de linfécitos
em circulacdo ("blastos"), e em que a doenca progride
rapidamente com expetativa de vida de semanas a meses, se
ndo tratada. A LLA é a mais comum na infdncia com um pico
de incidéncia aos 4-5 anos de idade. As criancas de 12-16
anos de 1idade morrem mais facilmente desta do que as
outras. Atualmente, pelo menos 80% de criancas com LLA sé&o
consideradas curéaveis. Menos de 4.000 casos séo
diagnosticados todos os anos e a mortalidade é guase 1.500
por ano (American Cancer Society, 2006; e SEER Cancer

Statistics Review).

A autoimunidade resulta de uma rutura da autotoleridncia
envolvendo mecanismos imunes humorais e/ou mediados por
célula. Entre as consequéncias da falha na tolerédncia
central e/ou periférica, sdo a sobrevivéncia e a ativacdo
das células B e células T auto reativas. Exemplos de
doencas autoimunes incluem, por exemplo, artrite reumatdide
(RA), sistema de 1lUpus eritematoso (SLE ou lupus),
esclerose multipla, Sindrome de Sjogren, e purpura
trombocitopénia idiopatica (PTI). A patogénese da maioria
das doencas autoimunes esté ligada a producéo de
autoanticorpos contra antigénios préprios, conduzindo a uma
diversidade de patologias associadas. 0Os autoanticorpos séo
produzidos por células plasmaticas terminalmente
diferenciadas que sdo derivadas de células B naives ou de
memdéria. Além disso, as células B podem ter outros efeitos
na patologia autoimune, como células apresentando antigénio
(CAAs) que pode interagir com e estimular as células T

auxiliares, estimulando adicionalmente o ciclo da resposta



imune anti-prépria. A deplecdo das células B pode ter
impacto direto na producdo de autoanticorpos. De facto, o
tratamento da RA e SLE com as terapias de deplexdo das
células B tais como Rituxan foi demonstrado ter beneficio
clinico para as duas <classes de doenca (Edwards &
Cambridge, Nat. Rev. Immunol. 2006; Dass et al., Future
Rheumatol. 2006; Martin & Chan, Annu. Rev. Immunol. 2006).

Infelizmente, ndo se sabe a priori quais os mecanismos de
acdo que podem ser 6timos para um dado antigénio alvo. Além
disso, nédo sdo conhecidos quais os anticorpos que podem ser
capazes de mediar um dado mecanismo de acdo contra uma
célula alvo. Em alguns casos uma falta de atividade de
anticorpo, tanto mediado por Fv como mediado por Fc, pode
ser devido ao direcionamento de um epitopo no antigénio
alvo que é fraco para mediar essa atividade. Noutros casos,
0 epitopo alvo pode ser propicio a uma desejada atividade
mediada por Fv ou mediada por Fc, mas a afinidade
(afinidade da regido Fv para antigénio ou afinidade da
regido Fc para os recetores Fc) pode ser insuficiente. No
sentido de resolver este problema, a presente invencéo
descreve modificacgdes para anticorpos anti-CD19 que forneca
atividades otimizadas mediadas por Fv e Fc. Uma vasta gama

de aplicacbes destes anticorpos otimizados é contemplada.

SUMARIO DA INVENCAO

A invencdo particularmente relaciona-se com um anticorpo
que se liga a CD19, e que compreende uma cadeia pesada
CDR1, uma cadeia pesada CDR2, e uma cadeia pesada CDR3
descritas na SEQ ID NO: 40 e uma cadeia leve CDR1, uma
cadeia leve CDR2, e uma cadeia leve CDR3 descritas na SEQ

ID NO: 58, em que a numeracdo & de acordo com Kabat.
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Num aspeto, a presente divulgacdo ¢é direcionada para um
anticorpo que se liga a CD19, em gue o anticorpo compreende
pelo menos uma modificacdo na regido constante em relacdo
ao anticorpo parente, e em que o0 anticorpo da divulgacdo se
liga com afinidade alterada a um recetor Fc ou altera a

funcdo efetora em comparacdo com o anticorpo parente.

Num aspeto, a divulgacdo é direcionada para o anticorpo que
se liga a CD19, incluindo pelo menos uma modificacdo na
regido constante em relacdo a um anticorpo anti-CD19
parente, em que o anticorpo se liga com afinidade aumentada
ao Recetor de FcyRIIIa em comparacdo com O anticorpo

parente.

Em aspetos adicionais, a modificacdo aminodcido é 332E. Em
algumas formas de realizacdo preferidas, a segunda

modificacdo de aminodcido é 239D.

Noutros aspetos, a modificacdo é uma modificacdo glicoforma
que reduz o nivel de fucose em relacdo ao anticorpo
parente. Ainda noutros aspetos, a divulgacdo ¢é dirigida
para uma composicéo incluindo varios anticorpos
glicosilados, em que cerca de 80-100% dos anticorpos
glicosilados na composicdo compreendem uma estrutura de

nicleo de hidrato de carbono madura gue ndo possui fucose.

Numa forma de realizacdo adicional, o anticorpo reduz a
ligacdo a FcyRIIb em comparacdo com o anticorpo anti-CD19

parente.

Em variacdes adicionais divulgadas, o anticorpo tem uma
sequéncia de cadeia pesada varidvel selecionada a partir do
grupo que consiste nas SEQ ID NOS: 13-16, 20-23, e 27-44,

e/ou uma sequéncia variavel de cadeia leve selecionada a
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partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOS: 17-19, 24-2¢,
e 45-79.

Em varios aspetos adicionais, a divulgacdo é dirigida para
uma sequéncia de 4&cido nucleico gque codifica gqualgquer dos

anticorpos aqui divulgados.

Em aspetos adicionais, a divulgacdo ¢é dirigida para um
método para tratar a célula B relacionada com a doenca por
administracdo de um anticorpo de acordo com a reivindicacéao
1. Em certas variacdes, a doenca ¢é selecionada a partir de
linfomas ndo Hodgkin (LNH), leucemia linfocitica crénica
(LLC), leucemia linfoblAstica aguda das células B/linfoma
(B-LLA), e linfoma de células do manto (LCM). Em certos
aspetos, a doenca é uma doenca autoimune, tal como artrite
reumatoide (AR), llpus sistémico eritematoso (LSE ou
ltpus), esclerose multipla, sindrome de Sjorgren, e purpura

trombocitopénica idiopatica (PTI).

Em aspetos adicionais, a divulgacdo ¢é dirigida para uma
composicdo compreendendo um anticorpo aqui descrito e um

transportador aceitével.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

Os desenhos seguintes ilustram adicionalmente aspetos da
invencdo, e ndo sdo entendidos para limitar a invencdo para

qualquer aplicacdo particular ou teoria da operacéo.

Figura 1: Sequéncia de aminoadcidos de CD19 homo
sapiens, como obtido a partir de cDNA clone MGC:12802,
IMAGEM:4054919, Numero de acesso GenBank:BC006338.

Figura 2. Sequéncias de regides constantes naturais de

anticorpo, incluindo a cadeia leve de constante kappa



12

de cadeia leve, e a cadeia pesada de constante gama
para IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4. E também fornecida a
sequéncia de um cadeia constante IgG Hibrida, e uma
cadeia constante IgG Hibrida compreendendo as

substituicdes 239D e I332E.

Figura 3. Alinhamento das sequéncias de aminoéacidos
das imunoglobulinas IgG humanas IgGl, IgG2, IgG3, e
IgG4.

A Figura 3a fornece as sequéncias dos dominios CHI
(Cyl) e de articulacdo, e a Figura 3b fornece as
sequéncias de dominios CH2 (Cy2) e CH3 (Cy3). As
posicdes sdo numeradas de acordo com o indice EU da
sequéncia de IgGl, e diferencas entre IgGl e as outras
imunoglobulinas IgG2, IgG3, e IgG4 sdo mostradas a
cinzento. Existe polimorfismo alotipico num nUmero de
posicdes, e assim podem existir pequenas diferencas
entre as sequéncias apresentadas e as sequéncias da
técnica anterior. Os inicios possiveis da regido Fc
sdo marcados, aqui definidos como posicdo EU 226 ou

230.

Figura 4. Os haplotipos comuns da cadeia gama da IgGl
humana (Figura 4a) e IgG2 (Figura 4b) mostram as

posicdes e as substituicdes relevantes de aminoé&cidos.

Figura 5. Formas de realizacdo preferidas dos perfis
de ligacdo ao recetor que incluem aumentos de,
reducdbes de, ou sem efeito na ligacdo a vVvarios
recetores, onde essas mudancas podem ser benéficas em

certos contextos.

Figura 6. Sequéncias de aminoacidos das regides
varidveis de cadeia pesada e de cadeia leve do 4G7

original e anticorpos HD37 (HO e LO). A Figura 6a
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fornece as sequéncias dos dominios VH e VL, e a Figura
6b fornece as sequéncias das CDRs. Os limites de CDR
sdo determinados de acordo com a convencdo de Kabat
(VH CDR1: 31-35b, VH CDR2Z2: 50-65, VH CDR3: 95-102, VL
CDR1: 24-34, VL CDR2: 50-56, e VL CDR3: 89-97).

Figura 7. Afinidades de ligacdo relativas de Hibrido
4G7 S239D/I332E e anticorpo 4G7 IgGl a um painel de

recetores Fc.

Figura 8. CMCA de Hibrido 4G7 S239D/I332E, hibrido
HD37 S239D/I332E, 4G7 IgGl, HD37 IgGl, e um anticorpo
de controlo negativo na linha de células Daudi (Figura
8a) e CMCA de Hibrido 4G7 S239D/I332E, 4G7 1IgGl,
rituximab, e um anticorpo de controlo negativo nas

linhas de células SUP-B15 e Raji (Figura 8b).

Figura 9. Um ensaio de ligacdo de superficie celular

de Hibrido 4G7 S239D/I332E as células Raji.

Figura 10. A Figura 10a mostra ensaios CMCA de Hibrido
4G7 S239D/I332E, 4G7 IgGl, e rituximab num painel de
14 linhas de células representando varios linfomas e
leucemias. Ambos oS paradmetros de poténcia (ECH0) e
eficdcia (% CMCA) sdo normalizados para o rituximab
(anti-CD20). A Figura 10b lista os linfomas testados e

as linhas de células de leucemia.

Figura 11. Sequéncias da regido variavel de cadeia
pesada com reduzida imunogenicidade para anticorpo 4G7

anti-CD19.

Figura 12. Sequéncias da regido variadvel de cadeia
leve com reduzida imunogenicidade para anticorpo 4G7

anti-CD19.
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Figura 13. Sequéncias da regido variédvel de cadeia
pesada reduzida imunogenicidade para anticorpo HD37

anti-CD19.

Figura 14. Sequéncias da regido variavel de cadeia
leve de reduzida imunogenicidade para anticorpo HD37

anti-CD19.

Figura 15. Resultados de wum ensaio de ligacdo de
superficie celular de variantes 4G7 de imunogenicidade
reduzida a células Raji (Figura 1ba) e CMCA de
HD37 H2L1 Hibrido S239D/I332E e 4G7 HIL3 Hibrido
S239D/I332B em células MEC-1 (Figura 15b).

Figura 16. Afinidade de 1ligacdo celular em células
RS4; 11 de afinidade amadurecida 4G7 em relacdo a HI1L1
mAb.

Figura 17. Dados de afinidade de ligacdo celular a
células RS4;11 de variantes 4G7 incubadas durante 5
dias a 37°C, pH 9,0 em 200 mM de Tris-LCP mostrando a

estabilidade melhorada obtida.

Figura 18. Sequéncias para variantes de cadeia pesada
de anti-CD19 que aumentam a afinidade e/ou a

estabilidade.

Figura 19. Sequéncias para variantes de cadeia leve de
anti-CD19 que aumentam a afinidade e/ou a

estabilidade.

Figura 20. Propriedades antiproliferativas do Hibrido

4G7 S239D/I332E em células Raji.
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Figura 21. Propriedades antiproliferativas do Hibrido
S239D/I332E 4G7 de estabilidade e afinidade melhoradas

em células SU-DHL-6 com e sem ligacdo cruzada.

Figura 22. Fagocitose de células Raji e RS4;11 com
Hibrido S239D/I332E de estabilidade e afinidade
melhoradas de 4G7.

Figura 23. CMCA Hibrido S239D/I332FE de estabilidade e
afinidade melhoradas de 4G7 contra linhas de células
de linfoma multiplo usando células assassinas naturais

(NK) purificadas.

Figura 24. Hibrido S239D/I332E de estabilidade e
afinidade melhoradas 4G7 que se liga a células 293T

transfetadas com CD19 humanas.

Figura 25. Reatividade cruzada de estabilidade de 4G7
e afinidade melhorada do Hibrido S$239D/I332E para oS

CD19 de conimolgos e rhésus.

Figura 26. CMCA em células RS4;11 e MEC-1 usando um
anticorpo anti-CD19 de funcdo efetora melhorada
(Hibrido S$239D/I332E 4G7 HIL1) com baixo contetido em

fucose proporcionada pela expressdo no sistema Lecl3.

Figura 27. Substituicdes Unicas feitas para maior
estabilidade e/ou afinidade. A numeracdo da regido
varidvel é de acordo com Kabat. Um conjunto expandido
de posicgdes esta incluido nas CDRs. Os limites da CDR
canénica definidos por Kabat, como listado na Figura

6, sdo realcados a cinza.

Figura 28. Variantes da regido variavel anti-CD19

construidas para otimizar a afinidade e estabilidade.
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Figura 29. Variantes preferidas e aumento relativo na

afinidade de ligacdo versus o parente HIL1 mAb.

Figura 30. Ensaio de proliferacdo das células B,
mostrando a capacidade de variantes de anticorpos
anti-CD19 para inibir a viabilidade de células B
primdrias. A Figura 30a mostra a dependéncia da dose
do anticorpo anti-mu na proliferacdo de células B. A
Figura 30b mostra a proliferacdo de células B na
presenca de anti-mu fixado (2 mg/mL) mais
concentracgdes variadas de anticorpos controlo da
variante WT e Fc de anti-CD19, e wvariante Fc anti-
CD3Q. Anti-Anti-CD19 IgGl WT = 4G7 H3 L1 IgGl WT,
Anti-CD19 Hybrid 3239D/I332E =
4G7 H3 L1 Hybrid 239D/332E, e Anti-CD3Q S239D/I332E,
aqui usado como um controlo negativo, =
AC10 H3.69V2 L3.71 Hibrido 239D/332E (como divulgado
na US 2007/0166309, Lazar G.A. et al.).

DESCRIGCAO PORMENORIZADA DA INVENGAO

A divulgacdo ¢ direcionada para anticorpos anti-CD19
modificados e métodos para uso dos mesmos. Em varios
aspetos, o0s anticorpos podem ter uma regido Fc modificada,
sequéncias CDR especificas, sequéncias de regido variavel,
e/ou modificacdes da regido constante. Em varias formas de
realizacdo o0s anticorpos sdo humanizados. A divulgacdo é
além disso direcionada para métodos de uso de anticorpos em
vadrias indicacdes de doenca, incluindo agquelas com origem
nas células B tais como linfoma ndo-Hodgkin de origem nas
células B (LNH), leucemia linfoblastica aguda (LLA) e

doencas autoimunes relacionadas.
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A fim de que a invencdo possa ser mais completamente
compreendida, varias definicdes sdo apresentadas abaixo.
Essas definicgbdes sdo entendidas para incluir equivalentes

gramaticais.

Por "CMCA" ou "citotoxicidade mediada por células

dependentes de anticorpo" como aqgqui usado entende-se a

reacdo mediada por células em que células citotdxicas né&o
especificas gque expressam FcyRs reconhecem anticorpo ligado
numa célula alvo e subsegquentemente causa a lise das
células alvo. Em varios aspetos, a funcdo efetora CMCA
aumentada pode significar poténcia melhorada e eficécia
melhorada. Por "poténcia" como usado no contexto
experimental entende-se a concentracdo do anticorpo quando
é observado um efeito terapéutico particular EC50 (metade
da concentracdo méxima eficaz). Por "eficédcia" como usado
no contexto experimental entende-se a funcédo efetora méxima

possivel a niveis de saturacdo de anticorpo.

Por "FCDA" ou fagocitose mediada por células dependente de

anticorpo como aqui usado é considerada a reacdo mediada
por célula em que células citotdxicas ndo especificas que
expressam FcyRs reconhecem o anticorpo ligado numa célula

alvo e subsequentemente causa fagocitose da célula alvo.

Por "aminodcido" e "identidade de aminodcido" como aqui

usado significa um dos 20 aminoacidos que correm
naturalmente ou gqualquer dos andlogos ndo naturais que
devem estar presentes numa posicdo definida, especifica.
Assim "Aminoacido" como agqui usado significa quer os
aminoacidos que ocorrem naturalmente quer os sintéticos.
Por exemplo, a homofenilalanina, citrulina e noreleucina
sdo considerados aminocadcidos para os fins da invencéo.
"Aminoadcido" inclui também residuos de iminoacidos tais

como prolina e hidroxiprolina. A cadeia lateral pode ser
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tanto na configuracdo (R) como na (S). Na forma de
realizacdo preferida, os aminodcidos estdo na configuracédo
(S) ou L. Se sdo usadas cadeias laterais de ocorréncia né&o
natural, podem ser usados substituintes ndo aminocacido, por

exemplo para evitar ou retardar a degradacdo in vivo.

Por "célula B"™ ou "linfécito B" como aqui usado significa

um tipo de linfdécitos desenvolvido na medula déssea que
circula no sangue e linfa, e fornece imunidade humoral. As
células B reconhecem moléculas sem antigénio e diferenciam-
se ou maturam nas células plasmaticas que segregam
imunoglobulina (anticorpos) gque inativam o0s antigénios. Sé&o
também geradas células de memdria que fazem a
imimoglobulina especifica (anticorpo) em encontros
posteriores com tal antigeno. As células B sdo também

conhecidas como "células Beta" no ilhéu de Langerhans.

Por "antigénio de célula B" ou "marcador de célula B" como

aqui usado entende-se qualquer proteina que é expressa nas

células B.

Por "CDI19" como aquili usado entende-se a proteina da SEQ ID
NO:1 (representada na Figura 1). CD19 é também conhecida
como antigénio B4 da superficie das células B, antigénio
CD19 das células B, antigénio CD19, e Leu-12. O CD19 humano
é designado GenelD:930 por Gene de Entrez, e HGNC:1633 por
HGNC. A CD19 pode ser codificada pelo gene chamado CD19. O
uso de "CD19” aqui pretende englobar todos os alelos
conhecidos ou ainda desconhecidos e formas polimorfas de

CD19.

Por "CDC" ou "citotoxicidade dependente de complemento”

como aqui usado entende-se a reagcdo em gue um ou mais

componentes do complemento de proteina reconhece o
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anticorpo ligado numa célula alvo e subsequentemente causa

a lise da célula alvo.

Por "regido constante"™ como aqui usado entende-se 0

polipéptido gque inclui pelo menos uma porcdo das primeiras
trés regides constantes de um anticorpo, com pelo menos uma
funcédo efetora. Assim a regido constante refere-se portanto
aos trés ultimos dominios da regiso constante de
imunoglobulina de IgA, IgD, e IgG, e os ultimos guatro
dominios de imunoglobulina das regides constantes de IgE e
IgM, e a articulacdo flexivel N-terminal para estes
dominios. Para IgA e IgM, Fc pode incluir a cadeia J. Para
IgG, a regiédo constante inclui os dominios de
imunoglobulina Cgamal, Cgama2 e Cgama3 (Cyl, Cy2 e Cy3) e a
articulacdo entre Cgamal (Cyl) e Cgama2 (Cy2). Embora os
limites da regido constante possam variar, a regido Fc de
cadeia pesada de IgG humana ¢ usualmente definida para
compreender residuos do seu terminal carboxilo, em que a
numeracdo é de acordo com o indice EU como em Kabat. A
cadeia leve constante compreende tipicamente um Unico
dominio, e como aqui definido refere-se as posicdes 108-214
de Cx ou CA, em gque a numeracdo é de acordo com o indice
EU. Para anticorpos IgG de comprimento total, a cadeia
pesada constante, como aqui definido, refere-se ao N
terminal do dominio CHl1 para o C terminal do dominio CH3,
ou posicdes 118-447, em gque a numeracdo é de acordo com O
indice EU. "Regido constante" pode referir-se a esta regiédo
isolada, ou um truncamento ou fusdo incluem anticorpos,
fusdes Fc, Fcs isolados, e fragmentos Fc. Em véarias formas
de realizacdo, a regido constante pode ser a regido do
anticorpo que ¢é codificado por um dos genes da regiédo
constante das cadeias leves ou pesadas de imunoglobulina,
i.e. a regido de um anticorpo codificado pelas cadeias
leves kappa (Cx) ou lambda (CA). Em varias formas de

realizacdo, a cadeia pesada constante ou a regido constante



20

de cadeia pesada pode ser a regido de um anticorpo
codificado por genes mu, delta, gama, alfa, ou epsilon para
definir o isotipo de anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA, ou

IgE, respetivamente.

Por "funcdo efetora" como aqui usada entende-se um evento

biogquimico que resulta da interacdo de uma regido Fc de
anticorpo com um recetor Fc ou ligando. As funcdes efetoras
incluem funcdes efetoras mediadas por FcyR tais como CMCA e
FCDA, e funcdes efetoras mediadas por complemento tais como

CDC. Por "célula efetora" como aqui usado entende-se uma

célula do sistema imunitdrio que expressa um ouUu mais
recetores Fc e medeia uma ou mais funcdes efetoras. Células
efetoras incluem mas ndo sdo limitados a mondcitos,
macrbdéfagos, neutrdfilos, células dendriticas, eosindfilos,
mastdcitos, plagquetas, células B, grandes linfécitos
granulares, células de Langerhans, células assassinas (NK)
naturais, e células T vO, e podem ser de gqualquer organismo
incluindo mas ndo limitado a humanos, ratinhos, ratazanas,

coelhos, e macacos.

Por "Fab" ou "regido Fab" como aqui usado significa os

polipéptidos que compreendem os dominios de imunoglobulina
Vi, CH1, Vg, e C(Cp. Fab pode referir-se a esta regido
isoladamente, ou a esta regido no contexto de um anticorpo

de comprimento total ou fragmento de anticorpo.

Por "Fc" ou "regido Fc", como aqui usado entende-se o©
polipéptido compreendendo a regido constante de um
anticorpo excluindo o primeiro dominio de imunoglobulina de
regido constante. Assim Fc refere-se aos ultimos dominios
de imunoglobulina de duas regides constantes do IgA, IgD, e
IgG, e os ultimos trés dominios de imunoglobulina da regido
constante de IgE e IgM, e a articulacdo flexivel N-terminal

a esses dominios. Para IgA e IgM, Fc pode incluir a cadeia
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J. Para IgG, Fc compreende os dominios de imunoglobulina
Cgama?2 e Cgama3 (Cy2 e Cy3) e a articulacdo entre Cgamal
(Cyl) e Cgama2 (Cy2). Embora os limites da regido Fc possam
variar, uma regido Fc de cadeia pesada de IgG humana é
usualmente definida para compreender os residuos C226 ou
P230 na sua terminacdo carboxilo, em que a numeracdo é de
acordo com o indice EU como em Kabat. Fc pode referir-se a
esta regido isoladamente, ou a esta regido no contexto de
um polipéptido Fc, por exemplo um anticorpo. Por

"polipéptido Fc" como aqui usado entende-se um polipéptido

que compreende toda ou parte de uma regido Fc. Os
polipéptido Fcs incluem anticorpos, fusdes Fc, Fcs

isolados, e fragmentos de Fc.

Por "recetor Fc gama" ou "FcyR" como aqui usado entende-se

qualgquer membro da familia das proteinas que ligam regiéo
Fc do anticorpo IgG. Em varias formas de realizacdo, os
FcyR sdo substancialmente codificados pelos genes FcyR. Em
humanos esta familia inclui mas ndo é limitada a FcyR1l
(CDe4), incluindo as isoformas FcyRIa, FcyRIb, e FcyRIc;
FcyRII (CD32), incluindo as isoformas FcyRIIa (incluindo os
alotipos H131 e R131), FcyRIIb (incluindo FcyRIIb-1 e
FcyRIIb-2), e FcyRIIc; e FcyRIII (CD16), incluindo as
isoformas FcyRIIIa (incluindo os alotipos V158 e F158) e
FcyRIITIb (incluindo os alotipos Fc-yRIIIb-NAl e FcyRIIIb-
NA2) (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82:57-65), assim
como quaisquer isoformas FcyRs ou FcyR ou alotipos humanos
desconhecidos. 0Os FcyRs de ratinho incluem mas ndo sé&o
limitados a FcyRI (CDo64), FcyRII (CD32), FcyRIII (CDlb6), e
FcyRIII-2 (CDl6-2), assim como qualquer isoformas FcyRs ou
FcyR ou alotipos de ratinho desconhecido. Um FcyR pode ser
desde qualquer organismo, incluindo mas ndo limitado a

humanos, ratinhos, ratazanas, coelhos, e macacos.
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Por "ligando Fc" ou "recetor Fc" como aqui usado entende-se
uma molécula, preferencialmente um polipéptido, a partir de
qualguer organismo que se liga a regido Fc de um anticorpo
para formar um complexo Fc-ligando. Os ligandos Fc incluem
mas ndo sdo limitados a FcyRs, FcRn, Clg, C3, lectina de
ligacéo a manano, recetor de manose, proteina
estafilocécica A, proteina estreptocdécica G, e FcyR viral.
Os ligandos Fc também incluem homdélogos de recetor Fc
(FcRH), que sdo uma familia de recetores Fc que sé&o
homélogos para FcyRs (Davis et al., 2002, Immunological
Reviews 190:123-136) . Os ligandos Fc podem incluir

moléculas ndo descobertas que ligam Fc.

Por "IgG" como aqui wusado entende-se um polipéptido
pertencente a classe dos anticorpos que sdo
substancialmente codificados por um gene de gama
imunoglobulina reconhecido. Em humanos esta classe
compreende IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4. Em ratinhos esta
classe compreende IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3. Por

"imunoglobulina (Ig)" aqui entende-se uma proteina

consistindo de um ou mais polipéptidos substancialmente
codificados por genes de imunoglobulina. As imunoglobulinas
incluem mas nao s&do limitadas a anticorpos. As
imunoglobulinas podem ter varias formas estruturais,
incluindo mas ndo limitadas a anticorpos de comprimento
total, fragmentos de anticorpo, e dominios de

imunoglobulina individual. Por "dominio de imunoglobulina

(Ig)" aqui entende-se uma regido de uma imunoglobulina (Ig)
que existe como uma entidade estrutural distinta como
verificado, por um especialista na técnica de estrutura de
proteinas. Os dominios Ig tipicamente tém uma topologia de
dobragem em sanduiche [ caracteristica. Os dominios Ig
conhecidos na classe IgG de anticorpos sdo VH, Cyl, Cvy2,

CY3, VL, e CL.
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Por "modificacdo" agqui entende-se uma alteracdo nas

propriedades fisicas, quimicas, ou sequéncia de uma
proteina, polipéptido, anticorpo, ou imunoglobulina.
Modificacdes preferidas da invencdo sdo modificacdes de

aminocdcido e modificacdes de glicoforma.

Por "modificacdo de aminodcido" agqui entende-se uma

substituicdo, insercdo, e/ou delecdo de aminoadcido numa

sequéncia de polipéptido. Por "substituicdo de aminodcido"

ou "substituicdo" aqui entende-se a substituicdo de um

aminoadcido numa posicdo particular numa sequéncia de
polipéptido parente por outro aminodcido. Por exemplo, a
substituicdo I332E refere-se a um polipéptido wvariante,
neste caso uma variante constante de cadeia pesada, na qual
a isoleucina na posicdo 332 ¢é substituida por 4&cido
glutdmico. O residuo WT pode ou ndo ser designada. No
exemplo anterior, 332E indica a substituicdo da posicdo 332
com um acido glutdmico. Para os fins presentes, maltiplas
substituicdes sdo tipicamente separadas por uma barra. Por
exemplo, 239D/332E refere-se a uma variante dupla
compreendendo as substituicdes 239D e 332E. Por "insercdo

de aminodcido"™ ou "insercdo" como aqui usado entende-se a

adicdo de um aminoacido na posicdo particular numa
sequéncia de polipéptido parente. Por exemplo, inserir -236
designa uma insercdo de glicina na posicdo 236. Por

"delecdo de aminodcido" ou "delecdo"™ como agui usado

entende-se a remocgdo de um aminodcido na posicdo particular
numa sequéncia de polipéptidos parente. Por exemplo, G236-

designa a delecdo da glicina na posicdo 236.

Por "modificacdo de glicoforma" ou "glicoforma modificada"

ou "glicoforma modificada geneticamente" como aqui usado

entende-se uma composicdo hidrato de carbono que estéa
ligada covalentemente a uma proteina, por exemplo um

anticorpo, em que a referida composigdo hidrato de carbono
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difere quimicamente da de uma proteina parente. Glicoforma
modificada tipicamente refere-se a diferentes hidrato de
carbono ou oligossacaridos; assim por exemplo um anticorpo
pode compreender uma glicoforma modificada. Em alternativa,
a glicoforma modificada pode referir-se ao anticorpo gue
compreende 0 hidrato de carbono ou oligossacéarido

diferente.

Por "polipéptido parente", "proteina parente", "polipéptido

precursor", ou "proteina precursora" como aqui usados

entende-se um polipéptido nao modificado que é
subsequentemente modificado para gerar uma variante. O
referido polipéptido parente pode ser um polipéptido que
ocorre naturalmente, ou uma variante ou versao
geneticamente modificada de um polipéptido gue ocorre
naturalmente. Polipéptido parente pode referir-se ao
préprio polipéptido, as composicdes que compreendem O
polipéptido parente, ou a sequéncia de aminoacidos que o

codifica. Consequentemente, por "anticorpo parente”" ou

"imunoglobulina parente"™ como agqui usado entende-se um

anticorpo ou imunoglobulina que é modificada para gerar uma

variante. Por "anticorpo anti-CD19 parente" ou

"imunoglobulina anti-CD19 parente" como aqui usado entende-

se um anticorpo ou imunoglobulina gque liga CD19 e ¢é

modificada para gerar uma variante.

Por "proteina" ou "polipéptido" como agqui usado entende-se

pelo menos dois aminodcidos ligados covalentemente, que
incluem proteinas, polipéptidos, oligopéptidos e péptidos.
A proteina pode ser efetuada de aminoadcidos que ocorrem
naturalmente e ligacdes peptidicas, ou estruturas
peptidomiméticas sintéticas, 1.e. "anadlogos", tais como

peptdides.
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Por "posicdo" como aqui usado entende-se a localizacdo na
sequéncia de uma proteina. As posigdes podem ser numeradas
sequencialmente, ou de acordo com um formato estabelecido,
por exemplo o indice EU como em Kabat. Posigdes
correspondentes s&do determinadas como aqui realcgado,
geralmente através de alinhamento com outras sequéncias

parentes.

Por "residuo" como aqui usado entende-se a posicdo numa
proteina e a sua identidade de aminoacido associada. Por
exemplo, a Asparagina 297 (também referida como Asn297 e

N297) é um residuo na posicdo 297 no anticorpo IgGl humano.

Por "antigénio alvo"™ ou "alvo" ou "antigénio" como aqui

usado entende-se a molécula que estd ligada especificamente
pela regido variadvel de um dado anticorpo. Um antigénio
alvo pode ser uma proteina, hidrato de carbono, lipido, ou

outro composto quimico. Por "célula alvo" como aqui usado

entende-se uma célula que expressa um antigénio alvo.

Por "regido varidvel" entende-se a regido variavel de uma

cadeia pesada ou da cadeia 1leve de anticorpo. A regiédo
variavel de cadeia pesada (VH), como aqui definido, refere-
se a terminacdo N a terminacdo C do dominio VH, definida
pelos residuos 1-113 de acordo com a convencdo de numeracio
de Kabat. A regido variéadvel de cadeia leve (VL), como aqui
definido, refere-se a terminacdo N terminal da terminacdo C
do dominio VL, definida pelos residuos 1-107 de acordo com
a convencdo de numeracdo de Kabat. Os especialistas na
técnica reconhecerdo que a convencdo da numeracdo da regido
variavel de Kabat emprega letras para contar o comprimento
variavel de CDRs. Assim uma VH é definida pelos residuos 1-
113 de Kabat, e que uma VL ¢é definida por 1-107 de Kabat,
ndo significa necessariamente que o dominio VH contenha

exatamente 113 residuos, nem que VL contenha exatamente 107
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residuos. Em vez disso, os residuos 1-113 de VH e 1-107 de
VL de acordo com Kabat destinam-se a englobar os dominios
estruturais que foram determinados pelos alinhamentos da
sequéncia de um largo conjunto de regides variaveis de
anticorpo de comprimento variédvel (Kabat et al., 1991,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, b5a Ed.,
United States Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda). Em certas formas de realizacdo, a regiéo
variavel pode compreender um Oou mais dominios Ig

codificados substancialmente por qualgquer dos genes Vi, VA,

e/ou Vi que constituem os locais genéticos de
imunoglobulina kapa, lambda, e de cadeia pesada,
respetivamente.

Por "proteina variante", "variante de proteina",
"polipéptido wvariante", ou "variante de polipéptido" como

aqgqui usado entende-se uma sequéncia de polipéptido gue
difere da de uma sequéncia do polipéptido parente devido a
pelo menos uma modificacdo de aminoédcido. Polipéptido
variante pode referir-se ao préprio polipéptido, uma
composicdo compreendendo o polipéptido, ou a sequéncia
amino que o codifica. Preferencialmente, o polipéptido
variante tem pelo menos uma modificacdo de aminoadcido em
comparacdo com o polipéptido parente, por exemplo desde
cerca de uma até cerca de dez modificacdes de aminoéacido, e
preferencialmente desde cerca de uma até cerca de cinco
modificacdes de aminodcido em comparacdo com O parente. A
sequéncia de polipéptido variante aqui preferencialmente
possuird pelo menos cerca de 80% de homologia com uma
sequéncia de polipéptido parente, e o mais
preferencialmente pelo menos cerca de 90% de homologia,
mais preferencialmente pelo menos cerca de 95% de

homologia. Consequentemente, por "anticorpo variante" ou

"variante de anticorpo" como aqui usado entende-se uma

sequéncia de anticorpo que difere da sequéncia de anticorpo



27

parente devido a pelo menos uma modificacdo de aminoéacido.
Variante de anticorpo pode referir-se ao préprio anticorpo
polipéptido, composicdes compreendendo o) anticorpo
polipéptido variante, ou a sequéncia de aminocacidos que a

codifica. Consequentemente, por "variante de anticorpo" ou

"variante de anticorpo" como aqui usado entende-se um

anticorpo, conforme definido acima, que difere na sequéncia
da sequéncia do anticorpo parente devido a pelo menos uma
modificacdo de aminoédcido. Anticorpo variante pode referir-
se a propria proteina, as composicdes compreendendo a
proteina, ou a sequéncia de aminoacidos que a codifica.

Consequentemente, por "variante constante de cadeia pesada"”

ou "variante constante de cadeia leve" ou "Variante Fc"

como aqui usado entende-se a constante de cadeia pesada,
constante cadeia leve, ou polipéptido ou sequéncia da
regido Fc, respetivamente, que difere na sequéncia da de
uma sequéncia parente devido a pelo menos uma modificacéo

de amino&cido.

Por "tipo selvagem ou WT" aqui entende-se uma sequéncia de

z

aminodcidos ou uma sequéncia de nucledtidos que é
encontrada na natureza, incluindo as variacdes alélicas. A
proteina WT, polipéptido, anticorpo, imunoglobulina, IgG,
etc., tém uma sequéncia de aminocacidos ou uma sequéncia de

nucledétidos gque ndo foi intensionalmente modificada.

Para todas as posicdes da regido constante da cadeia pesada
de imunoglobulina discutidas na presente invengdo, a
numeracdo € de acordo com o indice EU como em Kabat (Kabat
et al., 1991, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5% Ed., United States Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda). O "indice EU como
em Kabat" refere-se a numeracdo de residuo do anticorpo
IgGl EU humano, como descrito em Edelman et al., 1969,

Biochemistry 63:78-85.
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AnticorEos

Como aqui usado, o termo "anticorpo" refere-se a uma
proteina monomérica ou multimérica compreendendo uma ou
mais cadeias de polipéptidos. Um anticorpo liga-se
especificamente a um antigénio (por exemplo CD19) e pode
ser capaz de modular a atividade bioldégica do antigénio.
Como aqui usado, o termo "anticorpo"™ pode incluir

"anticorpo de comprimento total" e "polipéptido Fc."

Por "anticorpo de comprimento total" aqui entende-se a

estrutura que constitui a forma bioldgica natural de um
anticorpo, incluindo as regides variavel e constante. Por
exemplo, na maioria dos mamiferos, incluindo humanos e
ratinhos, o anticorpo de comprimento total da classe IgG é
um tetrédmero e consiste de dois pares idénticos de duas
cadeias de imunoglobulina, cada par com uma cadeia leve e
uma pesada, cada cadeia leve compreendendo dominios de
imunoglobulina VL e CL, e cada cadeia pesada compreendendo
os dominios de imunoglobulina VH, CH1 (Cyl), CH2 (Cy2), e
CH3 (Cy3). Em alguns mamiferos, por exemplo em camelos e
lamas, o©0s anticorpos IgG podem consistir somente de duas
cadeias ©pesadas, cada cadeia pesada compreendendo um

dominio variavel ligado a regido Fc.

O termo "anticorpo" inclui também fragmentos de anticorpo.
Os fragmentos especificos de anticorpo incluem, mas ndo sé&o
limitados a, (i) o fragmento Fab que consiste nos dominios
VL, VH, CL e CH1l, (ii) o fragmento Fd gue consiste nos
dominios VH e CH1l, (iii) o fragmento Fv gue consiste nos
dominios VL e VH de um uUnico anticorpo; (iv) o fragmento
dAb (Ward et al., 1989, Nature 341:544-546) o qual consiste
de uma Unica variével, (v) regides CDR isoladas, (vi)

fragmentos F(ab’)2, um fragmento bivalente compreendendo
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dois fragmentos Fab ligados (vii) moléculas Fv de cadeia
simples (scFv), em que um dominio VH e um dominio VL sé&o
ligados por um ligante peptidico o qual permite que os dois
dominios se associem para formar um sitio de ligacdo a
antigénio (Bird et al., 1988, Science 242:423-426, Huston
et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:5879-5883),
(viii) dimeros Fv de cadeia Unica Dbiespecifica (WO
93/11161) e (ix) "diacorpos"™ ou "triacorpos", fragmentos
multivalentes ou multiespecificos construidos por fusdo de
genes (Tomlinson et. al., 2000, Methods Enzymol. 326:461-
479; WO094/13804; Holliger et al., 1993, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 90:6444-0448). Em certas formas de realizacéo,
0s anticorpos sdo produzidos por técnicas de DNA
recombinante. Outros exemplos de formatos e arquiteturas de
anticorpo sdo descritos em Holliger & Hudson, 2006, Nature
Biotechnology 23(9):1126-1136, e Carter 2006, Nature
Reviews Immunology 6:343-357 e referéncias agqui citadas. Em
formas de realizacéo adicionais, 0s anticorpos sédo
produzidos por clivagem enzimatica ou qguimica dos

anticorpos que ocorrem naturalmente.

Unidades estruturais de anticorpo natural tipicamente
compreendem um tetrdmero. Cada tetramero ¢é tipicamente
composto por dois pares idénticos de cadeias
polipeptidicas, cada par com uma cadeia "leve" (tipicamente
com um peso molecular de cerca de 25 kDa) e uma "pesada"
(tipicamente com um peso molecular de cerca de 50-70 kDa).
Cada uma das cadeias leves e pesadas sdo constituidas por
duas regides distintas, referidas como regides variavel e
constante. Para a classe IgG de imunoglobulinas, a cadeia
pesada é composta por quatro dominios de imunoglobulina
ligados da terminacdo N- a C- pela ordem VH-CH1-CH2-CH3, em
relacdo ao dominio wvaridvel de cadeia pesada, dominio
constante 1 de cadeia pesada, dominio constante 2 de cadeia

pesada, e dominio constante 3 de cadeia pesada
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respetivamente (também referido como VH-Cyl-Cy2-Cy3 em
relacdo ao dominio wvaridvel de cadeia pesada, dominio
constante gama 1, dominio constante gama 2, e dominio
constante gama 3 respetivamente). A Cadeia leve de IgG é
composta por dois dominios de imunoglobulina ligados da
terminacdo N- para a C pela ordem Vi-Cy, em relacdo ao
dominio varidvel de cadeia leve e o dominio constante de
cadeia leve respetivamente. As regides constantes mostram
menor diversidade de sequéncia, e sdo responsaveis pela
ligacdo de algumas das proteinas naturais para eliciar

eventos bioquimicos importantes.

A regido variavel de um anticorpo contém os determinantes
de ligacdo a antigénio de uma molécula, e assim determina a
especificidade de um anticorpo para o seu antigénio alvo. A
regido variavel é assim chamada porque é a mais distinta na
sequéncia dos outros anticorpos dentro da mesma classe. Na
regido variavel, estdo reunidas trés ansas para cada um dos
dominios V de cadeia pesada e cadeia leve para formar um
sitio de ligacdo a antigénio. Cada uma das ansas ¢ referida
como uma regido de determinacdo de complementaridade (de
aqui em diante referida como uma "CDR"), na qual a variacéao
na sequéncia de aminodcidos é a mais significativa. H& um
total de 6 CDRs, trés para cada cadeia pesada e leve,
designadas Vy CDR1, Vy CDR2, Vy CDR3, Vy CDR1l, V; CDR2, e Vi
CDR3. A regido variavel fora das CDRs é referida como a
regido estrutural (FR). Embora ndo seja tdo diversa como as
CDRs, a variabilidade de sequéncia ocorre na regido FR
entre diferentes anticorpos. Acima de tudo, esta
arquitetura caracteristica dos anticorpos fornece uma base
estadvel (a regido FR) na qual substancial diversidade de
ligacdo a antigénio (as CDRs) pode ser explorada pelo
sistema imunitédrio para obter especificidade para uma ampla
gama de antigénios. Um certo numero de estruturas de alta

resolucdo estdo disponiveis para uma diversidade de
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fragmentos de regido varidvel de diferentes organismos,
alguns ndo ligados e alguns complexados com o antigénio. As
caracteristicas estruturais e de sequéncia das regides
variaveis de anticorpo sdo divulgadas, por exemplo, em
Morea et al., 1997, Biophys Chem 68:9-16; Morea et al.,
2000, Methods 20:267-279, e as caracteristicas conservadas
dos anticorpos sdo divulgadas, por exemplo, em Maynard et

al., 2000, Annu Ver Biomed Eng 2:339-376.

Os anticorpos s&o agrupados em classes, também referidas
como isotipos, como determinado geneticamente pela regido
constante. As cadeias leves constantes humanas sdo
classificadas como cadeias leves kappa (Ck) e lambda (CA).
As cadeias pesadas sdo classificadas como mu, delta, gama,
alfa, ou epsilon, e definem o isotipo do anticorpo como
IgM, IgD, IgG, IgA, e IgE, respetivamente. A classe IgG ¢é a
mais comummente usada para fins terapéuticos. Em humanos
esta classe compreende as subclasses I1IgGl, IgG2, IgG3, e
IgG4. Em ratinhos esta classe compreende as subclasses
IgGl, IgG2a, IgG2b, IgG3. A IgM tem subclasses, incluindo,
mas ndo limitadas a, IgMl e IgM2. A IgA tem vAarias
subclasses, incluindo mas ndo limitada a IgAl e IgA2.
Assim, "isotipo" como aqui usado significa qualguer das
classes ou subclasses de imunoglobulinas definidas pelas
caracteristicas quimicas e antigénicas das suas regides
constantes. Os isotipos de imunoglobulina humana conhecidos
sdo IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgAl, IgA2, IgMl, IgM2, IgD, e
IgE. A Figura 2 fornece as sequéncias da cadeia leve humana
kappa e das cadeias constantes de cadeia pesada gama. A
Figura 3 mostra um alinhamento de <cadeias pesadas

constantes da IgG humana.

Para a invencdo podem também ser Uteis as IgGs que séo
composicdes hibridas de isotipos de IgG naturais humanos.

Funcdes efetoras tais como CMCA, FCDA, CDC, e meia vida
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sérica diferem significativamente entre as diferentes
classes de anticorpos, incluindo por exemplo IgGl, IgG2,
IgG3, IgG4, 1IgAl, 1IgA2, IgDh, IgE, IgG, e IgM humanas
(Michaelsen et al., 1992, Molecular Immunology, 29(3): 319-
326) . Uma série de estudos tém explorado as variantes IgGl,
IgG2, IgG3, e IgG4 a fim de investigar os determinantes das
diferencas da funcdo efetora entre elas. Ver por exemplo
Canfield & Morrison, 1991, J. Exp. Med. 173:1483-1491;
Chappel et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (20):
9036-9040; Chappel et al., 1993, Journal of Biological
Chemistry 268:25124-25131; Tao et al., 1991, J. Exp. Med.
173:1025-1028; Tao et al., 1993, J. Exp. Med. 178:661-667;
Redpath et al., 1998, Human Immunology, 59, 720-727.

Como descrito na  US 2006/0134105, intitulada "IgG
Immunoglobulin Variants with Optimized Effector Function",
¢ possivel manipular modificacdes de aminoacido num
anticorpo que compreende as regides constantes de outras
classes de imunoglobulina, por exemplo como as ilustradas
nos alinhamentos na Figura 3. Essas composicdes de IgG
hibridas manipuladas podem fornecer propriedades de funcéo
efetora melhoradas, incluindo CMCA, fagocitose, CDC, e meia
vida sérica melhorados. Por exemplo, como ilustrado pela
Figura 3, uma variante hibrida IgGl/IgG3 pode ser
construida por substituicdo das posicdes IgGl nas regides
CH2 e CH3 com ogs aminoédcidos da IgG3 em posicdes onde os
dois isotipos diferem. Portanto wum anticorpo variante
hibrido IgG pode ser construido para compreender uma ou
mais substituicdes selecionadas a partir do grupo gue
consiste em: 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E, 358M, 384sS,
392N, 397M, 422I, 435R, e 436F, em que a numeracdo & de
acordo com o indice EU. Essas variantes podem fornecer
propriedades de funcéao efetora alternativas e/ou

melhoradas.
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Como outro exemplo, a funcdo efetora relativamente pobre da
IgG2 pode ser melhorada substituindo os residuos chave de
ligacdo a FcyR com os correspondentes aminodcidos numa IgG
com melhor funcédo efetora. Por exemplo, as diferencas entre
0s residuos chave entre IgG2 e IgGl em relacdo a ligacéo
FcyR podem incluir P233, V234, A235, -236 (referente a
delecdo em IgG2 em relacdo a IgGl), e G327. Portanto uma ou
mais modificacdes de aminocdcido na IgG2 parente em que um
ou mais desses residuos é substituido com 0s
correspondentes aminoadcidos IgGl, P233E, V234L, A235L, -
236G (referente a uma insercdo de uma glicina na posicéo
236), e G327A, pode fornecer funcdo efetora aumentada. A
sequéncia de uma tal IgG, compreendendo um hibrido de
residuos de IgGl e IgG2, aqui referida como "Hibrida" nos

Exemplos e Figuras, é fornecida na Figura 2.

Tal como ¢ conhecido na técnica, o polimorfismo da
imunoglobulina existe na populacdo humana. O polimorfismo
da Gm é determinado pelos genes IGHGl, IGHG2 e IGHG3 os
quais tém alelos que codificam determinantes antigénicos
alotipicos referido como alotipos Glm, G2m, eG3m para
marcadores das moléculas IgGl, IgG2 e IgG3 humano (nenhuns
alotipos Gm foram encontrados na cadeia 4 gama). Os
marcadores podem ser classificados em ‘alotipos’ e

‘isoalotipos’. Estes sdo identificados em diferentes bases

soroldgicas dependentes de uma forte homologias de
sequéncias entre isotipos. 0Os alotipos sdo determinantes
antigénicos especificados por formas alélicas dos genes Ig.
Os alotipos representam peguenas diferencas nas sequéncias
de aminoacidos das cadeias pesada e leve de diferentes
individuos. Mesmo uma Unica diferenca de aminocdcido pode
dar origem a um determinante alelotipico, embora em muitos
casos sejam vVvAarias as substituicdes de aminoédcidos que
ocorrem. Os alotipos sédo diferencas de sequéncia entre

alelos de uma subclasse pelo que os anti-soros reconhecem
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apenas as diferencas alélicas. Um isoalotipo é um alelo num
isotipo que produz um epitopo que ¢é partilhado com uma
regido hombéloga nédo polimdérfica de um ou mais de outros
isotipos e por isto o antisoro irad reagir com alotipos
relevantes e com os isotipos homdélogos relevantes (Clark,
1997, 1IgG effector mechanisms, Chem Immunol. 65:88-110;
Gorman & Clark, 1990, Semin Immunol 2(6):457-66).

As formas alélicas de imunoglobulinas humanas foram bem
caracterizadas (WHO Review of the notation for the
allotypic and related markers of human immunoglobulins. J
Immunogen 1976, 3:357-362; WHO Review of the notation for
the allotypic and related markers of human immunoglobulins.
1976, Eur. J. Immunol. 6, 599-601; E. wvan Loghem, 1986,
Allotypic markers, Monogr Allergy 19: 40-51).
Adicionalmente, outros polimorfismos foram caracterizados
(Kim et al., 2001, J. Mol. Evol. 54:1-9). Atualmente, séo
conhecidos 18 alotipos Gm: GIm (1, 2, 3, 17) ou Glm (a, X,
f, z), G2m (23) ou G2m (n), G3m (5, o, 10, 11, 13, 14, 15,
le, 21, 24, 26, 27, 28) ou G3m (bl, c3, b5, b0, b3, b4, s,
t, gl, c5, u, v, gb) (Lefranc, et al., The human IgG
subclasses: molecular analysis of structure, function and
regulation. Pergamon, Oxford, pp. 43-78 (1990); Lefranc, G.
et al., 1979, Hum. Genet.: 50, 199-211). 0Os alotipos que
sdo herdados em combinacdes fixadas sdo chamados haplotipos
Gm. A Figura 4 mostra haplotipos comuns da cadeia gama de
IgGl humano (Figura 4a) e IgG2 (Figura 4b) mostrando as
posicdes e as substituicdes de aminodcidos relevantes. As
sequéncias de aminoécidos destas versdes alotipicas de IgGl
e IgG2 sdo fornecidas como SEQ IDs: 80-85. Os anticorpos da
presente invencdo podem ser substancialmente codificados
por qualquer alotipo, isoalotipo, ou haplotipo de qualquer

gene de imunoglobulina.
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Formas alélicas de imunoglobulinas humanas foram bem
caracterizadas (WHO Review of the notation for the
allotypic and related markers of human immunoglobulins. J
Immunogen 1976, 3: 357-362; WHO Review of the notation for
the allotypic and related markers of imunoglobulinas
humanas. 1976, Eur. J. Iminunol. 6, 599-601; E. van Loghem,
1986, Allotypic markers, Monogr Allergy 19: 40-51) .
Adicionalmente, outros polimorfismos foram caracterizados
(Kim et al., 2001, J. Mol. Evol. 54:1-9). Presentemente,
sdo conhecidos 18 alotipos Gm: Glm (1,2, 3, 17) ou Glm (a,
x, £, z), G2m (23) ou G2m (n), G3m (5, o6, 10, 11, 13, 14,
15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) ou G3m (bl, c3, b5, b0, b3, b4,
s, t, gl, c¢5, u, v, gb) (Lefranc, et al., The human IgG
subclasses: molecular analysis of structure, function and
regulation. Pergamon, Oxford, pp. 43-78 (1990); Lefranc, G.
et al., 1979, Hum. Genet.: 50, 199-211). Al4d4otipos gque sédo
herdados em combinacdes fixas sd&o chamados haplotipos Gm. A
Figura 4 mostra haplotipos comuns da cadeia gama de IgGl
humana (Figura 4a) e IgG2 (Figura 4b) mostrando as posicdes
e as substituicdes de aminoécidos relevantes. 0Os anticorpos
da presente invencdo podem ser substancialmente codificados
por qualquer alotipo, isocalotipo, ou haplotipo de qualqgquer

gene de imunoglobulina.

Os anticorpos agqui divulgados podem ser substancialmente
codificados por genes de qualguer organismo,
preferencialmente mamiferos, incluindo mas ndo limitado a
humanos, roedores incluindo mas ndo limitado a ratinhos e
ratos, lagomorfos incluindo mas ndo limitado a coelhos e
lebres, camelideos incluindo mas ndo limitado a camelos,
lamas, e dromedidrios, e primatas ndo humanos, incluindo mas
ndo limitado a Prossimios, Platyrrhini (macacos do Novo
Mundo), Cercopithecoidea (macacos do Velho Mundo), e
Hominoidea incluindo os Gibbdes e Macacos Menores e Grandes.

Numa forma de realizacdo mais preferida, os anticorpos da
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presente invencéo sédo substancialmente humanos. Os
anticorpos aqui divulgados podem ser substancialmente
codificados por genes de imunoglobulina pertencentes a
qualquer das classes de anticorpo. Numa forma de realizacédo
mais preferida, os anticorpos da presente invencgédo
compreendem sequéncias pertencentes a classe de anticorpos
IgG, incluindo subclasses de 1IgGl, 1IgG2, IgG3, e 1IgG4
humanas. Os anticorpos aqui divulgados podem compreender
sequéncias pertencentes as classes de anticorpos IgA
(incluindo subclasses IgAl e IgA2 humanas), IgD, IgE, IgG,
ou IgM. Os anticorpos aqui divulgados podem compreender
mais do que uma cadeia de proteina. Ou seja, a presente
invencdo pode encontrar uso num anticorpo que é um mondmero

ou um oligdémero, incluindo um homo- ou hetero-oligdbmero.

Na forma de realizacdo mais preferida, os anticorpos da
invencdo baseiam-se em sequéncias de IgG humanas, e assim
as sequéncias de IgG humanas sdo usadas como Ssequéncias
"base" em relacdo as quais outras sequéncias séo
comparadas, incluindo mas ndo limitado a sequéncias de
outros organismos, por exemplo sequéncias de roedores e
primatas, assim como sequéncias de outras classes de
imunoglobulina tais como IgA, IgE, IgGD, IgGM, e as afins.
E divulgado que, embora os anticorpos da presente invencéo
sejam manipulados no contexto de um anticorpo parente, as
variantes podem ser manipulados em ou "transferidos"™ para o
contexto de outro, segundo anticorpo parente. Isto ¢é
realizado determinando 0s residuos e substituicdes
"equivalentes" ou "correspondentes" entre o primeiro e
segundo anticorpo, tipicamente com base na homologia de
sequéncia ou estrutural entre as sequéncias dos dois
anticorpos. Com vista a estabelecer a homologia, a
sequéncia de aminoacidos de um primeiro anticorpo aqui
evidenciado é diretamente comparado com a sequéncia de um

segundo anticorpo. Apds o alinhamento das sequéncias,
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usando um ou mais dos programas de alinhamento de homologia
conhecidos na técnica (por exemplo usando residuos
conservados como entre espécies), permitindo as necessérias
insercdes e delecdes com vista a manter o alinhamento
(i.e., evitando a eliminacdo de residuos conservados
através de delecdo e insercdo arbitréria), sdo definidos os
residuos equivalentes de aminodcidos especificos na
sequéncia primdria do primeiro anticorpo. O alinhamento de
residuos conservados preferencialmente deve conservar 100%
desses residuos. No entanto, um alinhamento superior a 75%
ou tdo baixo como 50% dos residuos conservados ¢é também
adequado para definir os residuos equivalentes. Os residuos
equivalentes podem também ser definidos determinando a
homologia estrutural entre um primeiro e um segundo
anticorpo ou seja ao nivel da estrutura tercidria para
anticorpos cujas estruturas foram determinadas. Neste caso,
0s residuos equivalentes sdo definidos como agueles para o0S
quais as coordenadas atdédmicas de dois ou mais dos
principais &tomos da cadeia de um residuo de aminocacido
particular do parente ou precursor (N em N, CA em CA, C em
C e O em O) estdo dentro de 0,13 nm e preferencialmente 0,1
nm apds alinhamento. O alinhamento ¢ atingido apdés o melhor
modelo ter sido orientado e posicionado para dar a
sobreposicdo méxima de coordenadas atdémicas de atomos de
proteina ndo hidrogénio das proteinas. Independentemente de
como os residuos equivalentes ou correspondentes sédo
determinados, e independentemente da identidade do
anticorpo parente em que os anticorpos sdo feitos, o que se
pretende transmitir €& que o0s anticorpos divulgados pela
presente invencdo podem ser manipulados em qualgquer segundo
anticorpo parente gque tenha homologia de sequéncia ou
estrutural significativa com o referido anticorpo. Portanto
por exemplo, se é gerado um anticorpo variante em que o
anticorpo parente ¢é IgGl humano, wusando o0os métodos

descritos acima ou outros métodos para determinar os
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residuos equivalentes, o referido anticorpo variante pode
ser manipulado num anticorpo progenitor de IgG2 humano, num
anticorpo parente IgA humano, num anticorpo parente IgG2a
ou IgG2b de rato, e afins. Novamente, como descrito acima,
o contexto do anticorpo parente ndo afeta a capacidade para
transferir os anticorpos da presente invencdo para outros
anticorpos parentes. Por exemplo, as variantes de anticorpo
que sdo manipuladas num anticorpo IgGl humano gue tem como
alvo um epitopo do antigénio pode ser transferido para um
anticorpo IgG2 humano gque visa um epitopo do antigénio

diferente, e assim por diante.

Na classe IgG das imunoglobulinas, existem varios dominios

de imunoglobulina na cadeia ©pesada. Por "dominio de

imunoglobulina (Ig)" ¢é aqui pretendida uma regido de uma

imunoglobulina (Ig) com uma estrutura terciaria distinta.
Com interesse para a presente invencdo sdo os dominios de
cadeia pesada constante, (incluindo, uns dominios de pesada
constante (CH) e a articulacdo. No contexto dos anticorpos
IgG, cada um dos isotipos IgG tem trés regides CH: "CHL"
refere-se as posicgdes 118-220, "CH2" refere-se as posicdes
237-340, e "CH3"' refere-se as posicdes 341-4477 de acordo

com o indice EU como em Kabat. Por "articulacdo" ou "regido

de articulacdo" ou "regido de articulacdo de anticorpo." ou

"regido de articulacdo de imunoglobulina" aqui entende-se o

polipéptido flexivel compreendendo o0s aminoacidos entre os
primeiro e o segundo dominios constantes de um anticorpo.
Estruturalmente, a extremidade do dominio IgG CH1 na
posicdo 220 de EU, e o dominio IgG CH2 comeca na posicédo
237 de EU do residuo. Assim, para a IgG a articulacdo ¢é
aqui definida para incluir as posicdes 221 (D221 em IgGl)
até 236 (G236 em IgGl), em que a numeracdo ¢ de acordo com
o indice EU como em Kabat. Em algumas formas de realizacéo,
por exemplo no contexto de uma regido Fc, a articulacéo

mais baixa estd incluida, com a "articulacdo inferiox"
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geralmente referente as posigdes 226 ou 230. A cadeia
pesada constante, como aqui definida, refere-se ao N
terminal do dominio CH1 ao C terminal do dominio CH3,
compreendendo, assim, as posicdes 118-447, em que a
numeracdo é de acordo com o indice EU. A cadeia leve
constante compreende um Unico dominio, e como aqui definido
refere-se as posicdes 108-214 de Cx ou CA, em gue a

numeracdo é de acordo com o indice EU.

Os anticorpos aqui divulgados podem incluir anticorpos
multiespecificos, notavelmente anticorpos biespecificos,
também por vezes referidos como "diacorpos". Estes sé&o
anticorpos que se ligam a dois (ou mais) antigénios
diferentes. O0s diacorpos podem ser fabricados por uma
diversidade de modos conhecidos na técnica, por exemplo,
preparados guimicamente ou a partir de hibridomas hibridos.
Numa forma de realizacdo, o anticorpo é um minicorpo. Os
minicorpos sdo proteinas do tipo anticorpo minimizado
compreendendo um scFv ligado a um dominio CH3. Em alguns
casos, o scFv pode estar ligado a regido Fc, e pode incluir
algum ou todos os da regido de articulacdo. Para uma
descricdo de anticorpos multiespecificos wver Holliger &
Hudson, 2006, Nature Biotechnology 23(9):1126-1136 e

referéncias aqui citadas.

Adicionalmente divulgado é qgque o anticorpo &€ um fragmento
de anticorpo. De especial interesse sdo 0s anticorpos que
compreendem regides Fc, fusdes Fc, e a regido constante da
cadeia pesada (CHl-articulacd@o-CH2-CH3). Os anticorpos aqui

divulgados podem compreender fragmentos Fc. Um fragmento Fc

como aqui divulgado pode compreender desde 1 - 90% da
regido Fc, com 10 - 90% sendo preferido, e 30 - 90% sendo o

mais preferido. Assim, por exemplo, um fragmento Fc como
aqui divulgado pode compreender um dominio IgGl Cy2, um

dominio IgGl Cy2 e a regido de articulacdo, um dominio IgGl
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Cy3, e assim por diante. Um fragmento Fc como aqui
divulgado pode compreender adicionalmente um parceiro de
fusdo, tornando-o efetivamente uma fusdo de fragmento Fc.
Os fragmentos Fc podem ou ndo conter uma sequéncia de

polipéptido extra.

Anticorpos quiméricos, humanizados, e completamente humanos

A imunogenicidade é o resultado de uma série de respostas
complexas a uma substédncia que é reconhecida como estranha,
e pode incluir a producdo de anticorpos neutralizantes e
ndo neutralizantes, a formacdo de complexos imunoldgicos, a
ativacéao de complemento, ativacéao de mastdcitos,
inflamac&o, respostas de hipersensibilidade, e anafilaxia.
Varios fatores podem contribuir para a imunogenicidade da
proteina, incluindo mas ndo limitado a sequéncia de
proteina, via e frequéncia de administracdo, e populacéio
doente. A imunogenicidade pode limitar a eficéacia e a
seguranca da proteina terapéutica de maltiplos modos. A
eficacia pode ser reduzida diretamente pela formacdo de
anticorpos neutralizantes. A eficédcia pode ser também
reduzida indiretamente, por ligacdo ou a anticorpos
neutralizantes ou a ndo neutralizantes tipicamente conduz a
eliminacéo réapida do SOro. Podem ocorrer efeitos
secundédrios graves e mesmo morte quando aparece uma reacdo
imunoldgica. Assim, numa forma de realizacdo preferida a
manipulacéo de proteinas é usada para reduzir a

imunogenicidade dos anticorpos da presente invencéo.

Em algumas formas de realizacéo, os componentes da
estrutura podem ser uma mistura de espécies diferentes.
Esse anticorpo pode um anticorpo quimérico e/ou um
anticorpo humanizado. Em geral, tanto os "anticorpos
quiméricos" como os "anticorpos humanizados" referem-se a

anticorpos que combinam regides de mais de uma espécie. Os
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"Anticorpos quiméricos" tradicionalmente compreendem

regido (6es) variéavel (eis) de um ratinho (ou rato, em alguns
casos) e af(s) regido (des) constante (s) de um humano
(Morrison et al., 1984, Proc Natl Acad Sci USA 81l: 6851-
6855) .

Por anticorpo "humanizado" como agui usado entende-se um
anticorpo compreendendo uma regido estrutural humana (FR) e
uma ou mals regides determinantes de complementaridade
(CDR’s) de um anticorpo ndo humano (usualmente ratinho ou
rato). O anticorpo ndo humano EP fornecendo as CDR’s é
chamado o "dador" e a imunoglobulina humana que fornece a
estrutura ¢é chamada o "aceitador". Em certas formas de
realizacdo, a humanizacdo assenta principalmente sobre a
insercdo de enxertos de CDRs dadoras nas estruturas VL e VH
do aceitador (humano) (Winter US 5225539). Esta estratégia
¢ referida como "enxerto de CDR". A "Retromutacdo" dos
residuos da estrutura do aceitador selecionado nos
correspondentes residuos dadores é muitas vezes necessaria
para recuperar a afinidade que é perdida na construcdo do
enxerto inicial (US 5693762). O anticorpo humanizado
otimamente também compreenderd pelo menos uma porcdo de uma
regido constante de imunoglobulina (Ig), tipicamente a da
imunoglobulina humana, e portanto, tipicamente, iréa
compreender uma regido Fc humana. Uma multiplicidade de
técnicas e métodos para humanizar e reformular anticorpos
ndo humanos sdo bem conhecidos na técnica (Ver Tsurushita &
Vasquez, 2004, Humanization of Monoclonal Antibodies,
Molecular Biology of B Cells, b533-545, Elsevier Science
(USA), e as referéncias aqui citadas). A humanizacdo ou
outros métodos de reducdo da imunogenicidade de regides
variaveis de anticorpo ndo humano pode incluir métodos de
recapeamento, como descrito por exemplo em Roguska et al.,
1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:969-973. Numa forma de

realizacdo, a selecdo de métodos baseados na selecdo podem
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ser empregues em regides varidveis de anticorpo humanizado
e/ou de afinidade madura, quer dizer, para aumentar a
afinidade da regido wvaridvel para o seu antigénio alvo.
Outros métodos de humanizacdo podem envolver o enxerto
somente de partes das CDRs, incluindo mas ndo limitado a
métodos descritos na US 2002/0034765; Tan et al., 2002, J.
Immunol. 169: 1119-1125; De Pascalis et al., 2002, J.
Immunol. 169: 3076-3084. Podem ser empregues métodos com
base na estrutura para maturacdo da humanizacdo e
afinidade, por exemplo como descrito na US 2002/0177170 e

pedidos relacionados.

Em certas variacdes, a imunogenicidade do anticorpo é
reduzida usando um método descrito na US 2006/0008883,
intitulada "Methods of Generating Variant Proteins with

Increased Host String Content and Compositions Thereof".

As modificac®es para reduzir a 1imunogenicidade podem
incluir modificacdes gque reduzem a ligacdo do péptido
processado derivado da sequéncia parente as proteinas MHC.
Por exemplo, as modificac®es de aminocdcido devem ser
manipuladas de modo a gue ndo sejam ou que s um numero
minimo dos epitopos 1imunoldégicos seja previsto ligar-se,
com alta afinidade, a guaisquer alelos MHC prevalentes.
Varios métodos de identificacdo de epitopos ligados a MHC
nas sequéncias de proteina sdo conhecidos na técnica e
podem ser usados para medir os epitopos num anticorpo da
presente invencdo. Ver por exemplo US 2002/011°492, US
2004/0230380, US 2006/0148009, e referéncias ai citadas.

Os anticorpos aqui divulgados podem ser totalmente humanos,
ou seja as sequéncias dos anticorpos sdo completamente ou
substancialmente humanas. "Anticorpo totalmente humano" ou
"anticorpo completamente humano" refere-se a um anticorpo

humano com a sequéncia de gene de um anticorpo derivado de
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um cromossoma humano com as modificagdes agqui sublinhadas.
Sdo conhecidos na técnica varios métodos para gerar
anticorpos totalmente humanos, incluindo o uso de ratinhos
transgénicos (Bruggemann et al., 1997, Curr Opin Biotechnol
8:455-458,) ou bibliotecas de anticorpos humanos ligadas a
métodos de selecdo (Griffiths et al., 1998, Curr Opin
Biotechnol 9:102-108).

Anticorpos que visam CD19

Os anticorpos como aqui divulgados podem apresentar
seletividade para CD19 wversus alvos alternativos, ou
seletividade para uma forma especifica do alvo versus
formas alternativas. Exemplos incluem comprimento total
versus variantes de emenda, formas superficie celular
versus formas sollveis, seletividade para varias variantes
polimérficas, ou seletividade para formas conformacionais
especificas de um alvo. Um anticorpo como aqui divulgado
pode ligar gqualquer epitopo ou regido no CD19, e pode ser
especifico para fragmentos, formas mutantes, formas de
emenda, ou formas aberrantes dos referidos antigénios.
Anticorpos ou imunoadesinas adequados incluem os anticorpos
CD19 ou imunoadesinas em MT-103 (um anticorpo de cadeia
simples bispecifico CD19/CD3; Hoffman, P. et al. 2005. Int.
J. Cancer. 115: 98-104; Schlereth, B. et al. 2006. Cancer
Immunol. Immunother. 55: 503-514), um diacorpo CD19/CD16
(Schlenzka, J. et al. 2004. Anti-cancer Drugs. 15: 915-919;
Kipriyanov, S.M. et al. 2002. J. Immunol. 169: 137-144),
BUl2-saporin (Flavell, D.J. et al. 1995. Br. J. Cancer. 72:
1373-1379), e anti-CDl9-idarubicina (Rowland, A.J. et al.
1993. Cancer Immunol. Immunother. 55: 503-514); Olson, US
Pub. No. 2004/0136908A1, registada em 4 de marco, 2004; US
5,686,072; Olson, WO 02/080987A1, registada em 29 de marco,
2002; Tedder, WO 06/133450A1, registada em 8 de junho,
2006; Tedder, WO 06/121852A2, registada em 5 de abril,
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2006; Tedder, WO 06/089133A2, registada em 15 de fev.,
2006; Tedderm US Pub. No. 2006/280738A1, registada em 8 de
jun., 2006; Uus 7,109,304; Hansen, Us Pub. No.
2005/070693A1, registada em 2 de agosto., 2004; Hansen, US
Pub. No. 2006/257398A1, registada em 1 de Jjun., 2006;
Hansen, WO 05/012493A2, registada em 2 de agosto., 2004;
Rao-Naik, WO 07/002223A2, registada em 20 de jun., 2006;
Page, US Pub. 2002/182208A1, registada em 16 de maio, 2002;
Us 5,686,072; Page, EP00481790B1, registada em 17 de out.,
1991; Hariharan, US Pub. No. 2003/103971Al1, registada em 12
de set., 2002; Goldenberg, US Pub. No. 2003/133930A1,
registada em 24 de jan., 2003; Goldenberg, US Pub. No.
2004/219156A1, registada em 30 dez., 2002; Hariharan, US
Pub. No. 2007/0009519A1, registada em 21 de Jjul., 2006;
Curd, WO 00/067796A1, registada em 4 de maio, 2000;
Kipriyanov, WO 03/088998A1, registada em 15 de abr., 2003;
Us 7,112,324, us 7,129,330, Olson, Us Pub. No.
2004/0136908A1, registada em 4 de mar., 2004; Dorken, US
Pub. No. 2006/0193852A1, registada em 5 de maio, 2006;
Amphlett, US Pub. No. 2007/0009541A1, registada em 14 de
set., 2006; Kersey, WO 96/36360A1, registada em 15 de maio,
1996; Kufer, WO 04/106381A1, registada em 26 de maio, 2004;
Little, US Pub. No. 2007/031436Al1, registada em 10 de out.,
2006; Kufer, US Pub. No. 2007/123479A1, registada em 26 de
maio, 2004; Baeuerle, WO 07/068354A1, registada em 29 de
nov., 2006; Le Gall, EP 01314741B1l, registada 14 de nov.,
2001; Pesando, WO 91/13974Al1, registada em 12 de mar.,
1991; Allen et al, Clin. Cancer. Res 2005; 11(9) 1 de maio,
2005; Barbin et al, J. Immunother, Vol. 29, No.Z2,
marco/abril 2006; Bruenke et al, Brit. J. Haern, 130, 218-
2228 (2005); Callard, J. Immunol. Vol. 148, 2983-2987, No.
10, 15 de maio, 1992; Carter et al, Immunol. Res. 2002;
26/1-3:45-54; Carter & Barrington, Curr. Dir. Autoimmun.
Basel, Karger, 2004, wvol. 7, pp 4-32; WWWK Cheng et al,
Biochim. Biophys. Acta 1768 (2007) 21-29; Cochlovius,
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Cancer Res. 060, 4336-4341, 15 de agosto, 2000; LJN Cooper
et al, Blood Cells, Molecules & Diseases, 33 (2004) 83-89;
LIJN Cooper et al, Blood, 15 de fev. 2005, Vol. 105, No. 4,
pp 1622-1631; Culton et al, J. Clin. Immunol., Vol. 27, No.
1, jan. 2007; Daniel et al, Blood, Vol. 92, No. 12 (15
dez.), 1998: pp 4750-4757; Doody et al, Curr. Opin. Immun.,
1996, pp 378-382; Dreier et al, Int. J. Cancer, 100, 690-
697 (2002); Dreier et al, J. Immunol., 2003, pp. 4397-4402;
Fearon & Carter, Annu. Rev. Immunol. 1995. 13:127-149;
Fearon & Carroll, Annu. Rev. Immunol. 2000. 18:393-422;
Fujimoto & Sato, J. Dermatol. Sci. (2007) em impressdo; Le
Gall et al, Prot. Engr, Des. & Select., vol. 17, no. 4,
pp.357-366, 2004; Ghetie et al, Blood, 1 de jul 2004, Vol.
104, No. 1, pp.178-183; Ghetie et al, Blood, Vol. 83, No. 5
(Mar 1), 1994: pp 1329-1336; Ghetie et al, Clin. Cancer
Res., Vol. 5, 3920-2927, Dec. 1999; Ginaldi et al, J. Clin.
Pathol, 1998; 51:364-369; Grossbard et al, Clin. Cancer
Res., Vol. 5, 2392-2398, set. 1999; Grossbard et al, Brit.
J. Haematol., 1998, 102, 509-515; Grossbard et al, Blood,
Vol. 80, No. 4 (15 de agosto), 1992: pp 863-878; Grossbard
& Fidias, Clin. Immunol. & Immunolpath., Vol. 76, No. 2,
agosto., pp. 107-114, 1995; M. Green, Cancer Immunol.
Immunother. (2004) 53: 625-632; Harata et al, Blood, 1 set.
2004, Vol. 104, No. 5, pp 1442-1449; Hekman et al, Cancer
Immunol. Immunother. (1991) 32: 364-372; Hoffmann et al,
Int. J. Cancer: 115, 98-104 (2005); Kipriyanov et al, J.
Immunol. (2002), pp. 138-144; Kipriyanov et al, Int. J.
Cancer: 77, 763-772 (1998); Kipriyanov et al, J. Immunol.
Meth 196 (1996) 51-62; Lang et al, Blood, 15 maio 2004,
Vol. 103, No. 10, pp 3982-3985; Lankester et al, J. Biol.
Chem., Vol, 271, No. 37, set. 13, pp. 22326-22330, 199¢6;
Loeffler et al, Blood, 15 mar 2000, Vol. 95, No. 6, pp
2098-2103; Masir, et al Histopathol., 2006, 48, pps. 239-
246; Bargou et al, MT103 (MEDI-538) Poster; Mitchell et al,
J. Nucl. Med. 2003; 44:1106-1112; Molhoj et al, Molec.
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Immunol., 44 (2007) 1935-1943; Pietersz et al, Cancer
Immunol. Immunother (1995) 41: 53-60; Sapra et al, Clin.
Cancer Res. Vol. 10, 1100-1111, fev. 1, 2004; Schlereth et
al, Cancer Immunol. Immunother. (2000) 55: 503-514;
Schwemmlein et al, Leukemia (2007) 21, 1405-1412; Sieber et
al, Brit. J. Haematology, 2003, 121, 458-46l1l; Stone et al,
Blood, Vol, 88, No. 4 (agosto 15), 1996: 1188-1197; Sun et
al, Molec. Immunolog. 41 (2004) 929-938; Tedder & Isaacs,
J. Immunolog. Vol. 143, 712-717, No. 2 jul 15, 1989; Tedder
et al, Curr. Dir. Autoimmun. Basel, Karger, 2005, vol 8, pp
55-90; Tedder et al, Springer Semin. Immun. (2006) 28: 351-
364; Tiroch et al, J. Immunol., 2002, 168: 3275-3282; Uckun
et al, Blood, Vol 71, No 1 (jan), 1988: pp 13-29; Uckun et
al, J. Immunol., Vol 134, No 3, marco 1985, pp 2010-2016;
Vallera et al, Clin. Cancer Res. 2005; 11(10) maio 15,
2005; Vlasveld et al, Cancer Immunol. Immunother. (1995)
40: 37-47; Vuist et al, Cancer Res, 49, 3783-3788, julho
15, 1989; Vuis et al, Cancer Res, 50, 5767-5772, set. 15,
1990; Yan et al, Int. Immunol. Vol 17, No. 7, pp 869-877
(2005); Yazawa, et al, PNAS 2005; 102; 15178-15183. As
moléculas descritas nas US 5,686,072, WO 02/080987A1 e US
Pub. No. 2004/0136908A1 e identificadas como 4G7, as
moléculas descritas na WO 1007/002223A2 e Tedder, sé&o

preferidas.

Os anticorpos da presente invencéao podem encontrar
aplicacdo numa vasta gama de produtos. Numa forma de
realizacdo os anticorpos da invencdo s&do um terapéutico, um
diagndéstico, ou um reagente de pesquisa, preferencialmente
um terapéutico. Em alternativa, o anticorpo da presente
invencdo pode ser usado para usos agricolas ou industriais.
Um anticorpo da presente invencdo pode encontrar aplicacdo
numa composicdo de anticorpo que é monoclonal ou
policlonal. Os anticorpos da presente invencdo podem ser

agonista, antagonistas, neutralizantes inibidores, ou
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estimuladores. Numa forma de realizacdo preferida, os
anticorpos da presente invencdo sdo usados para matar
células alvo que suportam o antigénio alvo, por exemplo
células cancerigenas. Numa forma de realizacdo alternativa,
0s anticorpos da presente invencdo sdo usados para
bloguear, antagonizar ou agonizar o antigénio alvo. Numa
forma de realizacdo preferida alternativa, os anticorpos da
presente invencdo sdo usados para bloguear, antagonizar ou
agonizar o antigénio alvo e matar as células alvo que

suportam o antigénio alvo.

Anticorpos anti-CD19 como terapéuticas para tratar

distarbios das células B

Os anticorpos sdo uma classe de proteinas terapéuticas que
podem ser usados para tratar distuirbios das células B. Um
certo numero das propriedades favordveis de anticorpos,
incluindo mas ndo limitado a especificidade para o alvo,
capacidade para mediar mecanismos efetores imunitérios, e
longa wvida no soro, torna os anticorpos terapéuticas
poderosas. A presente invengdo descreve anticorpos contra

as células B de antigénio CD19.

As células B de antigénio CD19 (CD19, também conhecido como
antigénio B4 da superficie das células B, Leu-12) & um
marcador de superficie de pan-célula B humana que &
expressa a partir de estddios precoces de desenvolvimento
da pré-célula B através de diferenciacdo do terminal nas
células plasmidticas. O CD19 promove a proliferacdo e
sobrevivéncia de células B maduras. Associa-se num complexo
com CD21 na superficie celular. Também se associa com CD81
e Leu-13 e potencia a sinalizacdo das células B recetora
(RCB). Em conjunto com RCB, o CD19 modula a sinalizacéo

intrinseca e a 1induzida por <recetor antigénio limite
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critico para a expansdo clonal de células B e imunidade
humoral. Em colaboracdo com CD21 liga o sistema imunitério
inato e adaptativo. Apds a ativacdo, a cauda citoplasméatica
do CD19 torna-se fosforilada o que leva a ligacdo pela
familia das Src quinases e recrutamento da PI-3 quinase. E
um alvo de imunoterapia atraente para cancros de origem
linfoide uma vez que é também expresso na vasta maioria das

células LNH assim como algumas leucemias.

Um certo numero de anticorpos ou conjugados de anticorpos
que visam CD19 foram avaliados em estudos pré-clinicos ou
em ensaios clinicos para o tratamento de cancros. Estes
anticorpos anti-CD19 ou conjugados de anticorpo incluem mas
ndo sdo limitados a MT-103 (um anticorpo CD19/CD3
biespecifico de cadeia simples; Hoffman et al, 2005 Int J
Cancer 115:98-104; Schlereth et al, 2006 Cancer Immunol
Immunother 55:503-514), um diacorpo CD19/CD16 (Schlenzka et
al, 2004 Anti-cancer Drugs 15:915-919; Kipriyanov et al,
2002 J Immunol 169:137-144), BUl2-saporin (Flavell et al,
1995 Br J Cancer 72:1373-1379), e anti-CDl9-idarubicina
(Rowland et al, 1993 Cancer Immunol Immunother 55:503-514).

Otimizagdo Fc de anticorpos anti-CD19

H&4 um certo numero de mecanismos caracterizados através dos
quais os anticorpos medeiam efeitos celulares, incluindo
antiproliferacdo via Dbloqueio de wvias de crescimento
necesséarios, de sinalizacdo intracelular conduzindo a
apoptose, regulacdo negativa reforcada e/ou renovacdo dos
recetores, citotoxicidade dependente do complemento (CDC),
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpo
(CMCA), fagocitose mediada por células dependente anticorpo
(FCDA) e promogdo de uma resposta imune adaptiva (Cragg et
al., 1999, Curr Opin Immunol 11:541-547; Glennie et al.,
2000, TImmunol Today 21:403-410). A eficédcia de anticorpo
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pode ser devido a uma combinacdo destes mecanismos, e sua
importadncia relativa na terapia clinica para a oncologia

parece ser dependente de cancro.

A importancia de funcgdes efetoras mediadas por FcyR para a
atividade de alguns anticorpos foi demonstrada em ratinhos
(Clynes et al., 1998, Proc Natl Acad Sci USA 95:652-656;
Clynes et al., 2000, Nat Med 6:443-446), e através de
correlacdes observadas entre eficdcia clinica em humanos e
o seu alotipo de formas de alta (V158) ou baixa (F158)
afinidade polimérfica de FcyRIIIa (Cartron et al., 2002,
Blood 99:754-758; Weng & Levy, 2003, Journal of Clinical
Oncology, 21:3940-3947). Juntamente estes dados sugerem que
um anticorpo que € otimizado para ligar a certos FcyRs
podem mediar melhor as funcdes efetoras, e deste modo
destruir as células alvo mails efetivamente em doentes.
Assim, um meio promissor para melhorar a poténcia
antitumoral de anticorpos ¢é através do aumento da sua
capacidade para mediar funcdes efetoras citotdxicas tais
como CMCA, FCDA, e CDC. Adicionalmente, os anticorpos podem
mediar mecanismos anti-tumorais através da inibicdo de
crescimento ou sinalizacdo apoptdtica gue pode ocorrer
quando um anticorpo se liga ao seu alvo nas células
tumorais. Essa sinalizacdo pode ser potenciada gquando os
anticorpos sdo apresentados para as células do tumor
ligados a células imunitérias via FcyR. Portanto o aumento
da afinidade dos anticorpos para FcyRs pode resultar

melhorias nos efeitos antiproliferativos.

A manipulacdo do anticorpo para opimizar a funcdo efetora
foi alcancada usando modificacdes de aminoédcidos (ver por
exemplo a US 2004/0132101 e US 2006/0024298 e referéncias
al citadas), e as glicoformas manipuladas (ver por exemplo

Umafia et al., 1999, Nat Biotechnol 17:176-180; Shinkawa et
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al., 2003, J Biol Chem 278:3466-3473, Yamane-Ohnuki et al.,
2004, Biotechnology and Bioengineering 87 (5):614-621).

Modificacdes para otimizac¢do da funcdo efetora

A presente divulgacéo é dirigida para anticorpos
compreendendo modificacdes, em que as referidas
modificacdes alteram a afinidade para um ou mais recetores
Fc, e/ou alterar a capacidade do anticorpo para mediar uma
ou mais funcdes efetoras. As modificacdes incluem

modificacdes de amincacido e modificacdes de glicoforma.

Modificacdes de aminodcido

Como descrito na US 2006/0024298, intitulada "Optimized Fc
Variants", modificacdes de aminodcido em posicgdes da cadeia
pesada da regido constante 221, 222, 223, 224, 225, 227,
228, 230, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239, 240,
241, 243, 244, 245, 246, 247, 249, 255, 258, 260, 262, 263,
264, 265, 266, 267, 268, 269, 270, 271, 272, 273, 274, 275,
276, 278, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 288, 290, 291,
292, 293, 294, 295, 296, 297, 298, 299, 300, 301, 302, 303,
304, 305, 313, 317, 318, 320, 322, 323, 324, 325, 326, 327,
328, 329, 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, e 337, permite
a modificacdo das propriedades de ligacdo a FcyR, funcéo
efetora, e propriedades potencialmente clinicas de

anticorpos.

Em particular, variantes que alteram a ligacdo a um ou mais
recetores humanos Fc podem compreender um aminodcido 222E,
222Y, 223E, 223K, 224E, 224Y, 225E, 225K, 225W, 227E, 227G,
227K, 227Y, 228E, 228G, 228K, 228Y, 230A, 230E, 230G, 230Y,
231E, 231G, 231K, 231Pp, 231Y, 232E, 232G, 232K, 232Y, 233A,
233D, 233F, 233G, 233H, 233I, 233K, 233L, 233M, 233N, 233Q,
233R, 233S, 233T, 233V, 233W, 233Y, 234A, 234D, 234E, 234F,



51

234G, 234H, 2341, 234K, 234M, 234N, 234P, 234Q, 234R, 234sS,
234T, 234V, 234W, 234Y, 235A, 235D, 235E, 235F, 235G, 235H,
2351, 235K, 235M, 235N, 235P, 235Q, 235R, 235S, 235T, 235V,
235W, 235Y, 236A, 236D, 236E, 236F, 236H, 236I, 236K, 236L,
236M, 236N, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y,
237D, 237E, 237F, 237H, 2371, 237K, 237L, 237M, 23N, 237P,
237Q, 237R, 237s, 237T, 237V, 237w, 237Y, 238D, 238E, 238F,
238G, 238H, 238I, 238K, 238L, 238M, 238N, 238Q, 238R, 238S,
238T, 238V, 238W, 238Y, 239D, 239E, 239F, 239G, 239H, 23971,
239K, 239L, 239M, 239N, 239P, 239Q, 239R, 239T, 239V, 239W,
239Y, 240A, 2401, 240M, 240T, 241D, 241E, 241L, 241R, 241SsS,
241w, 241Y, 243E, 243H, 243L, 243Q, 243R, 243W, 243Y, 244H,
245A, 246D, 246E, 246H, 246Y, 247G, 247V, 249H, 249Q,

249Y, 255E, 255Y, 258H, 2583, 258Y, 260D, 260E, 260H, 260Y,
262A, 262E, 262F, 2621, 262T, 263A, 263I, 263M, 263T, 264A,
264D, 264E, 264F, 264G, 264H, 264I, 264K, 264L, 264M, 264N,
264P, 2640, 264R, 2645, 264T, 264W, 264Y, 265F, 265G, 2605H,
265I, 265K, 265L, 265M, 265N, 265P, 265Q, 265R, 265S, 265T,
265V, 265W, 265Y, 266A, 2661, 266M, 266T, 267D, 267E, 267F,
267H, 2671, 267K, 267L, 267M, 26’/N, 267P, 267Q, 267R, 267T,
2677V, 267W, 267Y, 268D, 268E, 268F, 268G, 268I, 268K, 268L,
268M, 268P, 268Q, 268R, 268T, 268V, 268W, 269F, 269G, 269H,
269I, 269K, 269L, 269M, 269N, 269P, 269R, 269S, 269T, 269V,
269w, 269Y, 270F, 270G, 270H, 270I, 270L, 270M, 270P, 2700Q,
270R, 270s, 270T, 270w, 270Y, 271a, 271D, 271E, 271F, 271G,
271H, 2711, 271K, 271L, 271M, 271N, 271Q, 271R, 271s, 271T,
271v, 271w, 271Y, 272D, 2772F, 272G, 2772H, 2721, 272K, 272L,
2772M, 272Pp, 272R, 2725, 272T, 272V, 272w, 272Y, 2731, 274D,
274E, 274F, 274G, 274H, 2741, 274L, 274M, 274N, 274P, 274R,
274T, 274v, 2774w, 274Y, 2775L, 2775W, 276D, 276E, 276F, 276G,
276H, 276I, 276L, 27eM, 276P, 276R, 276S, 276T, 276V, 276W,
2°7eY, 278D, 2778E, 278G, 278H, 2781, 278K, 278L, 278M, 278N,
278p, 278Q, 278R, 278S, 278T, 278V, 278W, 280G, 280K, 280L,
280P, 280W, 281D, 281E, 281K, 281N, 281P, 281Q, 281Y, 282E,
282G, 282K, 282Pp, 282Y, 283G, 283H, 283K, 283L, 283P, 283R,
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285K,
288Y,
2911,
2931,
293Y,
29453,
2951,
296A,
2960,
2971,
297w,
298N,
299G,
2998,
300M,
301E,
304N,
31809,
320P,
3221,
324G,
324y,
325M,
3261,
327L,
328A,
328P,
329F,
3298,
330L,
331D,
331W,
332N,
333F,

284D,
2850,
290D,
2910Q,
293L,
294F,
2947,
295M,
296D,
296R,
297K,
297Y,
2989Q,
299H,
299V,
300N,
301H,
304T,
318R,
3208,
322Pp,
324H,
3254,
325Pp,
326L,
327M,
328D,
3280Q,
329G,
329T,
330M,
331F,
331Y,
332P,
333H,

284E,
285W,
290H,
291T,
293M,
294¢G,
294V,
295N,
296E,
2968,
297L,
2984,
298R,
2991,
299W,
300p,
301y,
305E,
318Y,
320T,
32283,
3241,
325D,
3259,
326P,
327N,
328E,
328R,
329H,
329V,
330N,
331H,
332A,
332Q,
3331,

284L,
285Y,
290L,
292D,
293N,
294H,
294w,
295P,
296G,
296T,
297M,
298D,
298T,
299K,
299Y,
3000,
3021,
305T,
320D,
320V,
322T,
324L,
325E,
325R,
326T,
327Pp,
328F,
328s,
3291,
329W,
330P,
33171,
332D,
332R,
333L,

284N,
286E,
290N,
292E,
293P,
2941,
294y,
295R,
296H,
296V,
297°P,
298E,
298W,
299L,
3004,
300R,
303D,
305Y,
320F,
320w,
322V,
324M,
3250F,
3258,
327D,
327R,
328G,
328T,
329K,
329Y,
330R,
331L,
332E,
33283,
333M,

2840Q,
286G,
290w,
2927,
293R,
294K,
295D,
29583,
2961,
297D,
297Q,
298F,
298Y,
299M,
300D,
3008,
303E,
313F,
320G,
320Y,
322W,
324p,
325G,
325T,
327E,
32783,
328H,
328V,
329L,
330E,
330s,
331M,
332F,
332T,
333P,

284T,
286P,
291D,
292Y,
2938,
2941,
295E,
295T,
296K,
297E,
29R,
298H,
2994,
299N,
300E,
300T,
303Y,
317E,
320H,
322D,
322y,
324R,
325H,
325V,
327F,
3277,
32871,
328W,
329M,
330F,
330T,
3310,
332H,
332V,
333T,

284Y,
286Y,
291E,
293F,
2937,
294M,
295F,
295V,
296L,
297F,
2978,
2981,
299D,
299p,
300G,
300V,
304D,
317Q,
3201,
322F,
3231,
324T,
3251,
325W,
327H,
327V,
328K,
328Y,
329N,
330G,
330V,
331R,
332K,
332W,
333Y,

285D,
288D,
291G,
293G,
293V,
294p,
295G,
295W,
296M,
297G,
297T,
298K,
299E,
2990,
300H,
300w,
304H,
318H,
320L,
322G,
324D,
324V,
325K,
325Y,
3271,
327W,
328M,
329D,
3299,
330H,
330w,
331T,
332L,
332Y,
334A,
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285E,
288E,
291H,
293H,
293W,
294R,
295H,
295Y,
296N,
297H,
297V,
298M,
299F,
299R,
300K,
301D,
304L,
318L,
320N,
322H,
324F,
324w,
3251,
326E,
327K,
327Y,
328N,
329E,
329R,
3301,
330Y,
331V,
332M,
333A,
334F,
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3341, 334L, 334p, 334T, 335D, 335F, 335G, 335H, 335I, 335L,
335M, 335N, 335P, 335R, 3355, 335V, 335W, 335Y, 336E, 336K,
336Y, 337E, 337H, e 337N, em que a numeracdo ¢ de acordo

com o indice EU.

Como descrito na Us 2005/0244403, intitulada
"Immunoglobulin variants outside the Fc region",
modificacdes de aminodcido em posicdes da cadeia pesada da
regido constante 118, 119, 120, 121, 122, 124, 126, 129,
131, 132, 133, 135, 136, 137, 138, 139, 147, 148, 150, 151,
152, 153, 155, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166,
167, 168, 169, 171, 172, 173, 174, 175, 176, 177, 178, 179,
180, 183, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196,
197, 198, 199, 201, 203, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 211,
212, 213, 214, 216, 217, 218, 219, 221, 222, 223, 224, 225,
226, 227, 228, 229, 230, 231, 232, 233, 234, 235, e 236,
permite a modificacdo de propriedades de ligacdo a FcyR, a
funcdo efetora, e propriedades potencialmente clinicas de

anticorpos.

Como descrito na Us 2005/0244403, intitulada
"Immunoglobulin variants outside the Fc region", as
modificacdes de aminoacido nas posicdes da regido constante
de cadeia leve 108, 109, 110, 111, 112, 114, 11e, 121, 122,
123, 124, 125, 12e¢, 127, 128, 129, 131, 137, 138, 140, 141,
142, 143, 145, 147, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 15¢,
157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169,
170, 171, 172, 173, 174, 176, 180, 181, 182, 183, 184, 185,
187, 188, 189, 190, 191, 193, 195, 197, 199, 200, 202, 203,
204, 205, 206, 207, 208, 210, 211, 212, 213, permite a
modificacdo de propriedades de ligacdo a FcyR, a funcéo
efetora, e as propriedades potencialmente clinicas de

anticorpos.
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Em particular, as variantes que alteram a ligacdo a um ou
mais recetores humanos Fc pode compreender uma modificacédo
de aminodcido na regido constante de cadeia pesada, como
aqui descrito, selecionado a partir do grupo que consiste
de 118K, 118E, 118Y, 119R, 119E, 119Y, 120R, 120E, 12071,
1218, 121Y, 121H, 122E, 122R, 124K, 124E, 124Y, 126K, 126D,
129, 129D, 131G, 131T, 132D, 132R, 132L, 133R, 133E, 133L,
135I, 135E, 135K, 136E, 136K, 136I, 137E, 138S, 138R, 138D,
1391, 139E, 139K, 147A, 147E, 148Y, 148K, 150L, 150K, 150E,
151a, 151D, 152L, 152K, 153L, 153D, 155E, 155K, 155I, 157E,
157K, 157y, 159K, 159D, 159L, 160K, 160E, 160Y, 161D, 162D,
162K, 162Y, 163R, 164R, 164E, 164Y, 165D, 165R, 165Y, 166D,
167A, 168L, 1698, 171G, 171H, 172K, 172L, 172E, 173T, 173D,
174%, 174K, 174y, 175D, 175L, 176D, 176R, 176L, 177R, 177E,
177y, 178D, 179K, 179y, 179E, 180K, 180L, 180E, 183T, 187I,
187K, 187E, 188I, 189D, 189G, 190I, 190K, 190E, 191D, 191R,
191Y, 192N, 192R, 192L, 193F, 193E, 194R, 194D, 195R, 195D,
195Y, 196K, 196D, 196L, 197R, 197E, 197Y, 198L, 199T, 199D,
199K, 201E, 201K, 201L, 203D, 203L, 203K, 205D, 205L, 206A,
206E, 207K, 207D, 208R, 208E, 208Y, 209E, 209K, 209Y, 210L,
210K, 210Y, 211R, 211E, 211Y, 212Q, 212K, 212H, 212L, 212Y,
213N, 213E, 213H, 213L, 213Y, 214N, 214E, 214H, 214L, 214y,
216N, 216K, 21e6H, 216L, 21l6Y, 217D, 217H, 217A, 217V, 217G,
218D, 218E, 218Q, 218T, 218H, 218L, 218Y, 219D, 219E, 219Q,
219K, 219T, 219H, 219L, 2191, 219Y, 205A, 210A, 213A, 214A,
218A, 221K, 221Y, 221E, 221N, 221Q, 221R, 2215, 221T, 221H,
221A, 221V, 221L, 2211, 221F, 221M, 221W, 221P, 221G, 222FE,
222Y, 222D, 222N, 222Q, 222R, 222S, 222T, 222H, 222V, 2221,
2221, 222F, 222M, 222W, 222P, 222G, 222A, 223D, 223N, 223Q,
223R, 223S, 223H, 223A, 223V, 223L, 2231, 223F, 223M, 223Y,
223W, 223P, 223G, 223E, 223K, 224D, 224N, 224Q, 224K, 224R,
224S, 224T, 224V, 2241, 2241, 224F, 224M, 224W, 224P, 224G,
224F, 224Y, 224A, 225D, 225N, 225Q, 225R, 2255, 225H, 225A,
225V, 225L, 2251, 225F, 225M, 225Y, 225P, 225G, 225E, 225K,
225W, 226S, 227E, 227K, 227Y, 227G, 227D, 227N, 227Q, 227R,
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22718, 227T, 227H, 227A, 227V, 227L, 2271, 227F, 227M, 227W,
228K, 228Y, 228G, 228D, 228N, 228Q, 228R, 228T, 228H, 228A,
228V, 228L, 2281, 228F, 228M, 228W, 229S, 230A, 230E, 230Y,
230G, 230D, 230N, 230Q, 230K, 230R, 230Ss, 230T, 230H, 230V,
230L, 2301, 230F, 230M, 230W, 231K, 231P, 231D, 231N, 2310Q,
231R, 2318, 2317, 231H, 231V, 231L, 2311, 231F, 231M, 231w,
232E, 232K, 232Y, 232G, 232D, 232N, 232Q, 232R, 232S, 232T,
232H, 232A, 232V, 232L, 2321, 232F, 232M, 232W, 233D, 233N,
233Q, 233R, 233S, 233T, 233H, 233A, 233V, 233L, 233I, 233F,
233M, 233Y, 233W, 233G, 234D, 234E, 234N, 234Q, 234T, 234H,
234Y, 2341, 234V, 234F, 234K, 234R, 234S, 234A, 234M, 234G,
235D, 2358, 235N, 235Q, 235T, 235H, 235Y, 235I, 235V, 235F,
235E, 235K, 235R, 235A, 235M, 235W, 235P, 235G, 236D, 236E,
236N, 236Q, 236K, 236R, 2363, 236T, 236H, 236A, 236V, 236L,
2361, 236F, 236M, 236Y, 236W, e 236P, em gue a numeracido é

de acordo com o indice EU.

Em particular, as variantes que alteram a ligacdo a um ou
mais recetores humanos Fc podem compreender uma modificacédo
de aminocadcido na regido constante de cadeia leve, como aqui
descrito, selecionados a partir do grupo gque consiste de
108D, 108I, 108Q, 109D, 109P, 109R, 110E, 1101, 110K, 111E,
111K, 1111n, 1128, 112R, 112Y, 114D, 1141, 114K, 116T, 121D,
122R, 1228, 122y, 123L, 123R, 124E, 125E, 125K, 126D, 126L,
126Q, 127A, 127D, 127K, 128N, 129E, 1291, 129K, 131T, 137K,
137s, 138D, 138K, 138L, 140E, 140H, 140K, 141E, 141K, 142D,
142G, 1421, 143A, 143L, 143R, 145D, 145T, 145Y, 147A, 147E,
147K, 149D, 149y, 150A, 1511, 151K, 152L, 152R, 152S, 153D,
153H, 1535, 154E, 154R, 154V, 155E, 155I, 155K, 156A, 156D,
156R, 157N, 158D, 158L, 158R, 159E, 159K, 159L, 160K, 160V,
161K, 161L, 162T, 163E, 163K, 163T, 164Q, 165K, 165P, 165Y,
l66E, 1l66M, 166S, 167K, 167L, 168K, 168Q, 168Y, 169D, 169H,
169s, 1701, 170N, 170R, 171A, 171N, 171V, 172E, 1721, 172K,
173K, 173L, 173¢Q, 174A, 176T, 180E, 180K, 180S, 181K, 182E,
182R, 182T, 183D, 183L, 183P, 184E, 184K, 184Y, 185I, 185Q,
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185R, 187K, 187Y, 188E, 188S, 188Y, 189D, 189K, 189Y, 190E,
190L, 190R, 191E, 191R, 191s, 193E, 193K, 193s, 195I, 195K,
1950, 197E, 197K, 197L, 199E, 199K, 199Y, 200S, 202D, 202R,
202Y, 203D, 203L, 203R, 204T, 205E, 205K, 206E, 206I, 206K,
207A, 207E, 207L, 208E, 208K, 208T, 210A, 210E, 210K, 211A,
211E, 211Pp, 212E, 212K, 212T, 213L, 213R, em gue numeracao

¢ de acordo com o indice EU.

Substituicdes adicionais que podem ser usadas na presente
invencdo incluem outras substituicdes gque modulam a
afinidade ao recetor Fc, a funcdo efetora mediada por FcvR,
e/ou a funcdo efetora mediada por complemento, incluem mas
ndo sdo limitados a 298A, 298T, 326A, 326D, 326E, 326W,
326Y, 333A, 3335, 334L, e 334A (US 6,737,056; Shields et
al, Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-
6604; US 6,528,624; Idusogie et al., 2001, J. Immunology
166:2571-2572), 247L, 255L, 270E, 392T, 396L, e 421K (US
2005/037000; US 2005/0064514), e 280H, 280Q, e 280Y (US
2004/0002587) .

Numa outra forma de realizacdo, o0s anticorpos como aqui
divulgados podem ser combinados com variantes constantes de
cadeia pesada que alteram a ligacdo FcRn. Estes incluem
modificacdes que modificam a afinidade FcRn de um modo
especifico de pH. Em particular, as variantes que aumentam
a ligacdo Fc incluem FcRn mas ndo sdo limitados a: 250E,
250Q, 428L, 428F, 2500Q0/428L (Hinton et al., 2004, J. Biol.
Chem. 279(8): 6213-6216, Hinton et al. 2006 Journal of
Immunology 176:346-356, US 2005/0276799, WO 2004/035752, WO
2004/092219, Us 2005/0014934, Us 2005/0032114, WO
2005/037867, US 2005/0226864), 256A, 2727, 286A, 305A,
307A, 311A, 312A, 376A, 378Q, 380A, 382A, 434A (Shields et
al, Journal of Biological Chemistry, 2001, 276(9):6591-
6604, US 2005/0118174, US 6737056, US 2006/0194291, US
2006/0194957, WO 2006/031370, US 2006/0067930), 252F, 252T,
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252Y, 252W, 254T, 256S, 256R, 256Q, 256k, 256D, 256T, 309P,
311s, 433R, 433Ss, 4331, 433P, 433Q, 434H, 434F%, 434y,
252Y/254T/256E, 433K/434F/436H, 308T/309P/311S (Dall Acqua
et al. Journal of Immunology, 2002, 169:5171-5180,
Us7083784, WO 97/34631, US6821505, WO 2002/060919, US
2006/0198840), 257C, 257M, 257L, 257N, 257Y, 279E, 279Q,
279Y, insercdo de Ser a seguir a 281, 283F, 284E, 300Y,
307v, 308F, 308Y 311v, 385H, 385N, (WO 2006/053301, US
2006/0173170, US 2007/0135620) 204D, 284E, 285E, 286D, e
290E (WO 2005/047327).

Os anticorpos como aqui divulgados podem compreender
modificacdes isotipicas, que sdo modificacdes numa IgG
parente com o tipo de aminodcido numa IgG alternativa. Por
exemplo como ilustrado na Figura 3, uma variante IgGl/IgG3
hibrida pode ser construida por substituicdo das posicdes
de IgGl na regido CH2 e/ou CH3 com os aminodcidos da IgG3
nas posicdes em que dois isotipos diferem. Assim pode ser
construida uma variante de anticorpo IgG hibrida que
compreende uma ou mais substituicdes selecionadas a partir
do grupo que consiste de: 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E,
358M, 384S, 392N, 397M, 422I, 435R, e 436F. Numa outra
forma de realizacdo da invencdo, uma variante hibrida
IgGl/IgG2 pode ser construida pela substituicdo das
posicdes IgG2 na regido CH2 e/ou CH3 com aminodcidos de
IgGl nas posicdes onde os dois isotipos diferem. Assim pode
ser construida uma variante de anticorpo IgG hibrido que
compreende uma ou mais modificag¢des selecionadas a partir
do grupo que consiste de 233E, 234L, 235L, -236G (referente

a uma insercdo de uma glicina na posicdo 236), e 327A.

Modificacbes de Glicoformas

Muitos polipéptidos, incluindo anticorpos, sdo submetidos a

uma diversidade de modificacdes pds translacionais
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envolvendo as porg¢des hidrato de carbono, tais como a
glicosilacdo com oligossacéaridos. Existem véarios fatores
que podem influenciar a glicosilacdo. As espécies, tipos de
tecidos e células tém, todos, mostrado ser importantes do
mesmo modo a gque glicosilacdo ocorre. Além disso, o
envolvimento extracelular, através de condicdes de cultura
alteradas tais como concentracdo de soro, pode ter um
efeito direto na glicosilacéo. (Lifely et al., 1995,
Glycobiology 5(8): 813-822).

Todos os anticorpos contém hidrato de carbono em posicdes
conservadas nas regides constantes da cadeia pesada. Cada
isotipo de anticorpo tem uma variedade de distintas
estruturas hidrato de carbono ligado a N. Para além do
hidrato de carbono ligado a cadeia pesada, até 30% de IgGs
humanas tém uma regido Fab glicosilada. A IgG tem um Unico
hidrato de carbono biantena ligado a N no Asn297 do dominio
CH2. Para IgG a partir de soro ou produzida ex vivo em
hibridomas ou células manipuladas, as IgG s&o heterogéneos
em relacdo ao hidrato de carbono ligado a Asn297 (Jefferis
et al., 1998, Immunol. Rev. 163: 59-76; Wright et al.,
1997, Trends Biotech 15:26-32). Para IgG humana, o nucleo
oligossacarido normalmente consiste em GlcNAc2Man3GlcNAc,

com numeros diferindo de residuos externos.

As porcgdes hidrato de carbono da presente invencdo serdo
descritas relativamente a nomenclatura comummente usada
para a descricdo de oligossacdridos. Uma revisdo da gquimica
do hidrato de carbono qgue usa esta nomenclatura ¢é
encontrada em Hubbard et al. 1981, Ann. Rev. Biochem.
50:555-583. Esta nomenclatura inclui, por exemplo, Man, dque
representa manose; GlcNAc, que representa manose 2-N-
acetilglucosamina; Gal que representa manose galactose; Fuc
para fucose; e Glc, gque representa manose glucose. Os

4dcidos siédlicos sd@o descritos pela notacdo abreviada
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NeuNAc, para o éacido 5-N-acetilneurédminico, e NeuNGc para

5-glicolilneuraminico.

0 termo “glicosilacéao” significa a ligacéo de
oligossacédridos (hidratos de carbono contendo dois ou mais
aclcares simples ligandos conjuntamente por exemplo desde
dois até cerca de doze acucares simples unidos
conjuntamente) a uma glicoproteina. As cadeias laterais do
oligossacdrido estdo tipicamente lingadas a estrutura da
glicoproteina através de ligacdes N ou 0. Os
oligossacaridos da presente invencdo gque ocorrem geralmente
estdo ligados a um dominio CH2 de uma regido Fc como
oligossacéridos ligados a N. A "glicosilacdo ligada a N"
refere-se a ligacdo da porcdo hidrato de carbono a um
residuo de asparagina numa cadeia de glicoproteina. O
especialista na técnica reconhecera que, por exemplo, cada
um dos dominios CH2 das IgGl, IgG2a, IgG2b e IgG3 de murino
assim como das IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e IgD humanas
tem um Unico sitio para a glicosilacdo ligada a N no
residuo de aminoacido 297 (Kabat et al. Sequences of

Proteins of Immunological Interest, 1991).

Para os presentes fins, uma "estrutura de hidrato de
carbono de nucleo maduro" refere-se a uma estrutura de
hidrato de carbono de nlcleo processado ligado a uma regido
Fc a qual geralmente consiste da seguinte estrutura de
hidrato de carbono GlcNAc (Fucose)-Glc-NAc-Man- (Man-G1lcNAc),
tipica dos oligossacaridos biantena. A estrutura de hidrato
de carbono de nlcleo maduro ¢ ligada a regido Fc da
glicoproteina, geralmente através de ligacdo N a Asn297 de
um dominio CH2 da regido Fc. Um "GlcNAc de bisecdo”™ & um
residuo GlcNAc ligado a B1,4 manose da estrutura de hidrato
de carbono de nlcleo maduro. o GlcNAc de bisecdo pode estar
ligado enzimaticamente a estrutura de hidrato de carbono de

ntucleo maduro por uma enzima B(1l,4)-N-
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acetilglucosaminiltransferase III (GnTIII). As células OHC
normalmente ndo expressam GnTIII (Stanley et al., 1984, J.
Biol. Chem. 261: 13370-13378), mas podem ser modificadas
nesse sentido (Umana et al., 1999, Nature Biotech. 17:176-

180) .

A presente invencdo contempla anticorpos que compreendem
glicoformas modificadas ou glicoformas manipuladas. Por
"glicoforma modificada"™ ou "glicoforma manipulada”™ como
aqgui usado entende-se uma composicdo hidrato de carbono que
estad ligada covalentemente a uma proteina, por exemplo um
anticorpo, em que a referida composicdo hidrato de carbono
difere guimicamente daquela da ©proteina parente. As
glicoformas manipuladas podem ser uteis para varios fins,
incluindo mas ndo limitado a aumentar ou reduzir a funcéo
efetora medidada por FcyR. 0Os anticorpos aqui divulgados
podem ser modificados para controlar o nivel de
oligossacdridos fucosilados e/ou de Dbisecdo que estédo

ligados covalentemente a regido Fc.

Historicamente, o0s anticorpos produzidos em Células de
Ovario de Hamster Chinés (OHC), um dos hospedeiros
industriais mais usados, contém cerca de 2 até 6% da
populacdo que ¢ ndo fucosilada. A linha de células YB2/0
(mieloma de rato) e Lecl3 (uma lectina mutante da linha OHC
que tem uma GDP-manose 4,6 desidratase deficiente
conduzindo a deficiéncia da GDPfucose ou intermediarios
acucar GDP que sdo o substrato da ol,6-fucosiltransferase
(Ripka et al., 1986), no entanto, pode produzir anticorpos
com 78% até 98% espécies ndo fucosiladas. Infelizmente, a
producéo de anticorpo a partir destas células é
extremamente pobre e portanto estas linhas de células né&o
sdo Uteis para fazer comercialmente produtos de anticorpos
terapéuticos. O gene FUT8 <codifica a enzima «ol,6-

fucosiltransferase que catalisa a tranferéncia de um
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residuo fucosil da GDP-fucose para a posicdo 6 de GlcNac
ligado a Asn (ligado a N) de uma N-glicana (Yanagidani et
al., 1997, J Biochem 121:626-632). Sabe-se qgque a ol,56
fucosiltransferase é a Unica enzima responsavel pela adicéo
da fucose ao hidrato de carbono biantena ligado a N na

Asn297 no dominio CH2 do anticorpo IgG.

Sdo0 conhecidos varios métodos na técnica para gerar
glicoformas modificadas (Umafia et al., 1999, Nat Biotechnol
17:176-180; Davies et al., 2001, Biotechnol Bioeng 74:288-
294; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277:26733-26740;
Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem. 278:3466-3473); (US
6,602,684; US 2003/0157108; US 2003/0003097; PCT WO
00/61739A1; PCT WO 01/29246A1; PCT WO 02/31140A1; PCT WO
02/30954A1); Yamane-Ohnuki et al., 2004, Biotechnology and
Bioengineering 87(5):014-621; (Potelligent™ technology
[Biowa, Inc., Princeton, NJ]; GlycoMAb™ glicosilation
engineering technology [GLYCART biotechnology AG, Zlrich,
Switzerland]). Estas técnicas controlam o nivel de
oligossacdridos fucosilados e/ou de Dbisecdo que estdo
ligados covalentemente a vregido Fc, por exemplo por
expressdo de uma IgG em vAarios organismos ou linhas de
células, por manipulacdo ou de outro modo (por exemplo
células Lec-13 OHC ou células de hibridoma rato YB2/0), por
regulacdo enzimadtica envolvida no passo de glicosilacéo
(por exemplo FUT8 [wal,6-fucosiltranserase] e/ou p1-4-N-
acetilglucosaminiltransferase I1T [GnTIII]), ou por
modificacdo do(s) hidrato de carbono(s) apds a IgG ter sido

expressa.

Outros métodos para modificar as glicoformas dos anticorpos
da invencdo incluem o uso de estirpes de leveduras
glicomanipuladas (Li et al., 2006, Nature Biotechnology
24(2):210-215), musgo (Nechansky et al., 2007, Mol Immunjol
44 (7): 1826-8), e plantas (Cox et al., 2006, Nat Biotechnol
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24 (12) :1591-7). Métodos para modificar glicoformas incluem
mas ndo sdo limitados ao uso de uma estirpe glicomanipulada
da levedura Pichia pastoris (Li et al., 2006, Nature
Biotechnology 24(2):210-215), uma estirpe glicomanipulada

do musgo Physcomitrella patens em que as enzimas B1l,2-

xilosiltransferase e/ou al,3-fucosiltransferase s&do
eliminadas (Nechansky et al., 2007, Mol Immunjol
44 (7):1826-8), e o uso de interferéncia de RNA para inibir
alfa-1,3-fucosiltransferase e/ou beta-1,2

xilosiltransferase endbdgenas na planta aquidtica Lemna minor

(Cox et al., 2006, Nat Biotechnol 24(12):1591-7).

Glicoforma modificada ou manipulada tipicamente refere-se
ao hidrato de carbono ou oligossacadrido diferente; assim
por exemplo um anticorpo pode compreender uma glicoforma
manipulada. Em alternativa, a glicoforma manipulada pode
referir-se ao anticorpo que compreende o hidrato de carbono
ou oligossacarido diferente. Para os fins das glicoformas
modificadas aqui descritas, um "anticorpo parente”" & um
anticorpo glicosilado com a mesma sequéncia de aminoacidos
e estrutura de hidrato de carbono de ntcleo maduro como uma
glicoforma manipulada da presente invencédo, exceto que a
fucose estd ligada a estrutura de hidrato de carbono de
nicleo maduro do anticorpo parente. Por exemplo, numa
composicdo compreendendo a parente glicoproteina cerca de
50-100% ou <cerca de 70-100% da glicoproteina parente
compreendem a estrutura de hidrato de carbono de ntcleo

maduro com a fucose a ele ligada.

A presente divulgacdo fornece uma composicdo compreendendo
um anticorpo glicosilado com uma regido Fc, em que cerca de
51-100% do anticorpo glicosilado na composicdo compreende
uma estrutura hidrato de carbono de nlcleo maduro na qual
falta fucose, ligada a regido Fc do anticorpo. Mais

preferencialmente, cerca de 80-100% do anticorpo na
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composicdo compreende a estrutura de hidrato de carbono de
nucleo maduro que nao possui fucose e 0 mais
preferencialmente, cerca de 90-99% do anticorpo na
composicdo ndo tem fucose ligada a estrutura de hidrato de
carbono de nucleo maduro. Numa forma de realizacdo mais
preferida o anticorpo na composicdo compreende tanto uma
estrutura de hidrato de carbono de nlUcleo maduro que néo
possui fucose como adicionalmente compreende pelo menos uma
modificacdo de aminodcido na regido Fc. Na forma de
realizacdo a mais preferida, a combinacdo da glicoforma
manipulada e as modificacdes de aminocadcido fornecem oétimas

propriedades de ligacdo do recetor Fc ao anticorpo.

Propriedades otimizadas de anticorpos

A presente divulgacdo fornece variantes de anticorpo que
sdo otimizadas para um numero de propriedades
terapeuticamente relevantes. Um anticorpo variante
compreende uma ou mais modificacdes de aminoadcido em
relacdo a um anticorpo parente, em que a(s) referida(s)
modificacdo (des) de aminodcido(s) fornecem uma ou mais
propriedades otimizadas. Portanto os anticorpos da presente
divulgacdo sdo anticorpos variantes. Um anticorpo da
presente divulgacdo difere na sequéncia de aminoacidos do
seu anticorpo parente devido a pelo menos uma modificacéo
de aminoédcido. Assim os anticorpos variantes da presente
divulgacdo tém pelo menos uma modificacdo de aminoéacido
comparada com o parente. Em alternativa, o0s anticorpos
variantes da presente divulgacdo podem ter mais gue uma
modificacdo de aminoadcido em comparacdo com O parente, por
exemplo desde cerca de uma até cinquenta modificacdes de
aminoacido, preferencialmente desde cerca de uma até dez
modificacdes de aminodcido, e mais preferencialmente desde
cerca de uma até cerca de cinco modificacdes de aminodcido

em comparacdo com o parente. Assim as sequéncias dos
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anticorpos variantes e as dos anticorpos parentes sé&o
substancialmente homdélogos. Por exemplo, as sequéncias de
anticorpo variante agqui possuirdo cerca de 80% de homologia
com a seqguéncia de anticorpo parente, preferencialmente
pelo menos cerca de 90% de homologia, e mais

preferencialmente pelo menos cerca de 95% de homologia.

Numa forma de realizacdo mais preferida os anticorpos da
presente invencdo compreendem modificacdes de aminoécido
que fornecem propriedades de funcdo efetora otimizadas em
relacdo ao parente. As substituicdes e as propriedades de
funcdo efetora otimizada sdo descritas nas US 2004/0132101,
WO 2004/029207, e US 2005/0054832. As propriedades que
podem ser otimizadas incluem mas ndo s&do limitadas a
afinidade aumentada ou reduzida para um FcyR. Os anticorpos
como aqgqui divulgados sdo otimizados para possuir afinidade
aumentada para um ativador FcyR humano, preferencialmente
FcyRI, FcyRIIa, FcyRIIc, FcyRIIIa, e FcyRIITIb, o mais
preferencialmente FcyRIIIa. Os anticorpos aqui divulgados
podem ser otimizados para possuir reduzida afinidade para o
recetor inibitério FcyRIIb humano. Estes anticorpos com
propriedades terapéuticas melhoradas em humanos, por
exemplo funcdo efetora melhorada e maior poténcia anti-
tumor. Os anticorpos aqui divulgados podem ser otimizados
para terem afinidade reduzida ou ablacionada para um FcyR
humano, incluindo mas n&do limitado a FcyRI, FcyRIIa,
FcyRIIb, FcyRIIc, FcyRIIIa, e FcyRIIIb. E previsivel que
estes anticorpos fornecam propriedades terapéuticas
melhoradas em humanos, por exemplo reduzida funcdo efetora
e reduzida toxicidade. Os anticorpos como agqui divulgados
podem fornecer afinidade aumentada para uma ou mais FcyRs,
ainda afinidade reduzida para um ou mais de outros FcyRs.
Por exemplo, um anticorpo pode ter ligacdo melhorada a
FcyRIIIa, ainda uma ligacdo <reduzida a FcyRIIb. Como

alternativa, um anticorpo pode ter 1ligacdo melhorada a
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FcyRIIa e FcyRI, embora uma ligacdo reduzida a FcyRIIb. Um
anticorpo pode ter afinidade aumentada para FcyRIIb, embora

uma afinidade reduzida a um ou mais ativadores FcyRs.

A modificacdo preferencialmente aumenta a afinidade de
ligagcdo para um ou mais FcyRs. Por "maior afinidade"™ ou
"afinidade melhorada™ ou "afinidade aumentada" ou "melhor
afinidade"™ que uma imunoglobulina parente, como aqui usado
entende-se que uma variante Fc se liga a um recetor Fc com
uma constante de equilibrio de associacéo (KA)
significativamente mais elevada ou uma constante de
equilibrio de dissociacédo (KD) mais baixa que o polipéptido
parente quando as quantidades do polipéptido variante e
parente no ensaio de ligacdo sdo essencialmente a mesma.
Por exemplo, a variante Fc com afinidade de ligacdo FcyR
melhorada pode apresentar desde cerca de 5 vezes até cerca
de 1000 wvezes, por exemplo desde cerca de 10 vezes até
cerca de 500 vezes de melhoria de afinidade de ligacdo ao
recetor Fc em comparacdo com o polipéptido parente, onde a
afinidade de 1ligacdo do recetor Fc ¢é determinada, por
exemplo, como divulgado aqui nos Exemplos.
Consequentemente, por "afinidade reduzida" em comparacao
com um polipéptido Fc parente como aqui usado entende-se
que uma variante Fc liga um recetor Fc com KA
significativamente mais baixa ou KD mais alta gque o

polipéptido parente.

Os dados no presente estudo indicam que WT IgGl humano se
liga a V158 FcyRIIIa humano com uma afinidade de
aproximadamente 240 nM (Exemplo 1). Isto é consistente com
a literatura que indica que esta ligacéo é de
aproximadamente 200-500 nM, como determinado por Biacore
(210 nM como mostrado em Okazaki et al, 2004, J Mol Bio
336:1239-49; 250 nM como mostrado em Lazar et al, Proc Natl
Acad Sci USA 103(11):4005-4010) e calorimetria (530 nM,
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Okazaki et al, 2004, J Mol Bio 336:1239-49). No entanto uma
afinidade tdo Dbaixa como 750 nM foi medida num estudo
(Ferrara et al., 2006, J Biol Chem 281 (8):5032-50306).

Apesar de a ligacdo a F158 FcyRIIIa ser mais baixa do que o

ponto de corte 5 uM aplicado no presente estudo, a

literatura indica gque WT IgGl humana se liga a F158
FcyRITIa humano com uma afinidade de aproximadamente 3-5uM,
como indicado por calorimetria (2,7 uM, em Okazaki et al,

2004, J Mol Bio 336:1239-49) e Biacore (5,0 uM, Ferrara et
al., 2006, J Biol Chem 281(8):5032-5036).

Aqui divulgada ¢ também a otimizacdo de ligagdo Fc a um
FcyR humano, no entanto os anticorpos como aqui divulgados
podem possuir afinidade aumentada ou reduzida para FcyRs de
organismos ndo humanos, incluindo mas ndo limitado a
roedores e primatas ndo humanos. 0Os anticorpos gue sé&o
otimizados para 1ligacdo a um FcyR ndo humano podem
encontrar utilizacdo em experiéncias. Por exemplo, estédo
disponiveis modelos de ratinho para uma diversidade de
doencas que permitem testar propriedades como a eficécia,
toxicidade, e farmacocinética de um dado farmaco candidato.
Como é conhecido na técnica, as células cancerigenas podem
ser enxertadas ou injetadas em ratinhos mimetizando um
cancro humano, um processo referido como xeno enxertos.
Testes de anticorpos gue compreendem anticorpos que S&o
otimizados para um ou mais FcyRs de ratinho, podem fornecer
informacdo valiosa com vista a eficédcia da proteina, o seu
mecanismo de acdo, e afins. 0Os anticorpos aqui divulgados
pode também ser otimizados para aumentar a funcionalidade
e/ou propriedade de solucdo na forma aglicosilada. Os
anticorpos glicosilados aqui divulgados podem ligar um
ligando Fc com maior afinidade que a forma aglicosilada do
anticorpo parente. Os referidos ligandos Fc incluem mas né&o

sdo limitados a FcyRs, Clg, FcRn, e proteinas A e G, e pode
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ser a partir de qualguer fonte incluindo mas ndo limitado a
humanos, ratinhos, ratos, coelhos, ou macacos,
preferencialmente humanos. O0Os anticorpos agqui divulgados
podem também ser otimizados para serem mals estéaveis e/ou
mais soluveis que a forma aglicosilada do anticorpo

parente.

Os anticorpos aqui divulgados podem compreender
modificacdes que modulam a interacdo com outros ligandos Fc
que nédo os FcyRs, incluindo mas ndo limitado a proteinas de
complemento, FcRn, e hombélogos de recetor Fc (FcRHs). FcRHs
incluem mas ndo sdo limitados a FcRH1, FcRH2, FcRH3, FcRH4,
FcRH5, e FcRH6 (Davis et al., 2002, Immunol. Reviews
190:123-1306) .

Preferencialmente, a especificidade do anticorpo para o
ligando Fc da presente invencdo 1ird determinar a sua
utilidade terapéutica. A utilidade de um dado anticorpo
para fins terapéuticos iréd depender do epitopo ou forma ou
o antigénio alvo e a doenca ou indicacdo a ser tratrada.
Para alguns alvos e indicacdes, funcdes efetoras aumentadas
mediadas por FcyR podem ser preferidas. Isto pode ser
particularmente favoravel para anticorpos anticancro. Assim
podem ser usados anticorpos que compreende anticorpos que
fornecem afinidade aumentada para ativar FcyRs e/ou
afinidade para reduzir FcyRs inibidor. Para alguns alvos e
indicacdes, pode ser também benéfico utilizar anticorpos
que fornecem seletividade diferencial para diferentes
ativadores FcyRs; por exemplo, em alguns casos pode ser
desejada ligacdo aumentada a FcyRIIa e FcyRIIIa, mas ndo a
FcyRI, enquanto noutros casos, a ligacdo aumentada somente
para FcyRIIa pode ser preferida. Para certos alvos e
indicacdes, pode ser preferivel utilizar anticorpos dque
aumentam tanto as funcdes efetoras mediadas por FcyR e

mediadas por complemento, enquanto para outros casos pode
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ser vantajoso utilizar anticorpos que aumentam as funcgbes
efetoras mediadas por FcyR ou mediada por complemento. Para
alguns alvos ou indicacdes de cancro, pode ser vantajoso
para reduzir ou eliminar a uma ou mais funcdes efetoras,
por exemplo eliminando a ligacdo a Clg, um ou mais FcyR’s,
FcRn, ou um ou mais outros ligandos Fc. Para outros alvos e
indicacdes, pode ser preferivel utilizar anticorpos dque
fornecem ligacdo aumentada a FcyRIIb inibitdério, ainda
nivel WT, reduzido, ou eliminando a ligacdo a ativadores
FcyRs. Isto pode ser particularmente Util, por exemplo,
quando o objetivo de um anticorpo ¢é inibir a inflamacgdo ou
doenca autoimune, ou modulam o sistema imunitdrio em alguns

modos.

Claramente um importante pardmetro que determina a
seletividade mais benéfica de um dado anticorpo para tratar
uma dada doenca é o contexto do anticorpo, em que o tipo de
anticorpo estd a ser usado. Portanto a seletividade ou
especificidade do ligando Fc de um dado anticorpo iréa
proporcionar propriedades diferentes dependendo de se
compde um anticorpo ou anticorpos com uma fusdo acoplada ou
parceiro conjugado. Por exemplo, toxina, radionucleébtido,
ou outros conjugados podem ser menos téxicos para células
normais se o anticorpo que os compreende tem ligacédo
reduzida ou eliminada de um ou mais ligandos Fc. Como outro
exemplo, a fim de inibir a inflamacdo ou doenca autoimune,
pode ser preferivel utilizar um anticorpo com afinidade
aumentada para ativar FcyRs, tais como para ligar estes
FcyRs e prevenir a sua ativacdo. Por outro lado, um
anticorpo gue compreende duas ou mals regides Fcs com
afinidade FcyRIIb aumentada pode coenvolver este recetor na
superficie das células imunitédrias, inibindo deste modo a
proliferacdo destas células. Se em alguns casos um
anticorpo pode envolver o seu antigénio alvo num tipo de

célula no entanto envolver FcyRs em células separadas do
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antigénio alvo, noutros casos pode ser vantajoso envolver
FcyRs na superficie das mesmas células como o antigénio
alvo. Por exemplo, se os anticorpos alvo um antigénio numa
célula gque também expressa um ou mais FcyRs, pode ser
benéfico wutilizar um anticorpo gque aumenta ou reduz a
ligacdo a FcyRs na superficie dessa célula. Isto pode ser o
caso, por exemplo quando o anticorpo estd a ser utilizado
como um agente anti-cancro, e coenvolvimento do antigénio
alvo e FcyR na superficie da mesma célula promove eventos
de sinalizacdo dentro da célula que resulta na inibicdo do
crescimento, apoptose, ou outro efeito anti-proliferativo.
Em alternativa, o coenvolvimento do antigénio e do FcyR na
mesma célula pode ser vantajoso quando o anticorpo estéd a
ser usado para modular o sistema imunitdrio de varios
modos, em qgque o coenvolvimento do antigénio alvo e FcyR
fornece algum efeito proliferativo ou anti-proliferativo.
Do mesmo modo, o0s anticorpos que compreende duas ou mais
regides Fc pode beneficiar dos anticorpos que modulam a
seletividade ou especificidade FcyR para envolver FcyRs na

superficie da mesma célula.

A  especificidade do ligando Fc dos anticorpos aqui
divulgados pode ser modulada para criar diferentes perfis
de funcdo efetora que podem ser adequados para epitopos de
antigénios especificos, indicacdes ou populacdes de
doentes. A Figura 5 descreve varias formas de realizacéo
preferidas dos perfis de ligacdo ao recetor que incluem
melhorias de, reducgdes de ou sem efeito para a ligacdo a
vadrios recetores, onde tais alteracdes podem ser benéficas
em determinados contextos. Os perfis de ligacdo ao recetor
na Figura 5 podem variar no grau de aumento ou diminuicéo
dos recetores especificos. Adicionalmente, as alteracdes de
ligacdo podem ser especificadas no contexto de alteracdes
adicionais de ligacdo a outros recetores tais como Clg ou

FcRn, por exemplo através da combinacdo com a eliminacdo de



70

ligacdo a Clg para desligar a ativacdo do complemento, ou
através da combinacdo de ligacdo aumentada Clg para
aumentar a ativacdo do complemento. S&0 possiveis outras
formas de realizacdo com outro perfil de ligacdo a recetor,
0s perfis de ligacéao a recetores enumerados sdo

exemplificativos.

A presenca de diferentes formas polimorfas de FcyRs fornece
no entanto outro paréametro que afeta a utilidade
terapéutica dos anticorpos aqui divulgados. Considerando
que a especificidade e seletividade de um dado anticorpo
para as diferentes classes de FcvyRs afeta
significativamente a capacidade de um anticorpo para
atingir o antigénio para o tratamento de uma dada doenca, a
especificidade ou seletividade de um anticorpo para
diferentes formas polimorfas destes recetores pode em parte
determinar qual a investigacdo ou experiéncias pré-clinicas
que podem ser apropriados para testar, e em uUltima anédlise,
quais as populacdes de doentes gque podem ou ndo responder
ao tr atamento. Assim a especificidade ou seletividade de
anticorpos aqui divulgados para polimorfismo de ligando Fc,
incluindo mas ndo limitado a polimorfismos FcyR, Clg, FcRn,
e FcRH, pode ser usado para guiar a selecdo de investigacédo
valida e experiéncias pré-clinicas, definicdo de ensaios
clinicos, selecdo de doentes, dependéncia de dosagem, e/ou

outros aspetos relativos aos ensaios clinicos.

Outras modificacdes

Os anticorpos como aqui divulgados podem compreender uma ou
mais modificacdes que fornecem propriedades otimizadas que
ndo sé&do especificamente relacionadas com a fungdo efetora
per se. As referidas modificacdes podem ser modificacdes de
aminodcido, ou podem ser modificacdes que sdo feitas

enzimaticamente ou quimicamente. Tal modificacédo (des)
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fornecem igualmente alguma melhoria no anticorpo, por
exemplo um aumento na sua estabilidade, solubilidade,
funcdo, ou uso clinico. E aqui divulgada as véarias
melhorias admissiveis que podem ser ligadas aos anticorpos

da presente invencédo com modificacdes adicionais.

A regido varidvel de um anticorpo como agqui divulogado pode
ser afinidade amadurecida, isto é dizer que as modificacbes
de aminodcido tém sido feitas nos dominios VH e/ou VL do
anticorpo para aumentar a ligacdo do anticorpo ao seu
antigénio alvo. Esses tipos de modificacdes podem melhorar
as cinéticas de associacdo e/ou de dissociacdo de ligacéo
ao antigénio alvo. Outras modificag¢des incluem as que
melhoram a seletividade para o antigénio alvo vs. alvos
alternativos. Estas incluem modificacdes gque melhoram a
seletividade para antigénio expressas no alvo vs. células
ndo alvo. Outras melhorias para as propriedades de
reconhecimento do alvo podem ser fornecidas por
modificacdes adicionais. Tais propriedades podem incluir,
mas ndo sdo limitados a, propriedades cinéticas especificas
(i.e. cinéticas de associacdo e dissociacdo), seletivamente
para o alvo especifico em relacdo alvos alternativos, e
seletividade para uma forma especifica de alvo em relacédo a
formas alternativas. Exemplos incluem variantes de
comprimento total versus Jjuncdo, da superficie celular
versus formas soluveis, seletividade para diferentes
variantes polimérficas, ou seletividade para formas

especificas conformacionais do antigénio alvo.

Os anticorpos aqui divulgados podem compreender uma ou mais
modificacdes que fornecem internalizacdo reduzida ou
aumentada, de um anticorpo. 0Os anticorpos aqui divulgados
podem ser utilizados ou combinados com modificacdes
adicionais com vista a reduzir a internalizacdo celular de

um anticorpo que ocorre através da interacdo com um ou mais
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ligandos Fc. Deve ser esperado que esta propriedade aumente
a funcéao efetora, e, potencialmente reduza a
imunogenicidade dos anticorpos. Em alternativa, 0os
anticorpos podem ser utilizados diretamente ou em
combinacdo com modificacdes adicionais com vista a aumentar
a internalizacdo celular de um anticorpo que ocorre através
da interacdo com um ou mais ligandos Fc. Por exemplo, é
usado um anticorpo que fornece ligacdo aumentada a FcvyRI,
que é expresso nas células dendriticas e precocemente ativo
na resposta imunoldgica. Esta estratégia pode ser melhorada
adicionalmente por combinacdo com modificac®es adicionais,
tanto dentro do anticorpo ou numa ligacdo de fusdo ou
parceiro conjugado, que promove o) reconhecimento e
apresentacdo de fragmentos de péptidos Fc por moléculas
MHC. Espera-se gue essas estratégias devem melhorar o
processamento do antigénio alvo e, assim, melhorar a
antigenicidade do antigénio alvo (Bonnerot and Amigorena,
1999, Immunol Rev. 172:279-84), promover uma resposta imune
adaptativa e maior mortalidade da célula alvo pelo sistema
imunitério humano. Estas estratégias podem ser
particularmente vantajosas quando o antigénio alvo &
libertado da superficie celular. Uma aplicacdo adicional
destes conceitos surge com 1imunoterapias de vacina
idiotipo, nas gquais os anticorpos especificos para clone
produzidos pelas células do linfoma dos doentes sdo usados

para vacinar o doente.

As modificacdes podem ser feitas para melhorar as
propriedades biofisicas dos anticorpos, incluindo mas né&o
limitado a estabilidade, solubilidade, e estado
oligomérico. As modificagdes podem incluir, por exemplo,
substituicdes que fornecem mais interacdes intramoleculares
favoradveis no anticorpo tais como para fornecer maior
estabilidade, ou substituicdo de amino&cidos nédo polares

expostos com aminodcido polar de maior solubilidade. Um
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certo nuUmero de objetivos e métodos de otimizacdo sé&o
descritos na US 2004/0110226, que podem encontrar uso para
aplicar modificacdes adicionais para otimizar
adicionalmente os anticorpos aqui divulgados. Os anticorpos
aqui divulgados podem também ser combinados com
modificacdes adicionais que reduzem o estado oligomérico ou
tamanho, de modo a que a penetracdo no tumor seja
aumentado, ou As taxas de depuracdo in vivo sdo aumentadas

como desejado.

Outras modificacdes dos anticorpos aqui divulgados incluem
aqueles que permitem a formacdo especifica ou moléculas
homodiméricas ou homomultiméricas. Essas modificacdes
incluem mas ndo sdo limitadas uns dissulfetos manipulados,
assim como modificacdes quimicas ou métodos de agregacéo
que podem proporcionar um mecanismo para gerar homodimérico
ou homomultimeros covalentes. Por exemplo, métodos de
manipulacdo e composicdes dessas moléculas sdo descritos em
Kan et al., 2001, J. Immunol., 2001, 1l66: 1320-1326;
Stevenson et al., 2002, Recent Results Cancer Res. 159:
104-12; US 5,681,566; Caron et al., 1992, J. Exp. Med.
176:1191-1195, e Shopes, 1992, J. Immunol. 148(9):2918-22.
Modificacdes adicionais as variantes aqui divulgadas
incluem aquelas que permitem a formacdo especifica ou
heterodimérica, heteromultimérica, bifuncional, e/ou
moléculas multifuncionais. Essas modificacgdes incluem, mas
ndo sdo limitados a, uma ou mails substituicbes de
aminodcidos no dominio CH3, no qual as substituicdes
reduzem a formacdo de homodimero e aumentam a formacdo de
heterodimero. Por exemplo, métodos de manipulacdo e
composicdes dessas moléculas sdo descritos em Atwell et
al., 1997, J. Mol. Biol. 270(1): 26-35, e Carler et al.,
2001, J. Immunol. Methods 248:7-15. Modificac®es adicionais

incluem modificagc®es na articulacdo e dominios CH3, nos
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quais as modificacgdes reduzem a tendéncia para formar

dimeros.

Os anticorpos aqui divulgados podem compreender
modificacdes que removem sitios de degradacdo proteolitica.
Estes podem incluir, por exemplo, sitios de protease que
reduzem o rendimento de producdo, assim como sitios de
protease que degradam a proteina administrada in vivo. Sé&o
feitas modificacdes adicionais para remover sitios de
degradacédo covalentes tais como sitios de desaminacdo (i.e.
desaminacdo de residuos de glutaminilo e asparaginilo nos
correspondentes residuos de glutamilo e aspartilo),
oxidacéo, e degradacéo proteolitica. Os sitios de
desaminacdo gque sdo particularmente Uteis remover sé&o
aqueles que tém maior propensdo para a desaminacéio,
incluindo, mas ndo limitado a residuos de asparaginilo e
glutamilo seguidos ©por glicinas (motivos NG e QG,
respetivamente). Nesses casos, a substituicdo de qualquer
residuo pode reduzir significativamente a tendéncia para a
desaminacdo. Sitios comuns de oxidacdo incluem residuos de
metionina e cisteina. Outras modificacdes covalentes, que
podem ser tanto introduzidas como removidas, incluem
hidroxilacdo de prolina e lisina, fosforilacdo de grupos
hidroxilo de residuos de serilo ou treonilo, metilacdo de
"-grupos amina de cadeias laterais de lisina, arginina, e
histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and
Molecular Properties, W.H. Freeman & Co., San Francisco,
pp. 79-86 (1983)), acetilacdo das aminas N-terminais, e
amidacéo de qualquer grupo carboxilo C-terminal.
Modificacdes adicionais podem também incluir mas nédo s&o
limitadas a modificacdes pds-translacionais tais como

glicosilacdo e fosforilacdo ligada a N ou ligada a O.

As modificacdes podem incluir aquelas gque melhoram a

expressdo e/ou os rendimentos de purificacdo a partir de
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hospedeiros ou células hospedeiras comummente usadas para a
producdo de biologias. Estas incluem, mas ndo sdo limitadas
a véarias linhas de células de mamiferos (por exemplo OHC),
linhas de células de leveduras, linhas de células
bacterianas, e plantas. As modificacdes adicionais incluem
modificacdes que removem ou reduzem a capacidade das
cadeias pesadas formarem ligacgbes dissulfeto intercadeia.
As modificacg®es adicionais incluem modificac®es que removem
ou reduzem a capacidade das cadeias pesadas para formar

ligacdes dissulfeto intracadeia.

Os anticorpos como aqui usados podem compreender
modificacdes que incluem o uso de aminodcidos ndo naturais
incorporados usando, por exemplo, as tecnologias
desenvolvidas por Schultz e colegas, incluindo mas né&o
limitado aos métodos descritos por Cropp & Shultz, 2004,
Trends Genet. 20(12):625-30, Anderson et al., 2004, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 101(2):7566-71, Zhang et al., 2003,
303(56506):371-3, e Chin et al., 2003, Science
341 (5635) :904-7. Estas modificacdes podem adicionalmeidnte
permitem a manipulacdo de varias propriedades funcionais,
biofisicas, imunoldgicas, ou as propriedades de producéido
discutidas acima. Estas modificacBes permitem ainda
modificacdes quimicas adicionais para outros fins. Outras
modificacdes sdo aqui divulgadas. Por exemplo, o anticorpo
pode ser ligado a wuma diversidade de polimeros né&o
proteico, por exemplo, polietileno glicol (PEG) ,
polipropileno glicol, polioxialquilenos, ou copolimeros de
polietileno glicol e polipropileno glicol. Modificacdes de
aminoacidos adicionais podem ser feitas para permitir
modificacdo quimica postranslacional especifica ou néo
especifica ou dos anticorpos. Tais modificacdes, incluem,
mas ndo sdo limitadas a PEGilacdo e glicosilacéo.
Substituicdes especificas que podem ser utilizadas para

permitir a PEGilacdo incluem, mas ndo sdo limitadas a,
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introducdo de novos residuos de cisteina ou aminodcidos né&o
naturais de modo a gque quimicas de acoplamento eficientes e
especificas possam ser usadas para ligar um PEG ou de outra
forma uma porcdo polimérica. A introducdo de sitios de
glicosilacdo especificos pode ser obtida por introducdo de
novas sequéncias N-X-T/S nos anticorpos da presente

invencé&o.

Modificacdes covalentes de anticorpos sdo divulgadas, e sé&o
geralmente, mas ndo sempre, feitas postranslacionalmente.
Por exemplo, varios tipos de modificacdes covalentes do
anticorpo sdo introduzidos numa molécula reagindo o residuo
de aminodcidos especifico do anticorpo com um agente de
derivatizacdo orgdnico que é capaz de reagir com cadeias

laterais selecionadas ou os residuos N- ou C-terminais.

Em algumas formas de realizacdo, a modificacdo covalente
dos anticorpos aqui divulgadas compreendem a adicdo de um
ou mais marcadores. O termo "grupo marcador" significa
qualguer marcador detetédvel. O grupo marcador pode ser
ligado ao anticorpo por meio de bracos espacadores de
varios comprimentos para reduzir impedimento estérico
potencial. S&o conhecidos na técnica varios métodos para
proteinas de marcacdo e podem ser usados. Em geral, os
marcadores caem uma variedade de classes, dependendo do
ensaio no qual sdo para ser detetados: a) marcadores
isotépicos, que podem ser radiocativos ou isdbdtopos pesados;
b) marcadores magnéticos (por exemplo, particulas
magnéticas); c) porcdes ativas redox; d) corantes o6ticos;
grupos enzimaticos (por exemplo peroxidase de rabano, -
galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina); e) grupos
biotinilados; e f) epitopos de polipéptidos pré-
determinados reconhecidos por um repdrter secundario (por
exemplo, sequéncias pares zipper de leucina, sitios de

ligacdo para anticorpos secundarios, dominios de ligacdo de
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metais, marcadores de epitopo, etc.). O grupo marcador deve
ser ligado ao anticorpo por bracos espacadores de varios
comprimentos para reduzir o impedimento estérico potencial.
Varios métodos para marcacdo de proteinas sdo conhecidos na
técnica e podem ser usados. Marcadores especificos incluem
corantes o6ticos, incluindo, mas ndo limitado a, cromdéforos,
fésforos e fluordforos, sendo os Ultimos especificos em
muitos casos. Os fluordéforos podem ser ou “pequena
molécula” fluores, ou fltores proteicos. Por "marcador
fluorescente" entende-se qualgquer molécula gque pode ser
detetada através das suas inerentes propriedades

fluorescentes.

Conjugados e fusdes de anticorpo

Os anticorpos aqui divulgados podem ser "proteinas de
fus&do" de anticorpo, algumas vezes referidas aqui como
"conjugados de anticorpo". O parceiro de fusdo ou parceiro
conjugado pode ser proteico ou ndo proteico; o Ultimo sendo
geralmente gerado usando grupos funcionais no anticorpo e
no parceiro conjugado. Os parceiros de fusdo e conjugados
podem ser qualquer molécula, incluindo compostos quimicos
de moléculas pequenas e polipéptidos. Por exemplo, varios
conjugados de anticorpo e métodos sdo descritos em Trail et
al., 1999, Curr. Opin. Immunol. 11:584-588. Possiveis
parceiros conjugados incluem mas ndo sdo limitados a
citocinas, agentes citotdxicos, toxinas, radioisdtopos,
agente quimioterapéutico, agentes antiangiogénicos,
inibidores da tirosina guinase, e outros agentes
terapeuticamente ativos. Em alguns casos 0S parceiros
conjugados podem ser pensados mais como cargas uUteis, quer
dizer que o objetivo de um conjugado ¢é direcionado a
entrega do parceiro conjugado a célula alvo, por exemplo
uma célula de cancro ou célula imune, pelo anticorpo.

Assim, por exemplo, a conjugagdo de uma toxina a um
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anticorpo visa a aplicacdo da referida toxina a células
expressando o antigénio alvo. Como serd apreciado por um
especialista na técnica, na realidade o0s <conceitos e
definicdes de fusdo e conjugado sdo sobreposicdo. A
designacdo de um anticorpo como uma fusdo ou conjugado nédo
é para o limitar a qualquer forma de realizacdo particular
aqui divulgada. Pelo contrdrio, estes termos s&do usados
vagamente para transmitir o conceito amplo de que qualqgquer
anticorpo como aqui divulgado pode estar geneticamente,
gquimicamente, ou de outro modo ligado, a um ou mais
polipéptidos ou moléculas para dar alguma propriedade

desejada.

Conjugados adequados incluem, mas ndo sdo limitados a,
marcadores como descrito a seguir, fArmacos e agentes
citotdxicos incluindo, mas nao limitado a, fadrmacos
citotdéxicos (por exemplo, agentes quimioterapéuticos) ou
toxinas ou fragmentos ativos dessas toxinas. Toxinas
adequadas e 08 seus correspondentes fragmentos incluem
cadeia A difteria, cadeia A exotoxina, cadeia A ricino,
cadeia A abrina, curcina, crotina, fenomicina, enomicina e
semelhantes. Os agentes citotdxicos incluem também
radioquimicos obtidos por conjugacdo de radioisdtopos aos
anticorpos, ou ligacdo de um radionuclideo a um agente
quelante que tenha sido ligado covalentemente ao anticorpo.
Formas de realizacdo adicionais utilizam caliqueamicina,
auristatinas, geldanamicina, maitansina, e duocarmicinas e

andlogos; para estes ultimos, ver U.S. 2003/0050331.

Os anticorpos comOmaqui divulgados podem ser fundidos ou
conjugados a uma citocina. Por "citocina" como aqui usado
entende-se um termo genérico para proteinas libertado por
uma populacdo de células que atuam noutra célula como
mediadores intercelulares. Por exemplo, como descrito em

Penichet et al., 2001, J. Immunol. Methods 248:91-101, as
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citocinas podem ser ligadas ao anticorpo para fornecer uma
matriz de propriedades desejaveis. Exemplos dessas
citocinas sédo linfoquinas, monoquinas, e hormonas
polipéptidos tradicionais. Incluidas entre as citocinas
estdo hormonas de crescimento tais como hormonas de
crescimento humanas, hormona de crescimento humana N-
metionilo, e hormona de <crescimento bovino; hormona
paratiroide; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina;
prorelaxina; hormonas glicoproteinas tais como hormona
estimulante de foliculo (HEF), hormona estimulante da
tiroide (TSH), e hormona luteinizante (HL); fator de
crescimento hepdtico; fator de crescimento de fibroblasto;
prolactina; lactogénio placentédrio; fator alfa e beta de
necrose tumural; substdncia inibidora mulleriana; péptido
associado a gonadotropina de rato; inibitina; activina;
fator de <crescimento endotelial vascular; integrina;
trombopoletina (TPO); fator de crescimento neural tais como
FEC-beta; fator de <crescimento plaquetéario; fator de
crescimento transformador (FCTs) tais como FCT-alfa e FCT-
beta; fator I e II de <crescimento tipo insulina;
eritropoletina (EPO); fatores osteoindutivos; interferdes
tais como interferdo alfa, beta, e gama; fatores de
estimulacdo de coldénia (FEC) tais como macrdéfago-CSE (M-
CSF); granulocito-macré6fago-CSEF (GM-CSF); e granulocito-CSF
(G-CSF); interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-lalfa, IL-
2, 1L-3, 1L-4, I1L-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IL-12; IL-15, um fator de necrose tumoral tal como TNF-alfa
ou TNF-beta; Cba; e outros fatores polipeptidicos incluindo
LIF e kit ligando (KL). Como aqui usado, o termo citocina
inclui proteinas de fontes naturais ou de cultura de
células recombinantes, 0s equivalentes biologicamente

ativos das citoquinas de sequéncias nativas.

Os anticorpos como aqui divulgados da presente invencéo

podem ser ligados, conjugados, ou operacionalmente ligados
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a uma toxina, incluindo mas ndo limitado a toxinas de
pequenas moléculas e toxinas enzimaticamente ativas de
origem bacteriana, fungica, vegetal ou animal, incluindo
fragmentos e/ou variantes destas. Por exemplo, varias
imunotoxinas e métodos de 1imunotoxina sdo descritos em
Thrush et al., 1996, Ann. Rev. Immunol. 14:49-71. Toxinas
de pequenas moléculas incluem mas ndo sdo limitadas a
caliqueamicina, maitansina (US 5,208,020), tricoteno, e
CCl065. O anticorpo da invencdo pode ser conjugado para uma
ou mais moléculas de maitansina (por exemplo cerca de 1 até
cerca de 10 moléculas de maitansina por moléculas de
anticorpo). A maitansina pode, por exemplo, ser convertida
em May-SS-Me a qual pode ser reduzida a May-SH3 e reagida
com anticorpo modificado (Chari et al., 1992, Cancer
Research 52: 127-131) para gerar um conjugado
maitansindéide-anticorpo. Outro conjugado de interesse
compreende um anticorpo conjugado a uma ou mais moléculas
caliqueamicina. A familia de antibidéticos caligqueamicina
sdo capazes de produzir quebras de DNA de cadeia dupla a
concentracdes sub-picomolares. Anadlogos estruturais de
caliqueamicina que podem ser usadas incluem mas nado sS&ao
limitados a yi', o', o5, N-acetil-v;', PSAG, e ©';, (Hinman
et al., 1993, Cancer Research 53:3336-3342; Lode et al.,
1998, Cancer Research 58:2925-2928) (Us 5,714,586; US
5,712,374; US 5,264,586; US 5,773,001). 10 anédlogos de
dolastatina tais como auristatina E (AE) e
monometilauristatina E (MMAE) podem ser usados como
conjugados para OS anticorpos da presente invencéao
(Doronina et al., 2003, ©Nat Biotechnol 21(7):778-84;
Francisco et al., 2003 Blood 102(4):1458-65). Toxinas uteis
enzimaticamente ativas incluem mas n&do sdo limitadas a
cadeia A de difteria, fragmentos ativos nédo ligantes de
toxinas de difteria, cadeia A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadeia A de ricino, cadeia A de abrina, cadeia

A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii,
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proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana
(PAPI, PAPII, e PAP-S), inibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inibidor de sapaonaria officinalis,
gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina
e 0s tricotecenos. Ver, por exemplo, PCT WO 93/21232. A
presente invencdo divulga também um conjugado entre um
anticorpo da presente invengdo e um composto com atividade
nucleolitica, por exemplo uma ribonuclease ou DNA

endonuclease tal como uma deoxiribonuclease (Dnase).

Adicionalmente, um anticorpo como divulgado aqui pode ser
ligado, conjugado, ou operacionalmente ligado a um
radioisdétopo para formar um radioconjugado. Uma variedade
de isbétopos radioativos estdo disponiveis para a producédo
de anticorpos radioconjugados. Exemplos incluem, mas néo
sdo limitados a, At211, 1I131, 1I125, Y90, Rel86, Rels8s,
Sml1l53, Bi2l12, P32, e isdbdtopos radioativos de Lu.

Um anticorpo como divulgado aqui pode ser conjugado a um
"recetor" (tal como estreptavidina) para utilizacdo em pré-
direcionamento a tumor em que o conjugado anticorpo-recetor
¢ administrado ao doente, seguido por remocdo do conjugado
ndo ligado da circulacdo usando um agente de aclaramento e
depois administracdo de um "ligando" (por exemplo avidina)
que ¢é conjugada a um agente citotdéxico (por exemplo a
radionucledtido). O anticorpo pode ser conjugado ou
operacionalmente ligado a uma enzima com vista a empregar a
Terapia Pré-fadrmaco Mediada por Enzima Dependente de
Anticorpo (ADEPT). A ADEPT pode ser wusada através de
conjugacdo ou ligacdo operacional a anticorpo para uma
enzima ativadora de pré-farmaco que converte um prdé-farmaco
(por exemplo um agente quimioterapéutico peptidilo, ver PCT
WO 81/01145) num farmaco anti-cancro ativo. Ver, por
exemplo, PCT WO 88/07378 e US 4,975,278. O componente

enzimdtico do imunoconjugado Util para ADEPT inclui
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qualguer enzima capaz de atuar num prédé-fdrmaco de modo a
cobrir a sua forma citotdxica mais ativa. Enzimas que sé&o
Uteis incluem mas ndo sdo limitados a fosfatase alcalina
util para converter pré-farmacos contendo fosfato em
farmacos livres; arilsulfatase util para converter pré-
fadrmacos contendo sulfato em fé&rmacos livres; citosina
deaminase Util para converter 5-fluorocitosina né&o téxica
num farmaco anti cancro, 5-fluorouracilo; proteases, tais
como protease serratia, termolisina, subtilisina,
carboxipeptidases e catepsinas (tais como catepsinas B e
L), que sdo uteis para converter pré-farmacos contendo
péptido em farmacos livres; D-alanilcarboxipeptidases,
GUteis para converter pré-farmacos gue contém substituintes
D-aminodcido; enzimas de clivagem de hidrato de carbono
tais como Dbeta-galactosidase e neuramimidase util para
converter pré-fadrmacos glicosilados em farmacos livres;
beta-lactamase Uteis para converter farmacos derivatizados
com .alfa.-lactdmicos em farmacos livres; e penicilina
amidases, tais como penicilina V amidase ou penicilina G
amidase, Uteis para converter fadrmacos derivatizados na sua
azotos de amina com grupos fenoxiacetilo ou fenilacetilo,
respetivamente, em féarmacos livres. Em alternativa, os
anticorpos com atividade enzimética, também conhecidos na
técnica como "abzimas", podem ser usados para converter os
pré-farmacos da invencdo em farmacos ativos livres (ver,
por exemplo, Massey, 1987, Nature 328: 457-458). Conjugados
anticorpo-abzima podem ser preparados para libertacdo da
abzima para uma populacdo de células tumorais. VAarios
conjugados adicionais sdo contemplados para os anticorpos
da presente invencdo. Varios agentes quimioterapéuticos,
agentes antiangiogénicos, inibidores de quinase de
tirosina, e outros agentes terapéuticos sdo descritos
abaixo, o0s quais podem encontrar uso como conjugados de

anticorpo.
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Também divulgados como conjugados de fusdo e parceiros séo
0os polipéptidos Fc. Assim um anticorpo pode ser um
polipéptido multimérico Fc, compreendendo duas ou mais
regides Fc. A vantagem de uma tal molécula ¢é que ele
fornece multiplos sitios de ligacdo para os recetores Fc
com uma Unica molécula de proteina. As regides Fc podem ser
ligadas usando uma abordagem de manipulacdo guimica. Por
exemplo, os Fab’s e Fc’s podem ser ligados por ligacdes
tioéter originando 0s residuos de cisteina nas
articulacdes, gerando moléculas tais como FabFc2. As
regides Fc podem ser também ligadas usando manipulacéo
disulfeto e/ou ligacdo quimica cruzada. As regides Fc podem
ser ligadas geneticamente. As regides Fc num anticorpo
podem ser ligadas geneticamente as regides Fc geradas
ligadas em tandem como descrito na US 2005/0249723,
intitulada "Fc polipeptides with novel Fc ligand binding
sites". Os ©polipéptidos Fc ligados em tandem podem
compreender duas ou mais regides Fc, preferencialmente uma
até trés, mais preferencialmente duas regides Fc. Pode ser
vantajoso explorar um certo numero de construcdes
manipuladas com vista a obter anticorpos ligados como homo-
ou heterotandem com as propriedades estruturais e
funcionais mais favoraveis. Os anticorpos ligados em tandem
podem ser anticorpos ligados em homo- tandem, ou seja um
anticorpo de um isotipo ¢é fundido geneticamente a outro
anticorpo do mesmo isotipo. E antecipado que porque existem
sitios multiplos de 1ligacdo FchR, Clg, e/ou FcRn nos
polipéptidos Fc ligado sem tandem, as funcgdes efetoras e/ou
farmacocinéticas pode ser aumentada. O0s anticorpos de
diferentes isotipos podem ser ligados em tandem, referidos
como anticorpos ligados em hetero-tandem. Por exemplo,
devido a capacidade de visar os recetores FcyR e FcaRI, um
anticorpo que se liga a ambos FcyRs e FcoRI pode fornecer

uma significativa melhoria clinica.
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Para além dos anticorpos, uma proteina tipo anticorpo que
encontra um papel em expansdo na investigacdo e terapia é
uma fusdo de Fc (Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol
14:52-60; Ashkenazi et al., 1997, Curr Opin Immunol 9:195-
200). "Fusdo Fc" ¢é aqui entendido para ser sindénimo dos
termos "imunodesina'", "fusdo Ig", "quimera Ig", e "recetor
de globulina" (por vezes com hifens) como usado na técnica
anterior (Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol 14:52-60;
Ashkenazi et al., 1997, Curr Opin Immunol 9:195-200). Uma
fusédo de Fc é uma proteina em que um ou mais polipéptidos
estd operacionalmente ligado a Fc. Uma fusdo de Fc combina
a regido Fc de um anticorpo, e assim as suas funcdes
efetoras e farmacocinéticas favorédveis, com a regido de
ligacdo ao alvo de um recetor, ligando, ou alguma outra
proteina ou dominio de proteina. O papel da Ultima é mediar
o reconhecimento do alvo, e assim a sua funcionalidade
andloga a regido wvariéavel de anticorpo. Devido a
sobreposicgdo estrutural e funcional das fusdes de Fc com os
anticorpos, a discussdo nos anticorpos agqui divulgados

estende-se também a Fc.

Virtualmente qualquer proteina ou pequena molécula pode ser
ligada a Fc para gerar uma fusdo de Fc. Os parceiros da
proteina de fusdo podem incluir, mas né&do sdo limitados a
regido variavel de qualquer anticorpo, a regido de ligacéo
a alvo de um recetor, uma molécula adesdo, um ligando, uma
enzima, uma citocina, uma gquemocina, ou alguma outra
proteina ou dominio de proteina. Os parceiros das peguenas
moléculas de fuséao podem incluir qualquer agente
terapéutico que dirijam a fusdo de Fc para um alvo
terapéutico. Tais alvos podem ser qgualquer molécula,
preferencialmente um recetor extracelular, que esteja

implicado na doenca.
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Os parceiros de fusdo e conjugados podem ser ligados a
qualquer regido de um anticorpo aqui divulgado, incluindo
nos terminais N ou C, ou no mesmo residuo entre os
terminais. Um parceiro de fusdo ou conjugado pode ser
ligado ao terminal Nor C do anticorpo, o mais
preferencialmente ao terminal N. Varios ligantes podem
encontrar uso para anticorpos ligados covalentemente a um

parceiro de fusdo ou conjugado. Por "ligante", "sequéncia

ligante", "espacador", "sequéncia de amarracao" ou

equivalentes gramaticais destes, aqui entende-se uma
molécula ou grupo de moléculas (tais como um mondmero ou
polimero) que coneta duas moléculas e serve fregquentemente
para colocar as duas moléculas numa configuracédo preferida.
Os ligantes s&do conhecidos na técnica; por exemplo,
ligantes homo- ou hetero-bifuncionais como sdo bem
conhecidos (ver, 1994 Pierce Chemical Company Catalog,
seccdo técnica em agentes de reticulacédo, paginas 155-200).
Podem ser usadas varias estratégias para ligar
covalentemente as moléculas conjuntamente. Estas incluem,
mas ndo sdo limitadas a ligacdes polipéptido entre
terminais N e C de proteinas ou dominio de proteinas,
ligacdo através de ligacbes dissulfureto, e ligacdo através
de reagentes de reticulacdo quimica. Num aspeto destas
formas de realizacdo, o ligante ¢é uma ligacdo péptidica,
gerada por técnicas recombinantes ou sintese peptidica. O
ligante pode conter residuos de aminocdcidos que fornecem
flexibilidade. Assim, o péptido ligante pode incluir
predominantemente o0s seguintes residuos de aminoacidos:
Gly, Ser, Ala, ou Thr. 0O péptide 1ligante deve ter um
comprimento que ¢é adequado para ligar duas moléculas de tal
modo que assumam a conformagdo relativa correta a uma outra
de modo que conservem a desejada atividade. Comprimentos
adequados para este fim incluem pelo menos um e ndo mais de
50 residuos de aminodcidos. Preferencialmente, o ligando é

desde cerca de 1 até 30 aminodcidos de comprimento, com oS
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ligantes de 1 até 20 aminoédcidos de comprimento sendo os
mais preferidos. Ligantes T1Uteis incluem polimeros de
glicina-serina (incluindo, por exemplo, (GS)n, (GSGGS)n
(GGGGS)n e (GGGS)n, em que n é um numero inteiro de pelo
menos um), polimeros glicina-alanina, polimeros alanina-
serina, e outros ligantes flexiveis, como serd apreciado
pelos da técnica. Em alternativa, uma variedade de
polimeros ndo proteicos, incluindo mas ndo limitado a
polietileno glicol (PEG), polipropileno glicol,
polioxialquilenos, ou copolimeros de polietileno glicol e
polipropileno glicol, podem encontrar wutilizacdoc como
ligantes, que podem encontrar utilizacdo para ligar os
anticorpos como aqui divulgados a um parceiro de fusdo ou
conjugado, ou para ligar os anticorpos como agqui divulgados

a um conjugado.

Producdo de anticorpos

Sdo divulgados métodos para produzir e testar anticorpos
experimentalmente. Os métodos descritos s&o entendidos para
ilustrar geralmente gque um ou mais anticorpos podem ser
produzidos e testados experimentalmente para obter
anticorpos variantes. Métodos gerais para biologia
molecular de anticorpo, expressdo, purificacdo, e triagem
sdo descritos em Antibody Engineering, editado por Duebel &
Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 2001; e Havhurst &
Georgiou, 2001, Curr Opin Chem Biol 5:683-689; Maynard &
Georgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng 2:339-76; Antibodies: A
Laboratory Manual by Harlow & Lane, Nova Iorque: Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1988.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo, sdo criados
acidos nucleicos que codificam os anticorpos, e que podem
depois ser clonados nas células hospedeiras, expressas e

ensaiadas, se desejado. Assim, os 4&cidos nucleicos, e



87

particularmente DNA, podem ser feitos de modo a codificar
cada sequéncia de proteina. Estas préaticas sdo realizadas
usando procedimentos bem conhecidos. Por exemplo, varios
métodos que podem ser usados na presente invencdo s&o
descritos em Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 3°
Ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nova
Iorque, 2001), e Current Protocols in Molecular Biology
(John Wiley & sons) . Como seré apreciado pelos
especialistas na técnica, a geracdo de sequéncias exatas
para uma biblioteca compreendendo um grande numero de
sequéncias é potencialmente cara e demorada. Por
"biblioteca" aqui entende-se um conjunto de variantes em
qualguer forma, incluindo mas ndo limitado a uma lista de
4dcidos nucleicos ou sequéncias de aminocdcidos, uma lista de
dcidos nucleicos ou substituicdes de aminodcidos nas
posicbes variaveis, uma biblioteca fisica compreendendo
4dcidos nucleicos que codificam as sequéncias de biblioteca,
ou uma biblioteca fisica compreendendo as proteinas
variantes, na forma purificada ou ndo purificada.
Consequentemente, héd uma diversidade de técnicas que podem
ser usadas para gerar bibliotecas eficientemente como aqui
divulgado. Esses métodos que podem encontrar uso de acordo
com a presente divulgacdo sdo descritos ou referenciados
nas US 6,403,312; US 2002/0048772; US 2002/0090648; US
2003/0130827; PCT WO 01/40091; e PCT WO 02/25588. Tais
métodos incluem mas nédo sdo limitados a métodos de montagem
de genes, métodos com base em PCR e métodos gque usam
variacbes de PCR, métodos baseados em reacdo em cadeia da
ligase, métodos de oligos agrupados tais como os usados em
embaralhamento sintético, métodos de amplificacdo propensos
a erros e métodos que usam oligos com mutacdes aleatdrias,
métodos cléassicos de mutagénese dirigida a sitio,
mutagénese de cassete, e outra amplificacdo e métodos de
sintese de genes. Como ¢é conhecido na técnica, h& uma

variedade de kits disponiveis comercialmente e métodos para
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montagem de genes, mutagénese, subclonagem de vetor, e
afins, e esses produtos comerciais encontram utilidade na
presente invencdo para gerar acidos nucleicos que codificam

anticorpos.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser produzidos por
cultura de células hospedeiras transformadas com é&cido
nucleico, preferencialmente um vetor de expressdo, contendo
4dcido nucleico que codifica os anticorpos, sob condicgdes
apropriadas para induzir ou causar a expressdo da proteina.
As condic¢des apropriadas para a expressdo irdo variar com a
escolha do vetor de expressdo e a célula hospedeira, e
serdo facilmente verificadas por um especialista na técnica
através de experiéncias de rotina. Uma grande variedade de
células hospedeiras apropriadas pode ser usada, incluindo
mas ndo limitadas a células de mamifero, bactérias, células
de inseto, e leveduras. Por exemplo, varias linhas de
células que podem ser Uteis na presente invencdo sé&o
descritas no catédlogo de linhas de células ATCC®,

disponiveis na American Type Culture Collection.

Preferencialmente os anticorpos sdo expressos em sistemas
de expressdo em mamiferos, incluindo sistemas nos quais as
construcdes de expressdo sdo introduzidas nas células de
mamifero usando virus tais como retrovirus ou adenovirus.
Podem ser usadas dquaisquer células de mamifero, com as
células humanas, de ratinho, rato, hamster, e de primata
sendo particularmente preferidas. As células adeguadas
incluem também células de investigacéo conhecidas,
incluindo mas ndo limitado a células T Jurkat, NIH3T3, OHC,
BHK, COS, HEK293, PER C.6, HeLa, Sp2/0, células NSO e
variantes destas. Em alternativa, as bibliotecas de
proteinas s&o expressas nas células Dbacterianas. Os
sistemas de expressdo Dbacterianos sdo conhecidos na

técnica, e incluem Escherichia coli (E. coli), Bacillus
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subtilis, Streptococcus cremoris, e Streptococcus lividans.
Em alternativa, os anticorpos sédo produzidos em células de
inseto (por exemplo Sf21/Sf9, Trichoplusia ni Bti-Tn5bl-4)
ou células de levedura (por exemplo S. cerevisiae, Pichia,
etc). Em alternativa os anticorpos sdo expressos in vitro
usando sistemas de translacdo isentos de células. Os
sistemas de translacdo in vitro derivados tanto de células
procaridticas (por exemplo E. coli) como de células
eucaridticas (por exemplo gérmen de trigo, reticuldcitos de
coelho) estdo disponiveis e podem ser escolhidas com base
nos niveis de expressdo e propriedades funcionais da
proteina de interesse. Por exemplo, como apreciado pelos
especialistas na técnica, a translacdo in vitro é requerida
para algumas tecnologias de exibicdo, por exemplo exibicédo
em ribossomas. Além disso, 0s anticorpos podem ser
produzidos por métodos de sintese quimica. Também o©S
sistemas de expressdo transgénicos tanto animais (por
exemplo vacas, ovelhas ou leite de cabra, ovos de galinha
embrionados, larvas completas de inseto, etc.) e vegetal

(por exemplo milho, tabaco, lentilha, etc.)

Os &cidos nucleicos que codificam os anticorpos da presente
invencdo, como definido nas reivindicacdes, podem ser
incorporados no vetor de expressdo com vista a expressar a
proteina. Uma diversidade de vetores de expressdo podem ser
utilizados para a expressdo de proteina. 0s vetores de
expressdo podem compreender vetores extracromossomais auto
replicantes ou vetores que se integram num genoma
hospedeiro. 0Os vetores de expressdo sdo construidos para
serem compativeis com o tipo de célula hospedeira. Assim,
0s vetores de expressdo que encontram uso de acodo com a
presente divulgacdo incluem mas ndo s&do limitados aos que
viabilizam a expressdo de proteina em células de mamifero,

bactérias, células de inseto, leveduras, e em sistemas in
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vitro. Tal como é conhecido na técnica, uma diversidade de
vetores de expressdo estdo disponiveis, comercialmente ou
de outro modo, 08 dquais podem encontrar uso na presente

invencdo para expressarem anticorpos.

Os vetores de expressdao tipicamente compreendem uma
proteina operacionalmente ligada com sequéncias de controlo
ou reguladoras, marcadores selecionéaveis, quaisquer
parceiros de fuséo, e/ou elementos adicionais. Por
"operacionalmente ligado"™ aqui entende-se que o &4cido
nucleico ¢ colocado numa relacdo funcional com outra
sequéncia de 4cido nucleico. Geralmente, estes vetores de
expressdo incluem acido nucleico regulador transcricional e
translacional operacionalmente ligado ao acido nucleico que
codifica o anticorpo, e sdo tipicamente apropriados para a
célula hospedeira usada para expressar a proteina. Em
geral, as sequéncias reguladoras transcricionais e
translacionais podem incluir sequéncias promotoras, sitios
de ligacdo ribossomais, sequéncias transcricionais de
inicio e paragem, sequéncias translacionais de inicio e
paragem, e sequéncias melhoradoras ou ativadoras. Tal como
¢ conhecido na técnica, os vetores de expressdo tipicamente
contém um gene de selecdo ou marcador para permitir a
selecdo das células hospedeiras transformadas contendo o
vetor de expressdo. 0s genes de selecdo sdo bem conhecidos

na técnica e irdo variar com a célula hospedeira usada.

Os anticorpos podem ser operacionalmente ligados a um
parceiro de fusdo para poderem atingir a proteina expressa,
purificacdo, triagem, exibicdo, e afins. Os parceiros de
fusdo podem estar ligados a sequéncia de anticorpo através
de sequéncias de ligantes. A sequéncia ligante compreende
geralmente um pequeno numero de aminoacidos, tipicamente
menos que dez, embora ligantes mais longos possam ser

usados. Tipicamente, as sequéncias ligantes sédo
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selecionadas para serem flexiveis e resistentes a
degradacdo. Tal como serd avaliado pelos especialistas na
técnica, qualquer de uma vasta variedade de sequéncias pode
ser usada como ligante. Por exemplo, uma sequéncia ligante
comum compreende a sequéncia de aminoédcidos GGGGS. Um
parceiro de fusdo pode ser uma sequéncia alvo ou de
sinalizacdo que direciona o anticorpo e guaisquer parceiros
de fusdo associados para a desejada localizacdo celular ou
para meios extracelulares. Como ¢ conhecido na técnica,
certas sequéncias de sinalizacdo podem visar uma proteina a
ser secretadas para o meio de crescimento, ou para O espaco
periplasmatico, localizado entre a membrana interna e a
externa da célula. Um parceiro de fusdo pode ser também uma
sequéncia que codifica um péptido ou proteina que viabiliza
a purificacdo e/ou triagem. Tais parceiros de fusdo incluem
mas ndo sdo limitados a etiquetas de polihistidina (His-
etiquetas) (por exemplo H6 e H10 ou outras etiquetas para
uso com sistemas Cromatografia de Afinidade a Metal
Imobilizado  (CAMI) (por exemplo colunas de afinidade
Ni*?)), fusdes GST, fusdes MBP, Strep-tag, a sequéncia alvo
de biotinilacdo BSP da enzima bacteriana BirA, e etiquetas
epitopo que sdo visadas por anticorpos (por exemplo
etiquetas c-myc, etiquetas bandeira, e afins). Tal como
serd avaliado ©pelos especialistas na técnica, essas
etiquetas podem ser Uteis para purificacdo, para triagem,
ou ambas. Por exemplo, um anticorpo pode ser purificado
usando uma etiqueta His imobilizando-o numa coluna de
afinidade Ni*?, e depois apés purificacdo a mesma etiqueta
His pode ser usada para imobilizar o anticorpo numa placa

revestida a Ni'?

para realizar um ELISA ou outro ensaio de
ligacdo (como descrito abaixo). Um parceiro de fusdo pode
viabilizar o uso de um método de selecdo para testar
anticorpos (ver abaixo). Os parceiros de fusdo que
viabilizam uma diversidade de métodos de selecdo sdo bem

conhecidos na técnica, e todos estes encontram uso na
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presente invencdo. Por exemplo, fundindo os membros de uma
biblioteca de anticorpo ao gene da proteina III, a
apresentacdo de fagos pode ser utilizada (Kay et al., Phage
display of peptides and proteins: a laboratory manual,
Academic Press, San Diego, CA, 1996; Lowman et al., 1991,
Biochemistry 30:10832-10838; Smith, 1985, Science 228:1315-
1317). Os parceiros de fusdo podem viabilizar anticorpos a
serem marcados. Em alternativa, um parceiro de fusdo pode
ligar-se a uma sequéncia especifica no vetor de expresséao,
permitindo que o parceiro de fusdo e anticorpo associado
seja ligado covalentemente ou ndo covalentemente com o

dcido nucleico gque os codifica.

Os métodos de introducdo de é&acido nucleico exdgeno nas
células hospedeiras sdo bem conhecidos na técnica, e véao
variar com a célula hospedeira usada. As técnicas incluem
mas ndo sdo limitadas a transfecdo mediada por dextrano,
precipitacdo de fosfato de céalcio, tratamento de cloreto de
célcio, transfecdo mediada por polibreno, fusdo de
protoplastos, eletroporacdo, infecdo wviral ou de fago,
encapsulacéo dos polinucledtido (s) em liposomas, e
microinjecdo direta de DNA nos nlUcleos. No caso de células

de mamifero, a transfecdo pode ser transiente ou estavel.

Preferencialmente, os anticorpos s&o purificados ou
isolados apds expressdo. As proteinas podem ser isoladas ou
purificadas numa diversidade de vias conhecidas dos
especialistas na técnica. Métodos de purificacdo padréo
incluem técnicas cromatogréficas, incluindo troca idnica,
interacdo hidrofdébica, afinidade, calibracdo ou filtracéo
em gel, e fase reversa, realizados a pressédo atmosférica ou
a alta pressdo usando sistemas tais como FPLC e HPLC. Os
métodos de purificacéo incluem também técnicas
eletroforéticas, imunoldgicas, de precipitacédo, de diédlise,

e cromatofocusacéao. Técnicas de ultrafiltracéao e
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diafiltracdo, em conjuncdo com concentracdo de proteina,
sdo também Uteis. Como € Dbem conhecido na técnica, uma
diversidade de proteinas naturais liga Fc e anticorpos, e
estas proteinas podem encontrar utilizacdo para purificacéo
de anticorpos como aqui divulgado. Por exemplo, as
proteinas bacterianas A e G ligam-se a regido Fc. Do mesmo
modo, a proteina bacteriana L liga-se a regido Fab de
alguns anticorpos, como evidentemente faz o antigénio alvo
do anticorpo. A purificacdo pode, muitas vezes, ser
viabilizada por um parceiro de fusdo particular. Por
exemplo, o0s anticorpos podem ser purificados usando resina
de glutationa se for empregue fusdo GST, cromatografia de
afinidade Ni™ se é empregue uma etiqueta His, ou se é
usado anticorpo anti-bandeira imobilizado. Para orientacdo
geral em técnicas de purificacdo adequadas, ver, por
exemplo Protein Purification: Principles and Practice, 3°
Ed., Scopes, Springer-Verlag, NY, 1994 incorporado na
integre como referéncia. O grau de purificacdo necesséario
variard dependendo da triagem ou da utilizacdo dos
anticorpos. Em alguns casos ndo é necessaria purificacédo.
Por exemplo numa forma de realizacdo, se 08 anticorpos séo
secretados, a triagem pode ser feita diretamente a partir
dos meios. Como é bem conhecido na técnica, alguns métodos
de selecdo ndo envolvem a purificacdo das proteinas. Assim,
por exemplo, se uma biblioteca de anticorpos ¢ feita numa
biblioteca de apresentacdo de fagos, a purificacdo da

proteina pode ndo ser realizada.

Experimentacdo in vitro

Os anticorpos podem ser triados usando uma diversidade de
métodos, incluindo mas ndo limitado aos que usam ensaios in
vitro, ensaios in vivo a base de células, e selecdo de
tecnologias. Automacdo e tecnologias de rastreio de alto

rendimento podem ser utilizadas nos procedimentos de
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triagem. A triagem pode empregar o uso de um parceiro de
fusdo ou marcador. O uso de parceiros de fusdo foi
discutido acima. Por "marcado" agqui entende-se que o0s
anticorpos da invencdo tém um ou mais elementos, isdtopos,
ou compostos quimicos anexados para permitir a detecdo de
uma triagem. Em geral, os marcadores inserem-se em trés
classes: a) marcadores imunoldgicos, 0s guais podem ser um
epitopo incorporado como um parceiro de fusdo que é
reconhecido por um anticorpo, b) marcadores isotdépicos, oS
quais podem ser radioativos ou isdtopos pesados, e <C)
pequenas moléculas marcadoras, as dquais podem incluir
corantes fluorescentes e colorimétricos, ou moléculas tais
como biotina que permite outros métodos de marcacdo. Os
marcadores podem ser incorporados no composto em qualquer
posicdo e podem ser incorporados in vitro ou in Vvivo

durante a expressdo de proteina.

Preferencialmente as propriedades funcionais e/ou
biofisicas de anticorpos sdo triados num ensaio in vitro.
Os ensaios in vitro podem permitir uma ampla gama dindmica
para propriedades de triagem de interesse. As propriedades
dos anticorpos que podem ser triados incluem mas ndo sé&o
limitados a estabilidade, solubilidade, e afinidade para os
ligandos Fc, por exemplo FcyRs. Podem ser triadas multiplas
propriedades simultaneamente ou individualmente. As
proteinas podem ser purificadas ou ndo purificadas,
dependendo dos requisitos do ensaio. Numa forma de
realizacdo a triagem é um ensaio de ligacdo qualitativo ou
quantitativo para ligar anticorpos a uma proteina ou
molécula ndo proteina que se conhece ou se pensa ligar o
anticorpo. Numa forma de realizacdo a preferida a triagem é
um ensaio de ligacdo para medir a ligacdo ao antigénio
alvo. Numa forma de realizacdo alternativa a triagem é um
ensaio para ligacdo dos anticorpos a um ligando Fc,

incluindo mas ndo limitados a familia dos FcyRs, o recetor
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FcRn neonatal, a proteina complemento Clg, e as proteinas
bacterianas A e G. 0Os referidos ligandos Fc podem ser de
qualguer organismo, com o0s humanos, de ratinhos, de ratos,
de coelhos, e de macacos sendo preferidos. Podem ser
realizados ensaios usando uma diversidade de métodos
conhecidos na técnica, incluindo mas ndo limitado a ensaios
com base em FRET (Transferéncia de Energia de Ressonéncia
de Fluorescéncia) e BRET (Transferéncia de Energia de
Ressondncia de Bioluminescéncia), AlphaScreen™ (Ensaio de
Proximidade Luminescente homogénea amplificada), Ensaio de
Proximidade de Cintilacdo, ELISA (Ensaio Imunosorbente
Ligado a Enzima), SPR (Ressonéancia plasmédnica de
superficie, também conhecida como Biacore™), calorimetria
de titulacéo isotérmica, calorimetria diferencial
exploratdria, eletroforese em gel, e cromatografia
incluindo filtracdo em gel. Estes e outros métodos podem
assumir a vantagem de algum parceiro de fusdo ou marcador
do anticorpo. Ensaios podem empregar uma diversidade de
métodos de detecédo incluindo mas nao limitado a
cromogénicos, fluorescentes, luminescentes, ou marcadores

isotépicos.

As propriedades biofisicas de anticorpos, por exemplo
estabilidade e solubilidade, podem ser triadas usando uma
diversidade de métodos conhecidos na técnica. A
estabilidade de proteina pode ser determinada medindo o
equilibrio termodindmico entre estados dobrados e néo
dobrados. Por exemplo, os anticorpos da presente invencédo
podem ser ndo dobrados usando desnaturante guimico, calor,
ou pH, e esta transicdo pode ser monitorizada usando
métodos incluindo mas ndo limitado a espetroscopia de
dicroismo circular, espetroscopia de fluorescéncia,
espetroscopia de absorcéao, espetroscopia de NMR,
calorimetria, e protedlise. Tal como serd avaliado pelos

especialistas na técnica, o0s parédmetros cinéticos das
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transicdes de dobragem e ndo dobragem podem também ser
monitorizados usando estas e outras técnicas. A
solubilidade e integridade estrutural global de um
anticorpo podem ser determinadas quantitativamente ou
qualitativamente usando um vasta gama de métodos que sé&o
conhecidos na técnica. Métodos gque podem encontrar uso na
presente invencdo para caracterizar as propriedades
biofisicas de anticorpos incluem eletroforese em gel,
focagem isoelétrica, eletroforese capilar, cromatografia
tal como cromatografia de exclusédo de tamanho,
cromatografia de troca idénica, e cromatografia liquida de
alta resolucdo de fase reversa, mapeamento peptidico,
mapeamento de oligossacéarido, espetrometria de massa,
espetroscopia de absorcdo ultravioleta, espetroscopia de
fluorescéncia, espetroscopia de dicroismo circular,
calorimetria de titulacéo isotérmica, calorimetria
diferencial exploratdéria, wultra-centrifugacdo analitica,
dispersdo de luz dinédmica, protedblise, e ligacdo cruzada,
medicdo de turbidez, ensaios de retardamento de filtro,
ensaios imunoldgicos, ensaios de ligacdo de corantes
fluorescentes, ensaios de coloracéo de proteina,
microscopia, e detecdo de agregados via ELISA ou outro
ensaio de ligacdo. As analises estruturais empregam
técnicas de cristalografia de raio X e espetroscopia de NMR
pode também encontrar utilizacdo. A estabilidade e/ou a
solubilidade podem ser medida determinando a quantidade de
solucdo de proteina apds algum periodo de tempo definido.
Neste ensaio, a proteina pode ser ou ndo ser exposta a
algumas condicdes extremas, por exemplo temperatura
elevada, pH baixo, ou presenca de desnaturante. Porque a
funcdo tipicamente requere uma proteina estével, soluvel,
e/ou bem dobrada/estruturada, os ensaios funcionais e de
ligacdo acima mencionados fornecem também modos para
realizar uma tal medida. Por exemplo, uma solucéo

compreendendo um anticorpo pode ser ensaiada gquanto a sua
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capacidade para ligar o antigénio alvo, depois exposta a
elevada temperatura por um ou mais periodos de tempo
definidos, depois ensaiada novamente quanto a ligacéo
antigénio. Porque a proteina agregada e ndo dobrada ndo é
esperado que seja capaz de ligar antigénio, a quantidade de
atividade restante fornece uma medida da estabilidade e

solubilidade do anticorpo.

Preferencialmente a biblioteca é triada usando um ou mais
ensaios com base celular ou in vitro. Para esses ensaios,
anticorpos, purificados ou ndo purificados, s&do tipicamente
adicionados exogenamente de modo a que as células sejam
expostas a variantes individuais ou grupos de variantes
pertencendo a biblioteca. Estes ensaios sdo tipicamente,
mas nao sempre, com base na biologia da capacidade do
anticorpo para ligar a antigénio e mediar algum evento
bioguimico, por exemplo funcdes efetoras como lise celular,
fagocitose, inibicdo de 1ligacdo ligando/recetor, inibicéao
do crescimento e/ou proliferacdo, apoptose e afins. Esses
ensaios frequentemente envolvem a monitorizacdo da resposta
das células ao anticorpo, ©por exemplo sobrevivéncia
celular, morte celular, fagocitose celular, lise celular,
alteracdo na morfologia celular, ou ativacdo transcricional
tal como expressdo celular de um gene natural ou gene
repbdrter. Por exemplo, esses ensaios poem medir a
capacidade dos anticorpos para eliciar CMCA, FCDA, ou CDC.
Para alguns ensaios células adicionais ou componentes, ou
seja para além das células alvo, pode ter dque ser
adicionadas, por exemplo complemento sérico, ou células
efetoras tais como mondécitos do sangue periférico (CMSPs),
células NK, macrdéfagos, e afins. Essas células adicionais
podem ser de qualquer organismo, preferencialmente humanos,
ratinhos, ratos, coelhos, e macaco. Anticorpos reticulados
ou monoméricos podem causar apoptose de certas linhas de

células expressando o antigénio alvo do anticorpo, ou podem



98

mediar o atagque nas células alvo por células imunitédrias as
quais foram adicionadas ao ensaio. Métodos para monitorizar
a morte celular ou a viabilidade s&o conhecidos na técnica,
e incluem o uso de corantes, fluordéforos, imunoquimicos,
citoquimicos, e reagentes radioativos. Por exemplo, ensaios
de caspase ou flouroconjugados anexina podem viabilizar a
apoptose a ser medida, e absorcdo ou liberacdo de
substratos radioativos (por exemplo ensaio de libertacéo
Crémio-51) ou a reducéao metabdlica de corantes
fluorescentes tais como azul alamar pode ©permitir o
crescimento celular, ativacdo da proliferacdo ou ativacédo a
ser monitorizada. Numa forma de realizacdo preferida, ¢é
usado o ensaio de citotoxicidade com base em EuTDA DELFIA®
(Perkin Elmer, MA). Em alternativa, células alvo mortas ou
danificadas podem ser monitorizadas medindo a libertacdo de
uma ou mais proteinas intracelulares naturais, por exemplo
lactato desidrogenase. A ativacdo transcricional ©pode
também servir como um método para ensaiar a funcdo em
ensaios com base celular. Neste caso, a resposta pode ser
monitorizada ensaiando os genes ou proteinas naturais que
podem ser regulados para cima ou regulados para baixo, por
exemplo a libertacdo de certas interleucinas pode ser
medida, ou em alternativa a leitura pode ser através de
luciferase ou construcdo de repdrter GEFP. Ensaios a base de
células podem também envolver as mudancas de mudancas
morfoldégicas de células como resposta a presenca de um
anticorpo. Tipos de células para tais ensaios podem ser
procaridéticas ou eucaridticas, e pode ser empregue uma
diversidade de 1linhas de células que s&o conhecidas na
técnica. Em alternativa, triagens com base celular sé&o
realizadas usando células que foram transformadas ou
transfetadas com acidos nucleicos que codificam os

anticorpos.
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Os ensaios in vitro incluem mas ndo sdo limitados a ensaios
de ligacéo, CMCA, CDC, fagocitose, citotoxicidade,
proliferacdo, apoptose, necrose, paragem do ciclo celular,
libertacdo perdxido/ozono, gquimiotaxia de células efetoras,
inibicdo desses ensaios por reducdo da funcido efetora dos
anticorpos; intervalos de atividades como >100x
melhoramento ou >100x reducdo, misturas de ativacdo do
recetor e o0s resultados do ensaio que sdo esperados desses

perfis de recetor.

Experimentacdo in vivo

As propriedades bioldgicas dos anticorpos da presente
invencdo podem ser caracterizadas na célula, tecido, e
experiéncia de organismo completo. Como ¢é conhecido na
técnica, os farmacos sdo muitas vezes testados em animais,
incluindo mas n&o limitado a ratinho, ratos, coelhos, céaes,
gatos, porcos, € macacos, com vista a medir a eficédcia do
farmaco para tratamento contra uma doenca ou modelo de
doenca, ou medir as farmacocinéticas, toxicidade, e outras
propriedades do farmaco. Os referidos animais podem ser
referidos como modelos de doenca. Em relacdo aos anticorpos
como aqui divulgados, surge um desafio particular gquando se
usam modelos animais para avaliar o potencial para eficécia
em humano de polipéptidos candidatos - isto é devido, pelo
menos em parte, ao facto dos anticorpos que tem um efeito
especifico sobre a afinidade para um recetor humano Fc
podem ndo ter um efeito de afinidade semelhante ao recetor
de animais ortdélogos. Estes problemas podem ser agravados
pelas ambiguidades inevitdveis associadas com a atribuicédo
correta de ortdlogos verdadeiros (Mechetina et al.,
Immunogenetics, 2002 54:463-468), e o facto que alguns
ortélogos simplesmente ndo existem no animal (por exemplo
0s humanos possuem um FcyRIIa enquanto que o ratinho né&o).

As terapéuticas sdo frequentemente testadas em ratinho,
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incluindo mas ndo limitado a ratinho nt, ratinho SCID,
ratinho xeno enxertado, e ratinho transgénico (incluindo
noquins e nocautes). Por exemplo, um anticorpo da presente
invencdo que se destina a uma terapéutica antineoplésica,
pode ser testada num modelo de cancro e ratinho, por
exemplo um ratinho xeno enxertado. Neste método, um tumor
ou linha de células tumoral é enxertado em ou injetado num
ratinho, e subsequentemente o ratinho ¢é tratado com a
terapéutica para determinar a capacidade do anticorpo para
reduzir ou inibir o crescimento tumoral e as metastases.
Uma abordagem alternativa é o uso de um modelo de murino
SCID no qual os ratinhos imunodeficientes s&o injetados com
Linfécitos do Sangue Periférico (PBLs) humanos, conferindo
um sistema imunitédrio semifuncional e humano - com uma
matriz apropriada de FcRs humanos - ao ratinho que foi
subsequentemente injetado com anticorpos ou polipéptidos Fc
que visa as células tumorais humanas injetadas. Num tal
modelo, os polipéptidos Fc que visam o desejado antigénio
(tal como her2/neu em células cancerigenas de ovario SkOV3)
interagem com PBLs humanos dentro do ratinho para envolver
funcdes efetoras tumoricidas. Tal experimentacdo pode
fornecer dados significativos para determinacéo do
potencial do referido anticorpo a ser usado como uma
terapéutica. Quaisquer organismos, preferencialmente
mamiferos, podem ser usados para teste. Por exemplo devido
a sua semelhanca genética com os humanos, 0SS macacos podem
ser modelos terapéuticos adequados, e portanto podem ser
usados para testar a eficécia, toxicidade,
farmacocinéticas, ou outras propriedades dos anticorpos da
presente 1invencdo. Os testes de anticorpos da presente
invencdo em humanos s&do, em Ultima andlise, necesséarios
para aprovacdo dos medicamentos, e, assim, obviamente estas
experiéncias estdo contempladas. Portanto os anticorpos da

presente invencdo podem ser testados em humanos para
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determinar a sua eficécia terapéutica, toxicidade,

farmacocinéticas, e/ou outras propriedades clinicas.

Os anticorpos como aqui descritos podem conferir desempenho
superior nas terapéuticas contendo Fc em modelos animais ou
em humanos. O0Os perfis de 1ligacdo ao recetor desses
anticorpos, como descrito nesta especificacédo, podem, por
exemplo, ser selecionados para aumentar a poténcia de
fadrmacos citotdéxicos ou para visar funcdes efetoras ou
células efetoras especificas para melhorar a seletividade
da acdo dos féarmacos. Mais ainda, perfis de 1ligacdo a
recetor podem ser selecionados gque podem reduzir algumas ou
todas as funcdes efetoras reduzindo assim os efeitos
secunddrios ou a toxicidade do tal farmaco contendo Fc. Por
exemplo, um anticorpo com ligacdo reduzida a FcyRIIIa,
FcyRI e FcyRIIa pode ser selecionado para eliminar a
maioria da funcdo efetora mediada por célula, ou um
anticorpo com reduzida ligacdo a Clg pode ser selecionado
para limitar as funcdes efetoras mediadas por complemento.
Em alguns contextos, tais funcdes efetoras sdo conhecidas
terem potenciais efeitos téxicos, portanto eliminando-os
pode aumentar a seguranca do farmaco carregando Fc e essa
seguranca aumentada pode ser caracterizada em modelos
animais. Em certos contextos, essas funcgdes efetoras séo
conhecidas por mediarem a desejada atividade terapéutica,
assim aumentando-a podem aumentar a atividade ou a poténcia
do féarmaco carregando Fc e essa atividade ou poténcia

melhorada pode ser caracterizada em modelos animais.

Os anticorpos otimizados podem ser testados numa
diversidade de modelos tumorais ortotdpicos. Estes modelos
animais clinicamente relevantes sdo importantes no estudo
de patofisiologia e terapia de cancros agressivos como o
cancro pancredtico, da préstata e da mama. Ratinhos

privados de imunidade incluindo, mas ndo limitado a
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ratinhos nus atimicos ou SCID sdo frequentemente usados na
classificacdo de disseminacdo do tumor local e sistémica do
local de injecdo intradrgdo (por exemplo péncreas, prdstata
ou gléandula mamaria) de células tumorais humanas ou

fragmentos de doentes dadores.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser avaliados
quanto a eficéacia em modelos animais clinicamente
relevantes de vArias doencas humanas. Em muitos casos,
modelos relevantes incluem varios animais transgénicos para

antigénios especificos de tumores.

Modelos transgénicos relevantes tais como aqueles que
expressam recetores Fc humanos (por exemplo, CD16 incluindo
a cadeia gama, FcyRl, RIIa/b, e outros) devem ser usados
para avaliar os anticorpos de teste e fusdes Fc quanto a
sua eficédcia. A avaliacdo dos anticorpos por introducdo de
genes humanos gque medeiam a funcdo efetora direta ou
indiretamente em ratinho ou outros roedores que podem
viabilizar estudos fisioldgicos de eficédcia na toxicidade
tumoral ou outras doencas tais como distirbios autoimunes e
RA. O0Os recetores Fc humanos tais como FcyRIIIa podem
possuir polimorfismos como os da posicdo 158 V ou F que
podem viabilizar ainda mais a introducdo de especificos e
combinac¢des polimorfismos humanos nos roedores. Os varios
estudos envolvendo FcRs especificos de polimorfismo né&o
sdo, no entanto, limitados a esta seccdo e englobam todas
as discussdes e aplicagcdes de FcRs em geral como
especificado ao longo destes anticorpos de aplicacdo como
aqui divulgados pode conferir atividade superior em
farmacos contendo Fc nesses modelos transgénicos, em
variantes especificas com perfis de ligacdo otimizado para
atividade mediada por FcyRIIIa humana pode mostrar
atividade superior em ratinhos CD16 transgénicos. Melhorias

similares da eficécia, em ratinhos transgénicos para os
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outros recetores Fc humanos, por exemplo FcyRIIa, FcvyRI,
etc., podem ser observadas para os anticorpos com os perfis
de ligacdo otimizados para os recetores respetivos.
Ratinhos transgénicos para multiplos recetores humanos
deveriam mostrar atividade melhorada para anticorpos com
perfis de ligacdo otimizados para o0s correspondentes

recetores miltiplos, por exemplo como mostrado na Figura 5.

Devido as dificuldades e ambiguidades associadas com o uso
de modelos animais para caracterizar a eficédcia potencial
dos anticorpos terapéuticos candidatos num doente humano,
alguns polipéptidos variantes aqui divulgados podem
encontrar utilidade como ©procuradores para avaliar a
eficdcia potencial em humanos. Tais moléculas procuradoras
devem preferencialmente mimetizar - no sistema animal - a
biologia FcR e/ou de complemento do correspondente
anticorpo humano candidato. Este mimetismo é mais provavel
que seja manifestado pelas afinidades de associacéo
relativas entra anticorpos e animais especificos vs.
recetores humanos. Por exemplo, se se estd a usar um modelo
de ratinho para avaliar a potencial eficdcia em humanos de
um anticorpo que tem afinidade aumentada para FcyRIIIa
humano, wuma variante de procuracdo apropriada devera ter
afinidade aumentada para FcyRIII-2 de ratinho (CD16-2 de
ratinho). Em alternativa se se estd a usar um modelo de
ratinho para avaliar a potencial eficdcia em humano de um
anticorpo dque tem afinidade reduzida para o FcyRIIb
inibitdério humano, uma variante de procuracdo apropriada
deverdo ter afinidade reduzida para FcyRII de ratinho.
Também deve ser notado que o0s anticorpos procuradores podem
ser criados no contexto de um anticorpo humano, um

anticorpo animal, ou ambos.

O teste dos anticorpos pode incluir estudos de eficédcia em

primatas (por exemplo modelo de macaco cinombdlogo) parar
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facilitar a avaliacdo da deplecdo de células alvo
especificas abrigando o antigénio alvo. Outros modelos de
primatas incluem mas ndo sdo limitados aos de macacos
rhésus e polipéptidos Fc em estudos terapéuticos de

autoimune, transplante e cancro.

Sdo realizados estudos de toxicidade para determinar os
efeitos relacionados de anticorpo ou fusdo Fc que ndo podem
ser avaliados em perfis de farmacologia padrdo ou ocorrem
somente apds administracdo repetida do agente. A maioria
dos testes de toxicidade sdo realizados em duas espécies -
um roedor e um ndo roedor - para assegurar dgue dJqualisquer
efeitos adversos nédo esperados ndo sdo desprezados antes
que novas entidades terapéuticas sejam introduzidas no

homem. Em geral, estes modelos podem medir uma diversidade

de toxicidades incluindo genotoxicidade, toxicidade
crdnica, imunogenicidade, toxicidade reprodutiva/de
desenvolvimento e carcinogenicidade. Incluidos nos

pardmetros acima mencionados estdo medidas padrdo de
consumo de alimentos, peso corporal, formacdo de anticorpo,
quimica clinica, e exame macro e microscédpico de
6rgdos/tecidos padrdo (por exemplo cardiotoxicidade).
Outros parametros de medicdo sdo o traumatismo no local de
injecdo e a medicdo dos anticorpos neutralizantes, se
algum. Tradicionalmente, as terapéuticas de anticorpo
monoclonais, nuas ou conjugadas sdo avaliadas quanto a
reatividade cruzada com os tecidos normais, producdo de
imunogenicidade/anticorpo, toxicidade de conjugado ou
ligante e toxicidade "bystander" de espécies radiomarcadas.
No entanto, tais estudos podem ter de ser individualizados
para responder as preocupacdes especificas e seguindo o
conjunto de orientacdes por ICH S6 (Estudos de seguranca
para produtos biotecnoldgicos, também mencionado
anteriormente). Como tal, os principios gerais dos produtos

sdo suficientemente bem caracterizados e relativamente aos
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quais impurezas/contaminantes foram removidos, que o
material de teste é comparédvel ao longo do desenvolvimento,

e cumprimento das GLP.

As farmacocinéticas (PK) dos anticorpos da invencdo podem
ser estudadas numa diversidade de sistemas animais, com o
mais relevante sendo o de primatas ndo humanos tais como os
cinomolgos, macacos rhésus. Administracdes i.v./s.c. unicas
ou repetidas de mais de uma gama de dosagem de 6000-vezes
(0,05-300 mg/kg) podem ser avaliadas sobre a meia vida
(dias a semanas) usando concentracdo plasmatica e depuracédo
assim como pode ser medido o volume de distribuicdo a um
estado de equilibrio e nivel de absorbdncia sistémica.
Exemplos desses pardmetros de medida incluem geralmente a
concentracdo plasmdtica médxima observada (Cmax), o tempo
para atingir Cmax (Tmax), e a &area sob a curva de
concentracdo plasmética-tempo de tempo de 0 até ao infinito
[AUC(0-inf] e eliminacdo da semivida aparente (T1/2).
Outros parémetros medidos pode incluir analise
comportamental dos dados de concentracdo-tempo obtidos a
seguir a administracdo e Dbiodisponibilidade de i.v..
Exemplos de estudos farmacoldgicos/toxicoldgicos usando
cinomologos foram estabelecidos para Rituxan e Zevalina em
que o0s anticorpos monoclonais para CD20 s&do de reacédo
cruzada. A biodistribuicdo, dosimetria (para anticorpos
radiomarcados), e estudos de PK podem também ser feitos em
modelos de roedores. Esses estudos de avaliacdo da
tolerdncia em todas as doses administradas, toxicidade para
os tecidos localizados, localizacdo preferencial para
modelos animais de roedores xenoenxertados, deplecdo de

células alvo (por exemplo células CD20 positivas).

Os anticorpos aqui descritos podem conferir
farmacocinéticas superiores nas terapéuticas contendo Fc em

sistemas animais ou em humanos. Por exemplo, a ligacéo
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aumentada a FcRn pode aumentar a meia vida e a exposicdo ao
fadrmaco contendo Fc. Em alternativa, a ligacdo diminuida a
FcRn pode diminuir a meia vida e a exposicdo ao farmaco
contendo Fc nos casos em que a exposicdo reduzida ¢é
favoravel tal como quando esse fédrmaco tem efeitos

secundérios.

E conhecido na técnica que o conjunto de recetores Fc &
expresso diferencialmente em varios tipos de células
imunitédrias, assim como em diferentes tecidos. Distribuicéo
diferencial nos tecidos de recetores Fc pode em uUltima
andlise ter um impacto nas propriedades farmacodindmicas
(PD) e farmacocinéticas (PK) de anticorpos da presente
invencéo. Porque os anticorpos da apresentacdo tém
afinidades wvaridveis com o conjunto de recetores Fc, um
rastreio suplementar dos polipéptidos quanto as
propriedades de PD e/ou PK pode ser extremamente Util para
definir o equilibrio oétimo de PD, PK, e a eficacia

terapéutica conferida por cada polipéptido candidate.

Estudos de farmacodindmica podem incluir, mas nédo sé&o
limitados a, visar células tumorais especificas ou bloquear
0s mecanismos de sinalizacdo, medir a deplecdo do antigénio
alvo expressando células ou sinais, etc. Os anticorpos da
presente invencdo podem visar populacdes de células
efetoras especificas e deste modo direcionar féarmacos
contendo Fc para recrutar certas atividades para melhorar a
poténcia ou para aumentar a penetragdo num compartimento
fisioldgico particularmente favoravel. Por exemplo, a
atividade de neutréfilos e localizacdo podem ser visados
por um anticorpo que preferencialmente visa FcyRIIIb. Tais
efeitos farmacodindmicos podem ser demonstrados em modelos

animalis ou em humanos.
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Uso clinico

Os anticorpos da presente invencdo podem ser usados para
varios fins terapéuticos. Tal como serd apreciado por
aqueles na técnica, o0s anticorpos da presente invencédo
podem ser usados para quaisquer fins terapéuticos que usem
anticorpos e 0s afins. Os anticorpos podem ser
administrados a um doente para tratar doencas incluindo mas
ndo limitadas a cancro, doencas autoimunes e inflamatdrias,

e doencas infeciosas.

Um "doente" como agqui descrito inclui tanto humanos como
outros animais, preferencialmente mamiferos e mais
preferencialmente humanos. Portanto os anticorpos como aqui
descrito tém aplicacdes nas terapias humanas e veterinéaria.
O termo "tratamento"™ ou "tratar" na presente invencédo
entende-se que inclui o tratamento terapéutico, assim como
profildtico, ou medidas de supressdo de uma doenca ou
distirbio. Assim, por exemplo, a administracdo bem sucedida
de um anticorpo antes do inicio da doenca resulta no
tratamento da doenca. Como outro exemplo, a administracédo
bem sucedida de um anticorpo otimizado apds manifestacdo
clinica da doenca para combater os sintomas da doenca
compreende o tratamento da doenca. "Tratamento" e "tratar"
incluem também a administracdo de um anticorpo otimizado
apds o aparecimento da doenca com vista a erradicar a
doenca. A administracdo bem sucedida de um agente apds o
inicio e apds os sintomas clinicos serem desenvolvidos, com
possivel reducdo dos sintomas clinicos e talvez a melhoria
da doenca, compreende o tratamento da doenca. Agueles "com
necessidade de tratamento" incluem mamiferos Jja& com a
doenca ou disturbio, assim como agqueles com tendéncia para
ter a doenca ou disturbio, incluindo aqueles em gque a

doenca ou disttrbio é para ser prevenido.
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Um anticorpo como aqui descrito pode ser administrado a um
doente com uma doenca envolvendo expressdo inapropriada de
uma proteina ou outra molécula. No ambito da presente
divulgacéo isto significa a inclusdo de doencas e
distlrbios caracterizados por proteinas aberrantes, devido
por exemplo a alteracdes na guantidade da ©proteina
presente, da localizacdo da proteina, da modificacéo
postranslacional, do estado conformacional, a da presenca
de um mutante ou proteina do patogénio, etc. De modo
semelhante, a doenca ou disturbio pode ser caracterizado
pelas moléculas de alteracdes incluindo mas ndo limitado a
polissacaridos e ganglidésidos. Uma superabundéncia pode ser
devida a qualgquer causa, incluindo mas ndo limitado a sobre
expressdo a nivel molecular, aparecimento prolongado ou
acumulado no sitio de acdo, ou atividade aumentada da
proteina em relacdo ao normal. Incluidos nesta definicéo
estdo doencas e disturbios caracterizados por uma reducdo
da proteina. Esta reducdo pode ser devida a qualguer causa,
incluindo mas ndo limitado a expressdo reduzida a nivel
molecular, aparecimento encurtado ou reduzido no sitio de
acdo, formas mutantes da proteina, ou atividade reduzida da
proteina em relacdo ao normal. Uma tal superabundédncia ou
reducdo da proteina pode ser medida em relacdo a expressio
normal, aparecimento, ou atividade da proteina, e a medida
referida pode desempenhar um papel importante no
desenvolvimento e/ou testagem clinica dos anticorpos da

presente invencéo.

Por "cancro" e "canceroso" aqui refere-se a ou descreve a
condicdo fisioldgica em mamiferos que é tipicamente
caracterizada por crescimento celular desregulado. Exemplos
de cancro incluem mas ndo sdo limitados a carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma (incluindo liposarcoma), tumores

neuroenddcrinos, mesotelioma, schwanoma, meningioma,
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adenocarcinoma, melanoma, e leucemia ou malignidades

linfoides.

Exemplos mais especificos de tais cancros incluem
malignidades hematoldgicas, tais como linfomas ndo Hodgkin
(LNH) . Os cancros LNH incluem mas ndo s&do limitados a
Linfoma de Burkitt (LB), linfoma linfocitico de pequenas
células/leucemia linfocitica crénica (SLL/LLC), linfoma de
células do manto (LCM), linfoma folicular (LF), linfoma da
células B grande difusa (LCGD), linfoma de =zona marginal
(LZM) , leucemia células pilosas (LCP) e leucemia
linfocitica (LPL), linfoma das células B da zona marginal
extranodal do tecido linfoide associado a mucosa (MALT),
linfoma das células B da zona marginal nodal, linfoma de
células grandes do mediastino, linfoma de células grande
intravascular, linfoma de efusdo primdria, leucemia/linfoma
linfoblédstica de B precursoras, linfoma das células T e NK
precursoras (linfoma linfobléstico de T precursora, linfoma
blastico das células NK), tumores das células T e NK
maduras, incluindo linfoma e leucemia da célula T
periférica (PTL), leucemia da célula T adulta/ linfomas das
célula T e leucemia linfocitica granular grande, leucemia
linfocitica crénica da célula T/leucemia prolinfocitica,
leucemia linfocitica granular da célula T grande, leucemia
agressiva da célula NK, linfoma extranodal de células T-
/NK, linfoma da «célula T tipo enteropatia, linfoma
hepatosplénico da célula T, linfoma anapléastico da célula
grande (ALCL), linfoma angiocétrico e angioimunobléstico da
célula T, micose fungoide/sindroma de Sézary, e linfoma
cutdneo da célula T (CTCL). Outros cancros dgque podem ser
tratados pelos anticorpos aqui divulgados incluem mas né&o
sdo limitados a Linfoma de Hodgkin, tumores de células
percursoras de linfécitos, incluindo leucemia/linfoma
linfobléstico aguda das células B (B-LLA), e

leucemia/linfoma linfoblédstica aguda da célula T (T-LLA),
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timoma, histocitose celular de Langerhans, mieloma
maltiplo, neoplasias mieloides tais como leucemias
mielogenas agudas (LMA), incluindo LMA com maturacdo, LMA

sem diferenciacdo, leucemia promielocitica aguda, leucemia
mielomonocitica aguda, e leucemias monociticas agudas,
sindromas mielodisplésticos, e doencas mieloproliferativas
crbdnicas (DMC), incluindo leucemia mielogénica crénica
(LMC) . Outros cancros qgque podem ser tratédveis pelos
anticorpos aqui divulgados incluem mas ndo sdo limitados a
tumores do sistema nervoso central tais como glioma,
glioblastoma, neuroblastoma, astrocitoma, meduloblastoma,
ependimoma, e retinoblastoma; tumores sbélidos da cabeca e
pescoco (por exemplo cancro nasofaringeo, carcinoma das
glandulas salivares, e cancro esofdgico), pulmdo (por
exemplo cancro das pequenas células do pulmdo, cancro né&o
das pequenas células pulmdo, adenocarcinoma do pulmidoc e
carcinoma escamoso do pulmdo), sistema digestivo (por
exemplo cancro do estbdmago ou gastrico incluindo cancro
gastrointestinal, cancro do duto biliar ou do trato biliar,
cancro do colon, cancro retal, cancro coloretal, e
carcinoma anal), sistema reprodutivo (por exemplo cancro
testicular, penis, ou proéstata, uterino, wvaginal, vulvar,
cervical, ovarico, e do endométrio), pele (por exemplo
melanoma, carcinoma das células basal, cancro das células
escamosas, queratose actinica), figado (por exemplo cancro
do figado, <carcinoma hepatico, cancro hepatocelular, e
hepatoma), &sseos (por exemplo osteoclastoma, e cancros
bsseos osteoliticos), tecidos e o¢6rgdos adicionais (por
exemplo cancro pancreatico, cancro da bexiga, cancro do rim
ou renal, cancro da tiroide, cancro da mama, cancro do
peritoneu, e sarcoma de Kaposi), e tumores do sistema

vascular (por exemplo angiosarcoma e hemagiopericitoma).

Indicacdes oncoldgicas preferidas que podem ser tratados

pelos anticorpos anti-CD19 da invencdo incluem mas ndo sao
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limitadas a todos os linfomas ndo Hodgkin (LNH) ,
especialmente LNH refratidria/resistente, leucemia
linfocitica crénica (LLC), leucemia linfoblédstica aguda da
célula B/linfoma (B-LLA), e linfoma de células do manto
(LCM) .

Resultados da autoimunidade de uma gquebra da auto-
tolerédncia envolvendo mecanismos imunitarios humorais e/ou
mediados por células. Entre as consequéncias da falha na
tolerédncia central e/ou periférica, sdo a sobrevivéncia e
ativacdo de células B e células T auto reativas. Varias
doencas autoimunes sdo definidas por ativacdo excessiva dos
linfécitos B e/ou T. A ativacdo destas células requerem em
cooperacdo, o acoplamento de antigénio e sinais co-
estimuladores dos linfdécitos de interacdo. deplecdo mediada
por anticorpo, inibicéo, anti-proliferacéo, e/ou
bloqueamento das células B sdo abordagens terapéuticas para

0 tratamento de doenca autoimune.

Por "doencas autoimunes" aqui incluem rejeicdo do enxerto

alogénico em ilhota, alopecia areata, espondilite
anquilosante, sindrome antifosfolipidico, doenca autoimune
de Addison, autoanticorpos antineutrdédfilos citoplasméaticos
(ANCA), doencas autoimunes da glandula adrenal, anemia
hemolitica autoimune, hepatite autoimmune, miocardite
autoimune, neutropénia autoimune, ooforite autoimune e
orquite, trombocitopenia autoimune, wurticdria autoimune,
doenca de Behcet, penfigbdide bolhoso, cardiomiopatias,
Sindroma de Castleman, spruce-dermatite celiaca, sindroma
disfuncdo imunoldégica de fadiga crénica, polineuropatia
desmielinizante inflamatdéria crénica, sindroma de Churg-
Strauss, penfigdéide cicatricial, sindroma de CREST, doenca
aglutinina fria, doenca de Crohn, dermatomiosite, lupus
discoide, crioglobulinemia mista essencial, deficiéncia de

fator VIII, fibroialgia-fibromiosite, glomerulonefrite,
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doenca de Grave, Guillain-Barre, sindroma de Goodpasture,
doenca de enxerto-versus-hospedeiro (GVHD), tiroidite de
Hashimoto, hemofilia A, fibrose pulmonar idiopética,
pUrpura trombocitopénia idiopatica (PTI), neuropatia de
IgA, polineuropatias de IgM, trombocitopenia imunomediada,
artrite juvenil, doenca de Kawasaki, liquen plantus, lupus
eritematoso, doenca de Meniere, doenca mista do tecido
conjuntivo, esclerose multipla (MS), diabetes mellitus tipo

1, miastenia grave, pénfigo wvulgar, anemia perniciosa,

poliarterite nodosa, policrondrite, sindromas
poliglandular, polimialgia reumatica, polimiosite e
dermatomiosite, agamaglobinulinemia primaria, cirrose

biliar primaria, psoriase, artrite psoriatica, fendmeno de
Reynauld, sindrome de Reiter, artrite reumatoide (RA),
sarcoidose, escleroderma, sindrome de Sjogren, rejeicdo de
transplante de o6rgdo sdélido, sindroma de pessoa rigida,
sistema de luUpus eritematdéide (SLE), arterite de Takayasu,
arterite temporal/ arterite de células gigantes, purpura
trombocitopenia trombdtica, colite ulcerosa, uveite,
vasculites tais como vasculite dermatite herpetiforme,

vitiligo, e granulomatose de Wegener.

Indicacdes autoimunes preferidas que podem ser tratadas
pelos anticorpos anti-CD19 da invencdo incluem mas ndo sio
limitados a artrite reumatoide (RA), sistema de lupus
eritematdéide (SLE ou lupus), esclerose multipla, Sindrome

de Sjogren, e puUrpura trombocitopénia idiopética (PTI).

Por "distuUrbios inflamatdérios" aqui incluem-se sindrome do

desconforto respiratdério agudo (ARDS), artrite sética
aguda, artrite adjuvante, artrite ideopatica Jjuvenil,
encefalomielite alérgica, rinite alérgica, vasculite
alérgica, alergia, asma, aterosclerose, inflamacdo crénica
devida a infec¢des crénicas virais ou bacterianas, doenca

pulmonar obstrutiva crdénica (COPD), doenca da artéria
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corondaria, encefalite, doenca inflamatdéria intestinal,
ostedlise inflamatdria, inflamacdo associada a reacgdes de
hipersensibilidade aguda e retardada, inflamacdo associada
com  tumores, lesdo do nervo periférico ou doencas
desmielinizantes, inflamacdo associada com trauma tecidual
tais como queimaduras e isquémia, inflamacdo devida a
meningite, sindrome de lesdo de 6rgdos multiplos, fibrose
pulmonar, sepse e choque sético, sindroma de Stevens-
Johnson, artropia indiferenciada, e espondiloartropatia

indiferenciada.

Por "doencas infeciosas" aqui incluem-se doencas causadas
por patogénios tais como virus, bactérias, fungos,
protozodrios, e parasitas. As doencas infeciosas podem ser
causadas por virus incluindo adenovirus, citomegalovirus,
dengue, Epstein-Barr, hanta, hepatite A, Thepatite B,
hepatite C, herpes simplex tipo I, herpes simplex tipo II,
virus da imnodeficiéncia humano, (HIV), papiloma virus
humano (HPV), gripe, sarampo, papeira, papova virus, polio,
virus sincicial respiratério, ©peste Dbovina, rinovirus,
rotavirus, rubéola, virus SARS, variola, meningite virica,
e afins. As doencas infeciosas podem também ser causadas
por bactérias incluindo Bacillus antracis, Borrelia
burgdorferi, Campylobacter Jjejuni, Chlamydia trachomatis,
Clostridium botulinum, Clostridium tetani, Diptheria, E.
coli, Legionella, Helicobacter pylori, Mycobacterium
rickettsia, Mycoplasma neisseria, Pertussis, Pseudomonas
aeruginosa, S. pneumonia, Streptococcus, Staphylococcus,
Vibria cholerae, Yersinia pestis, e afins. As doencas
infeciosas poem também ser causadas por fungos tais como
Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, Candida
albicans, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,
Histoplasma capsulatum, Penicillium mameffei, e afins. As

doencas infeciosas podem também ser causadas por
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protozodrios e parasitas tais como clamidia, kokzidioa,

leishmania, malaria, rickettsia, tripanosomas, e afins.

Além disso, os anticorpos como aqui divulgado podem ser
usados para prevenir ou tratar condic¢des adicionais
incluindo mas ndo limitado a condig¢des cardiacas tais como
insuficiéncia cardiaca congestiva (CHF), miocardite e
outras condic¢des de miocardio; doencas da pele tais como
rosécea, acne, e eczema; condicdes Osseas e dentdrias tais
como perda de 0sso, osteoporose, doenca de Paget,
histiocitose de células de Langerhans, doenca periodontal,
osteopénia por desuso, osteomalacia, displasia fibrosa
monostdtica, displasia fibrosa ©poliostdética, metéstase
bssea, tratamento da dor &éssea, hipercalcemia maligna
humoral, reconstrucao periodontal, lesédo da medula
espinhal, e fraturas &sseas; condicdes metabdlicas tais
como doenca de Gaucher; condicgcdes endocrinas tais como

sindroma de Cushing; e condicdes neuroldgicas.

Um certo numero de recetores que podem interagir com oS
anticorpos da presente invengdo, sdo polimérficos na
populacdo humana. Para um dado doente ou populacdo de
doentes, a eficacia dos anticorpos da presente 1invencédo
pode ser afetada pela presenca ou auséncia de polimorfismo
especifico nas proteinas. Por exemplo, FcyRIIIA &
polimdérfico na posicdo 158, o qual é comummente ou V (alta
afinidade) ou F (baixa afinidade). Foi observado que os
doentes com o gendtipo V/V homozigdtico tém uma melhor
resposta clinica ao tratamento com o anticorpo anti-CD20
Rituxan® (rituximab), provavelmente porque estes doentes
fazem uma resposta NK mais forte (Dall’Ozzo et al. (2004)
Cancer Res. 64:4664-9). Polimorfismos adicionais incluem
mas ndo sdo limitados a FcyRIIA R131 ou H131, e esses
polimorfismos s&o conhecidos por aumentarem ou diminuirem a

ligacdo Fc e subsequente a atividade bioldgica, dependendo
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do polimorfismo dos anticorpos como aqui descritos podem
ligar preferencialmente a uma forma polimdérfica particular
de um recetor, por exemplo FcyRIIIA 158 V, ou ligam-se com
uma afinidade equivalente a todos os polimorfismos na
posicdo particular no recetor, por exemplo ambos o0s
polimorfismos 158V e 158F de FcyRIIIA. Preferencialmente os
anticorpos como aqui divulgados podem  ter ligacéo
equivalente a polimorfismos e podem ser usados num
anticorpo para eliminar a eficacia diferencial observada
nos doentes com diferentes polimorfismos. Uma tal
propriedade pode dar wuma maior coeréncia na resposta
terapéutica e reduzir as populacdes de pacientes gque néo
respondem. Essa variante Fc com idéntica ligacdo a
polimorfismos recetores pode ter atividade Dbioldgica
aumentada, tais como CMCA, CDC ou meia vida de circulacéo,
ou em alternativa atividade diminuida, através da modulacéao
da ligacdo aos recetores Fc relevantes. Os anticorpos como
aqui divulgados podem ligar-se com maior ou menor afinidade
a um dos polimorfismos de um recetor, ou acentuando a
diferenca existente ligando ou invertendo a diferenca. Uma
tal propriedade pode permitir a criacdo de terapéuticas
especialmente adaptadas para a eficédcia com uma populacédo
doente possuindo tal polimorfismo. Por exemplo, uma
populacdo doente possuindo um polimorfismo com um maior
afinidade para um recetor inibitdério tal como FcyRIIB pode
receber um farmaco contendo um anticorpo com ligacédo
reduzida para tal forma polimbérfica do recetor, criando um

fdrmaco com maior eficécia.

Preferencialmente os doentes sdo triados para um ou mais
polimorfismos com vista a ©predizer a eficacia dos
anticorpos da presente invencdo. Esta informacdo pode ser
usada, por exemplo, para selecionar doentes para incluir ou
excluir de ensaios <c¢linicos ou, pbs-aprovacao, para

fornecer orientacdes aos médicos e doentes visando dosagens
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apropriadas e opgdes de tratamento. Por exemplo, em doentes
que sdo homozigdbdéticos ou heterozigdticos para farmacos de
anticorpo FcyRIIIA 158F tal como o anti-CD20 mAb, Rituximab
sdo minimamente eficazes (Carton 2002 Blood 99: 754-758;
Weng 2003 J. Clin. Oncol. 21: 3940-3947); tais doentes
podem mostrar uma melhor resposta clinica aos anticorpos da
presente invencdo. Os doentes podem ser selecionados para
inclusdo em ensaios clinicos para um anticorpo da presente
invencdo se o seu gendtipo indica que eles sdo suscetiveis
de responder significativamente melhor a um anticorpo da
presente invencéao, em comparacao com um ou mais
terapéuticas de anticorpos atualmente utilizados. Dosagens
apropriadas e regimes de tratamento podem ser determinados
usando essa informacdo do gendétipo. Os doentes podem ser
selecionados para inclusdo num ensaio clinico ou para a
recepcdo de terapia pds-aprovacdo com base no seu gendtipo
de polimorfismo, onde tal terapia contém um anticorpo
manipulado para ser especificamente eficaz para essa
populacdo, ou em alternativa onde tal terapia contém um
anticorpo que ndo mostra atividade diferencial para as

formas diferentes do polimorfismo.

Sdo agqui divulgados testes de diagndéstico para identificar
doentes que sdo igualmente para mostrar uma resposta
clinica favoréavel para um anticorpo da presente invencéo,
ou que sédo igualmente para exibir uma resposta
significativamente melhor quando tratados com um anticorpo
da presente invencdo versus uma ou mais terapéuticas de
anticorpo correntemente usadas. Qualguer um de uma série de
métodos conhecidos na técnica podem ser usados para

determinar os polimorfismos de FcyR em humanos.

Também divulgados sdo testes de progndéstico que podem ser
realizados em amostras clinicas tais como sangue e amostras

de tecido. Esses testes podem ser ensaiados para a
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atividade da funcdo efetora, incluindo mas ndo limitado a
CMCA, CDC, fagocitose, e opsonizacdo, ou para matar,
independentemente do mecanismo, de células cancerosas ou
patogénicas de outro modo. Preferencialmente os ensaios
CMCA, tal como os descritos previamente, s&do usados para
prever, para um doente especifico, a eficacia de um dado
anticorpo da presente invencdo. Essa informacdo pode ser
usada para identificar doentes para inclusdo ou exclusé&o
nos ensaios clinicos, ou para consubstanciar decisdes sobre
dosagens apropriadas e regimes de tratamento. Essa
informacdo pode também ser usada para selecionar um farmaco
que contém um anticorpo particular gque mostra superior

atividade nesse ensaio.

Formulacéo

Sdo divulgadas composicdes farmacéuticas em que anticorpos
da presente invencdo e um ou mais agentes terapeuticamente
ativos sdo formulados. As formulacdes dos anticorpos da
presente 1invencdo sdo preparadas para armazenamento por
mistura do referido anticorpo com o desejado grau de pureza
com transportadores, excipientes ou estabilizantes
opcionais farmaceuticamente aceitaveis (Remington’s
Pharmaceutical Sciences 16°% edicdo, Osol, A. Ed., 1980), na
forma de formulacdes liofilizadas ou solucdes aquosas.
Transportadores, excipientes, ou estabilizantes aceitéveis
sdo nao todxicos para recipientes nas dosagens e
concentracdes empregues, e incluem tampdes tais como
fosfato, <citrato, acetato, e outros &cidos orgénicos;
antioxidantes incluindo &cido ascérbico e metionina;
conservantes (tais como cloreto de octadecildimetilbenzilo
ambénio; cloreto de hexametdnio; cloreto de Dbenzalcdnio,
cloreto de Dbenzetdnio; fenol, &lcool orbenzil butilico;
alquil parabenos tais como as metil ou propil parabenos;

catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; e m-cresol);
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polipéptidos de baixo peso molecular (menos que cerca de 10
residuos); proteinas, tais como albumina sérica, gelatina,
ou imunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tais como
polivinilpirrolidona; aminocacidos como glicina, glutamina,
asparagina, histidina, arginina, ou lisina; monossacaridos,
dissacéaridos, e outros hidratos de carbono incluindo
glucose, manose, ou dextrinas; agentes quelantes tais como
EDTA; acucares tals como sacarose, manitol, trehalose ou
sorbitol; adocantes e outros agentes aromatizantes;
enchimentos tais como celulose microcristalina, lactose,
milho e outros amidos; agentes ligantes; aditivos; agentes
de coloracdo; formadores de sais contraibes tais como
sédio; complexos de metal (por exemplo complexos de 7Zn-
proteina); e/ou tensoativos ndo idénicos tais como TWEEN™,
PLURONICS™ ou polietileno glicol (PEG). A composicédo
farmacéutica que compreende o anticorpo da presente
invencdo pode estar numa forma soluvel em &gua, tal como
estar presente como sais farmaceuticamente aceitaveis, os
quais se entende incluam tanto os sais de adicdo de &cidos
e Dbases. "Sais de adicdo de 4cido farmaceuticamente
aceitaveis" referem-se aos sais que retém a eficiéncia
bioldégica de bases livres e que ndo sdo biologicamente ou
de outro modo indesejéaveis, formados com acidos inorgédnicos
tais como é&cido <cloridrico, &cido hidrobrdémico, &cido
sulfirico, &cido nitrico, &cido fosfdérico e afins, e &cidos
orgdnicos tais como &cido acético, é&cido propidnico, éacido
glicélico, &cido piruvico, é&cido oxédlico, é&cido maleico,
dcido maldénico, &cido succinico, &cido fumérico, &cido
tartdrico, &cido citrico, é&cido benzoico, é&cido cinédmico,
acido mandélico, acido metanesulfdénico, adcido
etanesulfdénico, &acido p-toluenesulfdnico, &acido salicilico
e afins. "Sais de adicdo de Dbase farmaceuticamente
aceitaveis" incluem os derivados de bases inorgénicas tais
como sais de sdédio, potéssio, litio, amdbénio, calcio,

magnésio, ferro, zinco, cobre, manganés, aluminio e afins.
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Particularmente preferidos sdo os sais de amdénio, potéssio,
soédio, cédlcio, e magnésio. Sais derivados de Dbases
orgénicas ndo tdéxicas farmaceuticamente aceitédveis incluem
sais de aminas primarias, secundarias, e terciarias, aminas
substituidas incluindo aminas substituidas que ocorrem
naturalmente, aminas ciclicas e resinas béasicas de troca
idénica, tais como isopropilamina, trimetilamina,
dietilamina, trietilamina, tripropilamina, e etanolamina.
As formulacdes a usar para administracdo in vivo sé&o
preferencialmente estéreis. Isto é prontamente realizado
por filtracdo através de membranas de filtracdo estéreis ou

outros métodos.

Os anticorpos aqui divulgados podem também ser formulados
como imunoliposomas. Um liposoma € uma vesicula pequena
compreendendo varios tipos de lipidos, fosfolipidos e/ou
tensocativos que sdo Uteis na aplicacdo de um agente
terapéutico a um mamifero. Os liposomas gque contém o
anticorpo sd&o preparados por métodos conhecidos na técnica,
tais como descrito em Epstein et al., 1985, Proc Natl Acad
Sci USA, 82:3688; Hwang et al., 1980, Proc Natl Acad Sci
usa, 77:4030; US 4,485,045; Us 4,544,545; e PCT WO
97/38731. 0Os liposomas com tempo de circulacdo melhorado
sdo divulgados na US 5,013,556. Os componentes do liposoma
sdo comummente dispostos numa formacdo em bicamada, similar
a disposicéo das membranas bioldégicas. Liposomas
particularmente Uteis podem ser gerados pelo método de
evaporacdo de fase reversa com uma composicdo lipidica
compreendendo fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina PEG-derivatizada (PEG-PE) . Os
liposomas sdo extrusados através de filtros de tamanho de
poro definido para produzir liposomas com o diédmetro
desejado. Um agente guimioterapéutico ou outro agente

terapeuticamente ativo estd opcionalmente contido no
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liposoma (Gabizon et al., 1989, J National Cancer Inst

81:1484) .

O anticorpo e outros agentes terapeuticamente ativos podem
também ser acondicionados em microcdpsulas preparadas por
métodos incluindo mas ndo limitados a técnicas de
coacervacdo, polimerizacdo interfacial (por exemplo usando
hidroximetilcelulose ou microcdpsulas de gelatina, ou
microcdpsulas de ©poli-(metilmetacilato)), sistemas de
administracdo de farmaco coloidal (por exemplo, liposomas,
microsferas de albumina, microemulsdes, nano-particulas e
nanocéapsulas), e macroemulsdes. Tais técnicas sdo
divulgadas em Remington’s Pharmaceutical Sciences 1l6a
edicéo, Osol, A. Ed., 1980. Podem ser preparadas
preparacdes de libertacdo sustentada. Exemplos adequados de
preparacdes de libertacdo sustentada incluem matrizes
semipermedveis de polimero sdélido hidrofdébico, as quais
matrizes sdo na forma de artigos moldados, por exemplo
filmes, ou microcéapsulas. Exemplos de matrizes de
libertacdo sustentada incluem poliésteres, hidrogéis (por
exemplo poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou alcool
poli(vinilico), polilactidos (US 3,773,919), copolimeros de
acido L-glutadmico e gama etil-L-glutamato, nédo degradavel
etileno acetato de wvinilo, copolimeros de &cido léctico
degradéavel-acido glicdédlico tais como o Lupron Depot® (os
quais sdo microsferas injetédveis compostas de copolimero de
dcido 1léctico-&cido glicdélico e acetato de leuprolida),
acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, e ProlLease® (disponivel
comercialmente da Alkermes), o gqual ¢é um sistema de
aplicacdo a base de microsferas composto da desejada
molécula Dbiocativa incorporada numa matriz de poli-DL-

ladctido-co-glicolido (PLG).
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Administracao

A administracéo de uma composicéao farmacéutica
compreendendo um anticorpo da presente invencdo, pode ser
feita numa diversidade de modos, incluindo, mas néo
limitado a por via oral, subcuténea, intravenosa,
intranasal, intraotica, transdérmica, tdépica (por exemplo,
géis, pomadas, locoes, cremes, etc.), por via
intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal,
parentérica, retal, ou intraocular. Em alguns casos, por
exemplo para o tratamento de feridas, inflamacdo, etc., o
anticorpo pode ser diretamente aplicado como uma solucdo ou
spray. Como é conhecido na técnica, a composicgéo
farmacéutica pode ser formulada em conformidade, dependendo

da forma de introducéo.

A administracdo subcutdnea pode ser preferivel em algumas
circunstancias porque o doente pode auto administrar a
composicdo farmacéutica. Muitas terapéuticas de proteina
ndo sdo suficientemente potentes para permitir a formulacéo
de uma dose terapeuticamente eficaz no volume maximo
aceitdvel para administracdo subcutédnea. Este problema pode
ser tratado em parte pelo uso de formulacgdes proteicas
compreendendo arginina-LCP, histidina, e polisorbato (ver
WO 04091658). 0Os anticorpos da presente invencdo podem ser
mais adequados para administracdo subcuténea devido a, por
exemplo, potencia aumentada, meia vida sérica melhorada, ou

solubilidade aumentada.

Como ¢é conhecido na técnica, as terapéuticas de proteina
sdo muitas vezes administradas por infusdo IV ou bdlus. Os
anticorpos da presente invencdo podem também ser aplicados
usando esse método. Por exemplo, a administracdo venosa
pode ser por infusdo intravenosa com 0,9% de cloreto de

s6édio como veiculo de infuséo.
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A administracdo pulmonar pode ser conseguida utilizando um
inalador ou nebulizador e a formulacdo compreendendo um
agente de formacdo de aerossbdis. Por exemplo, pode ser
usada tecnologia para inalacdo AERx® comercialmente
disponivel da Aradigm, ou sistema de administracdo pulmonar
Inhance™ comercialmente disponivel da Nektar Therapeutics.
Os anticorpos da presente invencdo podem ser mais adaptados
a administracdo intrapulmonar. O FcRn estd presente no
pulmdo, e pode promover o transporte do pulmdo para a
corrente sanguinea (por exemplo Syntonix WO 04004798,
Bitonti et al. (2004) Proc. Nat. Acad. Sci. 101:9763-8).
Consequentemente, 0s anticorpos que ligam FcRn mais
eficientemente no pulmdo ou que sdo libertados mais
eficientemente na circulacéo sanguinea podem ter
biodisponibilidade melhorada a seguir a administracéo
intrapulmonar. Os anticorpos da presente invencdo podem
também ser mais favoraveis para administracdo intrapulmonar
devido a, por exemplo, solubilidade melhorada ou ponto

isoelétrico alterado.

Além disso, os anticorpos da presente invencdo podem ser
mais favordveis para aplicacdo oral devido a, por exemplo,
estabilidade melhorada a pH géastrico e resisténcia a
protedlise aumentada. Além disso, FcRn parece ser expresso
no epitélio intestinal de adultos (Dickinson et al. (1999)
J. Clin. Invest. 104:903-11), ©portanto anticorpos da
presente invencdo com perfis de interacdo FcRn melhorados
podem mostrar biodisponibilidade aumentada a seguir a
administracdo oral. O transporte mediado por FcRn de
anticorpos pode também ocorrer noutras membranas mucosas
tais como as dos tratos gastrointestinal, respiratdrio, e

genital (Yoshida et al. (2004) Immunity 20:769-83).

Além disso, uma quantidade de sistemas de administracdo sé&o

conhecidos na técnica e podem ser usados para administrar
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0os anticorpos da presente invencdo. Exemplos incluem, mas
nao sédo limitados a, encapsulacéo em liposomas,
microparticulas, microesferas (por exemplo microesferas
PLA/PGA), e afins. Em alternativa, pode ser wusado um
implante de um material poroso, ndo poroso, ou gelatinoso,
incluindo membranas ou fibras. Sistemas de libertacéo
sustentada podem compreender um material ou matriz
polimérico tal como poliésteres, hidrogéis, dlcool
poli(vinilico), ©polilactidos, copolimeros de 4cido L-
glutdmico e etil-L-glutamato, acetato de etilenovinilo,
copolimeros de &acido léactico-acido glicdlico tais como oS
da Lupron Depot®, e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. E
também possivel administrar um acido nucleico que codifica
o anticorpo da corrente invencdo, por exemplo por infecédo
retroviral, injecdo direta, ou revestimento com lipidos,
recetores de células de superficie, ou outros agentes de
transfecdo. Em todos os casos, sistemas de libertacéo
controlada podem ser usados para libertar o anticorpo no ou

perto do local de acdo desejado.

Dosagem

As quantidades de dosagem e a frequéncia de administracéo
sdo, preferencialmente, selecionadas para serem
terapeuticamente ou profilaticamente eficazes. Como ¢é
conhecido na técnica, os ajustes a degradacido da proteina,
libertacdo sistémica versus libertacdo localizada, e taxa
da sintese de nova protéase, assim como a idade, peso
corporal, saude geral, sexo, dieta, tempo de administracéo,
interacdo fédrmaco e a gravidade da condicdo pode ser
necessaria, e serd determindvel com a experimentacdo de

rotina pelos especialistas na técnica.

A concentracdo do anticorpo terapeuticamente ativo na

Q.

formulacdo pode variar desde cerca de 0,1 até 100 % em
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peso. Preferencialmente, a concentracdo do anticorpo é numa
gama de 0,003 to 1,0 molar. Com vista a tratar o doente,
pode ser administrada uma dose terapeuticamente eficaz do
anticorpo da presente invencdo. Por "dose terapeuticamente
eficaz" aqui entende-se uma dose que produz os efeitos para
0s quals ¢ administrado. A dose exata 1iréd depender do
objetivo do tratamento, e seréa ajustéavel por um
especialista na técnica usando técnicas conhecidas. As
dosagens podem variar desde 00,0001 até 100 mg/kg de peso
corporal ou maior, por exemplo 0,1, 1, 10, ou 50 mg/kg de

peso corporal, com 1 até 10mg/kg sendo preferido.

Em alguns casos apenas uma Unica dose do anticorpo é usada.
Em outros casos, sdo administradas doses multiplas do
anticorpo. O tempo decorrido entre administracdes pode ser
menos que 1 hora, cerca de 1 hora, cerca de 1-2 horas,
cerca de 2-3 horas, cerca de 3-4 horas, cerca de 6 horas,
cerca de 12 horas, cerca de 24 horas, cerca de 48 horas,
cerca de 2-4 dias, cerca de 4-6 dias, cerca de 1 semana,

cerca de 2 semanas, OU mais que 2 semanas.

Os anticorpos da presente invencido podem ser administrados
em regimes de dosagem metrondmica, quer por infusédo
continua ou administracdo frequente em periodos de repouso
prolongado. Tal administracdo metrondémica pode envolver
dosagem com intervalo constante sem periodos de repouso.
Tipicamente esses regimes englobar dose baixa crénica ou
infusdo continua por um periodo de tempo prolongado, por
exemplo 1-2 dias, 1-2 semanas, 1-2 meses, ou até 6 meses ou
mais. O wuso de doses menores pode minimizar efeitos

secundarios e a necessidade de periodos de repouso.

Em certos casos o anticorpo da presente invencdo e um ou
mais de outros agentes profildticos ou terapéuticos sé&o

administrados ciclicamente ao doente. O ciclo terapéutico
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envolve a administracdo de um primeiro agente de uma so
vez, um segundo agente a uma segundo tempo, opcionalmente
agentes adicionais a tempos adicionais, opcionalmente um
periodo de descanso, e depois repetir esta sequéncia de
administracdo de um ou mais tempos. O numero de ciclos é
tipicamente desde 2 - 10. O ciclo terapéutico pode reduzir
o desenvolvimento de resisténcia a um ou mais agentes, pode
minimizar os efeitos secundarios, ou pode melhorar a

eficdcia de tratamento.

Terapias de combinagdo

Os anticorpos da presente invencdo podem ser administrados
concomitantemente com um ou mais de outros regimes ou
agentes terapéuticos. Regimes ou agentes terapéuticos
adicionais podem ser usados para melhorar a eficédcia ou a
seguranca do anticorpo. Também, os regimes ou agentes
terapéuticos adicionais podem ser usados para tratar a
mesma doenca ou uma co-morbidade em vez de alterar a acéo
do anticorpo. Por exemplo, um anticorpo da presente
invencdo pode ser administrado ao doente juntamente com
quimioterapia, terapia de radiacdo, ou a gquimioterapia e a
terapia de radiacdo. O anticorpo da presente invencdo pode
ser administrado em combinacdo com um ou mais outros
agentes profiladticos ou terapéuticos, incluindo mas néo
limitado a agentes citotdéxicos, agentes quimioterapéuticos,
citocinas, agentes inibidores de crescimento, agentes anti-
hormonais, inibidores de quinase, agentes antiangiogénicos,
cardioprotetores, agentes imunoestimulantes, agentes
imunosupressores, agentes qgue promovem a proliferacdo de
células hematoldgicas, inibidores da angiogénese,
inibidores da proteina tirosina quinase (PTK), anticorpos
adicionais, FcyRIIb ou outros inibidores de recetor Fc, ou

outros agentes terapéuticos.
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Os termos "em combinacdo com" e "coadministracdo" ndo séo

limitados a administracdo dos agentes profildticos ou
terapéuticos exatamente ao mesmo tempo. Em vez disso,
entende-se que o anticorpo da presente invencdo e o outro
agente ou agentes sdo administrados numa sequéncia e no
tempo do intervalo de modo que eles podem atuar em conjunto
para fornecer um Dbeneficio que ¢é aumentado versus
tratamento com apenas um ou outro anticorpo da presente
invencdo ou o outro agente ou agentes. E preferivel que o
anticorpo e o outro agente ou agentes atuam aditivamente, e
é especialmente preferido que atuem sinergicamente. Essas
moléculas estdo adequadamente presentes em combinacdo em
quantidades que sdo eficazes para o fim pretendido. O
pratico clinico especialista pode determinar empiricamente,
ou considerando as farmacocinéticas e modos de acdo dos
agentes, a dose ou doses apropriadas de cada agente
terapéutico, assim Como 0s timings e métodos de

administracdo apropriados.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser administrados
com uma ou mais moléculas adicionais compreendendo
anticorpos ou Fc. Os anticorpos da presente invencdo podem
ser coadministrados com um ou mais outros anticorpos que
tém eficdcia no tratamento da mesma doenca ou numa
comorbilidade adicional; por exemplo podem ser
administrados dois anticorpos que reconhecem dois
antigénios que sdo sobre expressados num dado tipo de
cancro, ou dois antigénios que medeiam a patogénese de uma

doenca autoimune ou infeciosa.

Exemplos de anticorpos anticancro que podem ser
coadministrados incluem, mas nao s&do limitados a,
anticorpos antigenos de superficie de células anti-17-1A
tais como Panorex™ (edrecolomab); anticorpos anti-4-1BB;

anticorpos anti-4Dc; anticorpos anti-A33 tais como A33 e
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CDP-833; anticorpos anti-odpl integrina tais como
natalizumab; anticorpos anti-o4B7 integrina tais como LDP-
02; anticorpos anti-oVR1l integrina tais como F-200, M-200,
e SJ-749; anticorpos anti-oVp3 integrina tais como
abciximab, CNTO-95, Mab-17E6, e Vitaxin™; anticorpos fator
5 (C5) anti complemento tais como 5Gl.1; anticorpos anti-
CA125 tais como OvaRex® (oregovomab); anticorpos anti-CD3
tais como Nuvion® (visilizumab) e Rexomab; anticorpos anti-
CD4 tais como IDEC-151, MDX-CD4, OKT4A; anticorpos anti-CDo6
tais como Oncolisina B e Oncolisina CD6; anticorpos anti-
CD7 tais como HB2; anticorpos anti-CD19 tais como B43, MT-
103, e Oncolisina B; anticorpos anti-CD20 tais como 2H7,
2H7.v16, 2H7.v114, 2H7.v11l5, Bexxar® (tositumomab, I-131
marcado anti-CD20), Rituxan® (rituximab), e Zevalin®)
(Ibritumomab tiuxetan, Y-90 marcado anti-CD20); anticorpos
anti-CD22 tais como Lymphocide™ (epratuzumab, Y-90 marcado
anti-CD22); anticorpos anti-CD23 tais como IDEC-152;
anticorpos anti-CD25 tais como basiliximab e Zenapax®
(daclizumab); anticorpos anti-CD30 tais como AC10, MDX-060,
e SGN-30; anticorpos anti-CD33 tais como Mylotarg®
(gemtuzumab ozogamicina), Oncolisina M, e Smart M195;
anticorpos anti-CD38; anticorpos anti-CD40 tais como SGN-40
e toralizumab; anticorpos anti-CD40L tais como 5c8,
Antova™, e IDEC-131; anticorpos anti-CD44 tais como
bivatuzumab; anticorpos anti-CD46; anticorpos anti-CD52
tais como Campath® (alemtuzumab); anticorpos anti-CD55 tais
como SC-1; anticorpos anti-CD56 tais como huN901-DMI1;
anticorpos anti-CD64 tais como MDX-33; anticorpos anti-
CD6be tal como XR-303; anticorpos anti-CD74 tais como IMMU-
110; anticorpos anti-CD80 tais como galiximab e IDEC-114;
anticorpos anti-CD89 tais como MDX-214; anticorpos anti-
CD123; anticorpos anti-CD138 tais como B-B4-DMl; anticorpos
anti-CD146 tais como AA-98; anticorpos anti-CD148;
anticorpos anti-CEA tais como <¢cT84.66, labetuzumab, e

Pentacea™; anticorpos anti-CTLA-4 tais como MDX-101;
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anticorpos anti-CXCR4; anticorpos anti-EGFR tais como ABX-
EGF, Erbitux® (cetuximab), IMC-C225, e Merck Mab 425;
anticorpos anti-EpCAM tais como anti-EpCAM de Crucell, ING-
1, e IS-IL-2; anticorpos anti-efrina B2/EphB4; anticorpos
anti-Her2 tais como Herceptin®, MDX-210; anticorpos anti-
FAP (proteina de ativacdo de fibroblastos) tais como
sibrotuzumab; anticorpos anti-ferritina tais como NXT-211;
anticorpos anti-FGF-1; anticorpos anti-FGF-3; anticorpos
anti-FGF-8; anticorpos anti-FGFR, anticorpos anti-fibrina;
anticorpos anti-G250 tais como WX-G250 e Rencatex®;
anticorpos ganglidésido anti-GD2 tais como EMD-273063 e
TriGem; anticorpos anti-GD3 ganglidsido tais como BECZ2, KW-
2871, e mitumomab; anticorpos anti-gpIIb/IIIa tais como
ReoPro; anticorpos antiheparinase; anticorpos anti-
Her2/ErbB2 tais como Herceptin® (trastuzumab), MDX-210, e
pertuzumab; anticorpos anti-HLA tais como Oncolym®, Smart
1D10; anticorpos anti-HM1.24; anticorpos anti-ICAM tais
como ICM3; anticorpos recetores anti-IgA; anticorpos anti-
IGF-1 tais como CP-751871 e EM-164; anticorpos anti-IGF-1R
tais como IMC-Al2; anticorpos anti-IL-6 tais como CNTO-328
e elsilimomab; anticorpos anti-IL-15 tais como HuMax™-IL15;
anticorpos anti-KDR; anticorpos anti-laminina 5; anticorpos
de antigénio anti-Lewis Y tais como Hu35193 e IGN-311;
anticorpos anti-MCAM; anticorpos anti-Mucl tais como
BravaRex e TriAb; anticorpos anti-NCAM tais como ERIC-1 e
ICRT; anticorpos antigénio anti-PEM tais como Theragyn e
Therex; anticorpos anti-PSA; anticorpos anti-PSCA tais como
IG8; anticorpos anti-Ptk; anticorpos anti-PTN; anticorpos
anti-RANKL tais como AMG-162; anticorpos anti-RLIP76;
anticorpos antigénio anti-SK-1 tais como Monopharm C;
anticorpos anti-STEAP; anticorpos anti-TAG72 tais como
CC49-SCA e MDX-220; anticorpos anti-FCT-f tais como CAT-
152; anticorpos anti-TNF-o tais como CDP571, CDP870, D2ET7,
Humira® (adalimumab), e Remicade® (infliximab); anticorpos

anti-TRAIL-R1 e TRAIL-R2; anticorpos anti-VE-cadherin-2; e
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anticorpos anti-VLA-4 tais como Antegren™. Para além disso,
anticorpos anti-idiotipo incluindo mas n&do limitados a
epitopo GD3 de anticorpo BEC2 e o epitopo gp72 de anticorpo
105AD7, podem ser usados. Além disso, anticorpos
biespecificos incluindo mas ndo limitados ao anticorpo Bi20

anti-CD3/CD20 podem ser usados.

Exemplos de anticorpos que podem ser coadministrados para
tratar doencas autoimune ou inflamatdria, rejeicdo de
transplante, GVHD, e afins incluem, mas ndo s&do limitados
a, anticorpos integrina anti-od4B7 tais como LDP-02,
anticorpos integrina anti-beta?2 tais como LDP-01,
anticorpos anti-complemento (C5) tais como 5G1.1,
anticorpos anti-CD2 tais como BTI-322, MEDI-507, anticorpos
anti-CD3 tais como OKT3, SMART anti-CD3, anticorpos anti-
CD4 tais como IDEC-151, MDX-CD4, OKT4A, anticorpos anti-
CDlla, anticorpos anti-CD14 +tais como ICl4, anticorpos
anti-CD18, anticorpos anti-CD23 talis como IDEC 152,
anticorpos anti-CD25 tais como Zenapax, anticorpos anti-
CD40L tais como 5c¢8, Antova, IDBC-131, anticorpos anti-CDo64
tais como MDX-33, anticorpos anti-CD80 tais como IDEC-114,
anticorpos anti-CD147 tais como ABX-CBL, anticorpos anti-E-
seletina tais como CDP850, anticorpos anti-gpIIb/IIIa tais
como ReoPro/Abcixima, anticorpos anti-ICAM-3 tails como
ICM3, anticorpos anti-ICE tais como VX-740, anticorpos
anti-FcyR1 tais como MDX-33, anticorpos anti-IgE tais como
rhuMab-E25, anticorpos anti-IL-4 tais como SB-240683,
anticorpos anti-IL-5 tais como SB-240563, SCH55700,
anticorpos anti-IL-8 tais como ABX-IL8, anticorpos anti-
interferdo gama, e anticorpos anti-TNFa tais como CDP571,
CDR870, D2E7, Infliximab, MAK-195F, anticorpos anti-VLA-4
tais como Antegren. Exemplos de outras moléculas contendo
Fc que podem ser coadministrados para tratar doenca
autoimune ou inflamatdria, rejeicdo de transplante, GVHD, e

afins incluem, mas n&o sdo limitados a, recetor p75 TNF
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/fusdo de Fc Enbrel® (etanercept) e armadilha IL-1 da

Regeneron.

Exemplos de anticorpos que podem ser coadministrados para
tratar doencas infeciosas incluem, mas ndo sdo limitados a,
anticorpos anti-antrax tais como ABthrax, anticorpos anti-
CMV tais como CytoGam e sevirumab, anticorpos anti-
criptosporidio tais como CryptoGAM, Sporidin-G, anticorpos
anti-helicobacter tais como Pyloran, anticorpos anti-
hepatite B tais como HepeX-B, Nabi-HB, anticorpos anti-HIV
tais como HRG-214, anticorpos anti-RSV tais Ccomo
felvizumab, HNK-20, palivizumab, RespiGam, e anticorpos
anti-staphylococcus tais como Aurexis, Aurograb, BSYX-A1l1l0,

e SE-Mab.

Em alternativa, os anticorpos da presente invencdo podem
ser coadministrados ou com uma ou mais outra moléculas que
compete para a ligacdo a um ou mais recetores Fc. Por
exemplo, coadministrar inibidores do FcyRIIb recetor
inibidor pode resultar na funcdo efetora aumentada. De modo
semelhante, a coadministracdo de inibidores dos recetores
de ativacdo tais como FcyRIIIa podem minimizar a funcéo
efetora ndo desejada. Os inibidores de recetor Fc incluem,
mas ndo sdo limitados a, moléculas Fc que sdo manipuladas
para atuar como 1inibidores competitivos para ligar a
FcyRIIb FcyRIIIa, ou outros recetores F¢, assim como outras
imunoglobulinas e especificamente o tratamento chamado IVIg
(imunoglobulina intravenosa) . 0 inibidor pode ser
administrado e permitir atuar antes do anticorpo ser
administrado. Uma via alternativa para atingir o efeito de
doseamento sequencial deve ser fornecer uma forma de
dosagem de libertacdo imediata do inibidor recetor Fc e
depois uma formulacdo de libertacdo sustentada do anticorpo
da invencdo. As formulacdes de 1libertacdo imediata e de

libertacdo controlada podem ser administrados separadamente



131

ou ser combinados numa forma de unidade de dosagem. A
administracdo de um inibidor FcyRIIb pode também ser usado
para limitar respostas imunes ndo desejadas, por exemplo
resposta a anticorpo anti-Fator VIII a segquir a

administracdo do Fator VIII a hemofilicos.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser administrados
com um agente gquimioterapéutico. Por "agente

quimioterapéutico”" como agqui usado entende-se um composto

quimico Util no tratamento de cancro. Exemplos de agentes
gquimioterapéuticos incluem mas ndo sdo limitados a agentes
de algquilacéo tais como tiotepa e ciclosfosfamida

(CYTOXAN™) ; sulfonatos de algquilo tais como busulfano,

improsulfano e piposulfano; androgénios tais como
calusterona, dromostanolona propionato, epitiostanol,
mepitiostano, testolactona; anti-adrenais tais Como
aminoglutetimida, mitotano, trilostano; antiandrogénios

tais como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida,
e goserelina; antibidéticos tais como aclacinomisinas,
actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, caligueamicina, carabicina, caminomicina,

carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina,

detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorubicina,
epirubicina, esorubicina, idarubicina, marcelomicina,
mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,

quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti
estrogénios incluindo por exemplo tamoxifeno, raloxifeno,
4 (5)-imidazoles de inibicéo de aromatase, 4 -
hifroxitamoxifeno, trioxifeno, quetoxifeno oxifeno, LY
117018, onapristona, e toremifeno (Fareston) ; anti-
metabolitos tais como metotrexato e 5-fluorouracilo (5-FU);
analogos do acido félico tais como denopterina,

metotrexato, pteropterina, trimetrexato; aziridinas tais



132

como benzodopa, carboquona, meturedopa, e uredopa;
etileniminas e metilamelaminas incluindo altretamina,
trietilenemelamina, trietilenefosforamida,
trietilenetiofosfaoramida e trimetilolomelamina;
repositores de 4&cido fdélico tais como 4&cido frolinico;
mostardas de azoto tais como clorambucilo, clornafazina,
colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
cloridrato de 6xido de mecloretamina, melfalano,
novembigquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida,
mustarda uracilo; nitrosureias tais como carmustina,
clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina,
ranimustina; andlogos de platina tais como cisplatina e
carboplatina; wvinblastina; platina; proteinas tais como
arginina deiminase e asparaginase; andlogos da purina tais
como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina;
andlogos pirimidina tais como ancitabina, azacitidina, 6-
azauridina, carmofur, citarabina, dideoxiuridina,
doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-FU; taxanos, por
exemplo paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.) e docetaxel (TAXOTERE®, Rhne-Poulenc
Rorer, Antony, France); RFS 2000 inibidor de topoisomerase;
inibidor da timidilato sintase (tais como Tomudex);
quimioterapéuticos adicionais incluindo aceglatona;
glicésido aldofosfamida; &cido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; difluorometilornitina (DMFO) ;
elformitina; acetato de eliptinio; etoglucida; nitrato de
gadlio; hifroxiureia; lentinana; lonidamina; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet;
pirarubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida;

procarbazina; PSK®; razoxano; sizofurano; espirogermédnio;

acido tenuazdnico; triaziquona; 2,27 ,2"-
triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano;

gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
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clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;
metotrexato; etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C;
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina;

novantrona; tenipdsido; daunomicina; aminopterina; xeloda;
ibandronato; CPT-11; acido retindico; esperamicinas;
capecitabina. Sais, &4cidos ou derivados, farmaceuticamente

aceitaveis, de gqualquer dos acima podem também ser usados.

Um quimioterapéutico ou outro agente citotdxico podem ser

administrados como pré-farmaco. Por "prdé-farmaco"™ como aqui

usado entende-se um precursor ou forma derivada de uma
substancia farmaceuticamente ativa ou seja menos
citotoxicidade para células tumorais em comparacdo com O
fadrmaco parente e é capaz de ser ativado enzimaticamente ou
convertido numa forma parente mais ativa. Ver, por exemplo
Wilman, 1986, Biochemical Society Transactions, 615°
Meeting Belfast, 14:375-382; Stella et al., "Prodrugs: A
Chemical Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug
Delivery; e Borchardt et al., (ed.): 247-267, Humana Press,
1985. 0Os pré-farmacos que podem encontrar uso com a
presente invencdo incluem mas ndo sdo limitados a pré-
fdrmacos contendo fosfato, pro-fadrmacos contendo

tiofosfato, pré-farmacos contendo sulfato, pré-farmacos

contendo péptido, pré-farmacos modificados com D-
aminoacido, préo-farmacos glicosilados, préo-fadrmacos
contendo beta-lactémicos, pré-farmacos contendo

opcionalmente fenoxiacetamida substituida ou pré-farmacos
contendo fenilacetamida opcionalmente substituida, 5-
fluorocitosina e outros pré-fadrmacos 5- fluorouridina que
podem ser convertidos no farmaco citotdéxico mais ativo
isento de citoxicidade. Exemplos de farmacos citotdxicos
que podem ser derivatizados numa forma de pré-farmaco para
uso com oS anticorpos da presente invencdo incluem mas né&o
sdo limitados a qualquer dos agentes quimioterapéuticos

acima mencionados.
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Uma diversidade de outros agentes terapéuticos podem
encontrar utilizacdo para administracdo com os anticorpos
da presente invencdo. 0O anticorpo ¢ administrado com um

agente anti-angiogénico. Por "agente anti-angiogénico" como

aqui usado entende-se um composto que Dbloqueia, ou
interfere em algum grau, no desenvolvimento dos vasos
sanguineos. O fator anti-angiogénico pode, por exemplo, ser
uma molécula pequena ou uma proteina, por exemplo um
anticorpo, fusdo Fc, ou citocina, que liga a um fator de
crescimento ou recetor de fator de crescimento envolvido na
promocdo da angiogénese. O fator anti-angiogénico preferido
agqui é um anticorpo que se liga ao Fator de Crescimento
Vascular Endotelial (FCVE). Outros agentes que inibem a
sinalizacdo através de FCVE podem também ser usados, por
exemplo terapéuticos a base de RNA que reduzem os niveis de
FCVE ou a expressdo de FCVE-R, fusdes da toxina FCVE,
ratoeira de FCVE Regeneron, e anticorpos que ligam FCVE-R.
Em alternativa, o anticorpo pode ser administrado com um
agente terapéutico que induz ou aumenta a resposta
adaptativa imunoldégica, por exemplo um anticorpo que visa
CTLA-4. Agentes anti-angiogénese adicionais incluem, mas
nao s&o limitados a, angiostatina (fragmento de
plasminogénio), antitrombina III, angiozima, ABT-627, Bay
12-9566, benefina, bevacizumab, bisfosfonatos, BMS$S-275291,
inibidor derivado de cartilagem (CDI), CAI, CD59 fragmento
de complemento, CEP-7055, Col3, combretastatina A-4,
endostatina (fragmento colagénio XVIII), inibidores da
farnesil transferase, fragmento de fibronetina, gro-beta,
halofuginona, heparinases, fragmento de exassacéaridos
heparina, HMV833, gonadotropina coridbdnica humana (hCG), IM-
862, interferdo alfa, interferdo beta, interferdo gama,
proteina indutivel por interferdo 10 (IP-10), interleucina-
12, kringle 5 (fragmento de plasminogénio), marimastato,
inibidores da metaloproteinase (por exemplo TIMPs), 2-

metodiestradiol, MMI 270 (CGS 27023R), inibidor de



135

ativiator de plasminogénio (PAI), fator-4 plaquetéario
(PF4), prinomastato, fragmento de prolactina 16kDa,
proteina relacionada com proliferina (PRP), PTK 787/ZK
222594, retinoides, solimastato, esqualamina, SS3304,
SU5416, SU6668, SU11248, tetrahidrocortisol-S,
tetratiomolibdato, talidomida, trombospondina-1 (TSp-1),

TNP-470, transformacdo do fator de crescimento beta (FCT-

By, vasculostatina, vasostatina (fragmento de

calreticulina), 2S56126,e 7ZDo4d74.

Preferencialmente, o0 anticorpo ¢é administrado com um

inibidor da tirosina gquinase. Por "inibidor da tirosina

quinase" como aqui usado entende-se uma molécula que inibe
em alguma extensdo a atividade da tirosina gquinase de uma
tirosina qguinase. Exemplos desses inibidores incluem mas
ndo sdo limitados a quinazolinas, tais como PD 153035, 4-
(3-cloroanilino) quinazolina; piridopirimidinas;
pirimidopirimidinas; pirrolopirimidinas, tais como CGP
59326, CGP 60261 e CGP 62706; pirazolopirimidinas, 4-
(fenilamino)-7H-pirrolo (2,3-d) pirimidinas; curcumina
(metano diferuloilo, 4,5-bis (4-fluorocanilino)ftalimida);
tirfostinas contendo porcgdes nitrotiofeno; PD-01 83805
(Warner-Lambert); moléculas antisentido (por exemplo as que
se ligam a &acido nucleico codificando ErbB); gquinoxalinas
(US 5,804,396); trifostinas (US 5,804,396); ZD6474 (Astra
Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering A G); inibidores de
pan-ErbB tais como C1-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521;
Isis/Lilly); Mesilato de imatiniba (STI571,Gleevec®;
Novartis); PKI 166 (Novartis); GW2016 (Glaxo SmithKline);
C1-1033 (Pfizer); EKB-569 (Wyeth); Semaxinib (Sugen);
7zD6474 (AstraZeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); INC-
1C11 (Imclone); ou como descrito em qualquer dos seguintes
pedidos de patente: US 5,804,396; PCT WO 99/09016 (American
Cyanimid); PCT WO 98/43960 (American Cyanamid); PCT WO
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97/38983 (Warner-Lambert) ; PCT WO 99/06378 (Warner-
Lambert); PCT WO 99/06396 (Warner-Lambert); PCT WO 96/30347
(Pfizer, Inc); PCT WO 96/33978 (AstraZeneca); PCT W096/3397
(AstraZeneca); PCT WO 96/33980 (AstraZeneca), gefitinib
(IRESSA™, 7D1839, AstraZeneca), e O0SI-774 (Tarceva™, O0SI

Pharmaceuticals/Genentech) .

O anticorpo pode também ser administrado com um ou mais
agentes imunomoduladores. Tais agentes podem aumentar ou
diminuir a producdo de uma ou mais citocinas, apresentacéo
auto-antigénio regulado para cima ou para baixo, antigénios
mascara de MHC, ou promove a proliferacdo, diferenciacéo,
migracdo, ou estado de ativacdo de uma ou mais tipos de
células imunitédrias. Agentes imunomoduladores incluem mas
ndo limitados a: farmacos anti-inflamatdérios n&o esteroides
(NSAIDs) tais Como aspirina, ibuprofed, celecoxib,
diclofenac, etodolac, fenoprofeno, indometacina,
cetoralaco, oxaprozina, nabumentona, sulindaco, tolmentina,
rofecoxib, naproxeno, cetoprofeno, e nabumetona; esteroides
(por exemplo glucocorticoides, dexametasona, cortisona,
hifroxicortisona, metilprednisolona, prednisona,
prednisolona, trimcinolona, azulfidineicosanoides tais como
prostaglandinas, tromboxanos, e leucotrienos; assim como
esteroides tépicos tais como antralina, calcipotrieno,
clobetasol, e tazaroteno); citocinas tais como TGFb, IFNa,
IFNb, IFNg, 1IL-2, 1IL-4, 1IL-10; citocina, guemocina, ou
antagonistas de recetor incluindo anticorpos, recetores
soltiveis, e fusdes recetor Fc contra BAFEF, B7, CCR2, CCR5,
cbz2, ¢b3, ¢cb4, CDe6, CD7, CD8, CDl11, CD14, CD15, CD17, CD18g,
cb20, <<Cb23, (D28, D40, CD40L, <CD44, <CD45, CDb2, CDo4,
cbh80, CD86, CD147, CD152, fatores de complemento (C5, D)
CTLA4, eotaxina, Fas, ICAM, ICOS, IFNa, IFNR, IFNy, IFNAR,
Igk, I1IL-1, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5R, IL-6, IL-8, IL-9 IL-
12, I1IL-13, IL-13R1, IL-15, IL-18R, IL-23, integrinas, LFA-
1, LFA-3, MHC, seletinas, TGFBR, TNFoa, TNFBR, TNEF-R1, recetor
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da célula T, incluindo Enbrel® (etanercept), Humira®
(adalimumab), e Remicade® (infliximab) ; heterdlogos
globulina anti-limfocito; outras moléculas imunomoduladoras
tais como pirimidinas substituidas 2-amino-6-aril->5,
anticorpos anti-idiotipicos para péptidos ligado a MHC e

fragmentos MHC, azatioprina, breguinar, bromocriptina,

ciclofosfamida, ciclosporina A, D-penicilamina,
deoxispergualina, FK500, glutaraldeido, ouro,
hifroxicloroquina, leflunomida, malononitriloamidas (por

exemplo leflunomida), metotrexato, monociclica, mizoribina,

micofenolato de mofetilo, rapamicina, e sulfasasazina.

Alternativamente os anticorpos da presente invencdo podem
ser administrados com uma citocina. Por "citocina" como
aqgui usado entende-se um termo genérico para proteinas
libertadas por uma populacdo de células gque atuam noutra
célula como mediadores intercelulares. Exemplos de tais
citocinas s&o linfoquinas, monoquinas, e hormonas
polipeptidicas tradicionais. Incluido entre as citocinas
estdo hormonas de crescimento tais como hormonas de
crescimento humanas, hormonas N-metionilo de crescimento
humanas, e hormona de crescimento de bovino; hormona
paratiroide; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina;
prorelaxina; hormona glicoproteina tais como hormona de
estimulacdo de foliculo (HEF), hormona estimulante da
tiroide (TSH), e hormona luteinizante (HL); fator de
crescimento hepético; fator de crescimento de fibroblasto;
prolactina; lactogénio placentédrio; fator alfa e beta de
necrose tumoral; substédncia inibidora miilleriana; péptido

associado a gonadotropina de rato; inibitina; activina;

fator de <crescimento endotelial vascular; integrina;
trombopoletina (TPO); fator de crescimento neural tal como
FEC-beta; fator de crescimento plaquetario; fator de

crescimento transformador (TGFs) tais como FCT-alfa e FCT-

beta; fator I e II de <crescimento tipo insulina;
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eritropoletina (EPO); fatores osteoindutivos; interferdes
talis como 1nterferdo-alfa, Dbeta, e gama; fatores de
estimulacdo de coldénia (CSFs) tais como macrbdfago-CSE (M-
CSF); granulocitemacréfago-CSF (GM-CSF); e granulocito-CSF
(G-CSF); interleucinas (ILs) tais como IL-1, IL-lalfa, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IL-12; IL-15, um fator de necrose tumoral tails como TNF-
alfa ou TNF-beta; e outros fatores polipeptidicos incluindo
LIF e kit ligando (KL). Como aqui usado, o termo citocina
inclui proteinas de fontes naturais ou de cultura de
células recombinantes, e biologicamente ativos equivalentes

das citocinas da sequéncia nativa.

Preferencialmente, as citocinas ou outros agentes que
estimulam células do sistema imunitério s&o coadministrados
com o anticorpo da presente invencdo. Um tal modo de
tratamento pode aumentar a funcdo efetora desejada. Por
exemplo, agentes gque estimulam as células NK, incluindo mas
ndo limitado a IL-2 podem ser coadministradas. Numa outra
forma de realizacdo, podem ser coadministrado os agentes
que estimulam macrdfagos, incluindo mas ndo limitado a Cba,
péptidos formilo tais como N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (Beigier-Bompadre et al. (2003) Scand. J.
Immunol. 57: 221-8). Também podem ser administrados,
agentes que estimulam os neutrdéfilos, incluindo mas néo
limitados a G-CSF, GM-CSF, e afins. Além disso, podem ser
usados agentes que promovem a migracdo dessas citocinas
imunocestimuladoras. Também agentes adicionais incluindo mas
ndo limitados a interferdo gama, IL-3 e IL-7 podem promover

uma ou mais funcdes efetoras.

Alternativamente, as citocinas ou outros agentes que inibem
a funcdo efetora da célula s&do coadministradas com o
anticorpo da presente invencdo. Um tal modo de tratamento

pode limitar a funcdo efetora ndo desejada.
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Adicionalmente, o anticorpo pode ser administrado com um ou

mais antibidticos, incluindo mas nao limitado a:
antibidticos aminoglicdsido (por exemplo apramicina,
arbecacina, bambermicinas, butirosina, dibecacina,
gentamicina, canamicina, neomicina, netilmicina,

paromomicina, ribostamicina, sisomicina, espectrinomicina),
aminociclitois (por exemplo esprectinomicina), antibidticos
anfenicol (por exemplo azidamfenicol, cloranfenicol,
florfenicol, e tianfenicol), antibidéticos ansamicina (por
exemplo rifamida e rifampina), carbapenemas (por exemplo
imipenema, meropenema, panipenema); cefalosporina (por
exemplo cefaclor, cefadroxil, cefamandole, cefatrizina,
cefazedona, cefozoprano, cefpimizole, cefpiramida,
cefpiroma, cefprozil, cefuroxina, cefixima, cefalexina,
cefradina), cefamicinas (cefbuperazona, cefoxitina,
cefminox, cefmetazole, e cefotetano); lincosamidas (por
exemplo clindamicina, lincomicina); macrolida (por exemplo
azitromicina, brefeldina A, claritromicina, eritromicina,

roxitromicina, tobramicina), monobactémicos (por exemplo

aztreoname, carumoname, e tigemoname) ; mupirocina;
oxacefemas (por exemplo flomoxef, latamoxef, e
moxalactame) ; penicilinas (por exemplo amdinocilina,

amdinocilina pivoxilo, amoxicilina, bacampicilina, &acido
bexzilpenicilinico, benzilpenicilina de sbédio, epicilina,
fenbenicilina, floxacilina, penamecilina, penetamato
iodidrato, penicilina o-benetamina, penicilina 0,
penicilina V, Dbenzoato de penicilina V, penicilina V

hidrabamina, penimepiciclina, e fencihicilina de potéssio);

polipéptidos (por exemplo bacitracina, colistina,
polimixina B, teicoplanina, vancomicina) ; guinolonas
(amifloxacina, cinoxacina, ciprofloxacina, enoxacina,
enrofloxacina, feroxacina, flumequina, gatifloxacina,
gemifloxacina, grepafloxacina, lomefloxacina,

moxifloxacina, &cido nalidixico, norfloxacina, ofloxacina,

4dcido oxolinico, pefloxacina, é&cido pipemidico, rosoxacina,
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rufloxacina, esparfloxacina, temafloxacina, tosufloxacina,
trovafloxacina); rifampina; estreptograminas (por exemplo
quinupristina, dalfopristina); sulfonamidas (sulfanilamida,
sulfametoxazole); tetraciclenos (clortetraciclina,

hidrocloreto de demeclociclina, demetilclortetraciclina,

doxiciclina, duramicina, minociclina, neomicina,
oxitetraciclina, estreptomicina, tetraciclina,
vancomicina) .

Agentes antifingicos tais como anfotericina B, ciclopirox,
clotrimazole, econazole, fluconazole, flucitosina,
itraconazole, cetoconazole, niconazole, nistatina,
terbinafina, terconazole, e tioconazole podem também ser

usados.

Agentes antivirais incluindo inibidores da ©protease,
inibidores da transcriptase reversa, e outros, incluindo
interferdes tipo I, inibidores de fusdo viral, e inibidores
de neuramidase, podem também ser usados. Exemplos de
agentes antivirais incluem, mas ndo sdo limitados a,
aciclovir, adefovir, amantadina, amprenavir, clevadina,
enfuvirtida, entecavir, foscarnet, gangciclovir,
idoxuridina, indinavir, lopinavir, pleconarilo, ribavirina,
rimantadina, ritonavir, saquinavir, trifluridina,

vidarabina, e zidovudina, podem ser usados.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser combinados com
outros regimes terapéuticos. Por exemplo, o doente a ser
tratado com um anticorpo da presente invencdo pode também
receber terapia de radia cdo. A terapia de radiacdo pode
ser administrada de acordo com protocolos comummente
empregues na técnica e conhecidos dos especialistas na
técnica. Tal terapia inclui mas ndo é limitada a radiacédo
de césio, iridio, iodo, ou cobalto. A terapia de radiacéo

pode ser irradiacdo no corpo inteiro, ou pode ser dirigida
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localmente para um sitio especifico ou tecido em ou sobre o
corpo, tais como pulmido, bexiga, ou prdstata. Tipicamente,
a terapia de radiacdo ¢ administrado em pulsos ao longo de
um periodo de tempo desde cerca de 1 até 2 semanas. A
terapia de radiacdo pode, no entanto, ser administrada
durante periodos de tempo mais longos. Por exemplo, a
terapia de radiacdo pode ser administrada a doentes com
cancro da cabeca e pescoco durante cerca de 6 até cerca de
7 semanas. Opcionalmente, a terapia de radiacdo pode ser
administrada como uma dose Unica ou como doses multiplas,
sequenciais. 0 médico especialista pode determinar
empiricamente a dose ou doses apropriadas de terapia de
radiacdo ttil agqui. O anticorpo da presente invencdo e uma
ou mais outras terapias anti-cancro, podem ser empregues
para tratar células cancerigenas ex vivo. E contemplado que
esse tratamento ex vivo pode ser Util no transplante na
medula &éssea e particularmente, transplantes autdlogos de
medula o&ssea. Por exemplo, o tratamento de células e
tecido(s) contendo células cancerigenas com anticorpo e uma
ou mais outras terapias anti-cancro, tais como descrito
acima, pode ser empregue para destruirem ou destruirem
praticamente as células cancerigenas antes do transplante

num doente recetor.

Estd evidentemente contemplado que o0s anticorpos da
invencdo podem empregar em combinacdo ainda com outras
técnicas terapéuticas tais como cirurgia ou fototerapia.

EXEMPLOS

Exemplos s&do fornecidos abaixo para ilustrar a presente

invencdo. Estes exemplos n&do se destinam a limitar a
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presente invencdo a qualquer aplicacdo ou teoria particular

de operacéo.

Como referéncia as regides variaveis de imunoglobulina, as
posicdes sdo numeradas de acordo com o esquema de numeracdo
de Kabat. Como referéncia as regides constantes de
imunoglobulina, as posig¢des sdo numeradas de acordo com p
indice EU como em Kabat (Kabat et al., 1991, Sequences of
Proteins of Immunological Interest, 5% Ed., United States
Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda) .

Exemplo 1. Anticorpos anti-CD19 com modificacdes de

aminodcido que aumentam a funcdo efetora

Os anticorpos anti-CD19 da invencéao destinam-se a
candidatos «clinicos ©para terapéutica anti-cancro. Para
investigar a possibilidade de melhorar a funcdo efetora de
um anticorpo que visa CD19, versdes variantes de anticorpos

anti-CD19 foram manipuladas.

A Figura 6 fornece algumas sequéncias da regido variéavel da
cadeia pesada e leve dos anticorpos anti-CD19 4G7 (Meeker,
T.C. et al. 1984. Hybridoma. 3: 305-320) e HD37 (Pezzuto,
A. et al. 1987. J. Immunol. 138: 2793-2799) usados no
presente estudo. As cadeias pesada e leve do parente
quimérico de ratinho s&o marcadas com HO 4G7, HO HD37, LO
4G7, e LO HD37 respetivamente. As variantes da presente
invencdo podem ser feitas no contexto do anticorpo B43
anti-CD19 (Uckun, F.M. et al. 1998. Blood. 71:13-29) as
quais tém propriedades similares a HD37 e partilham
idénticas CDRs e uma identidade de sequéncia total de 97%
em relacdo as sequéncias HD37 HO e LO mostrada na Figura 6.
Os genes para WT 4G7 e HD37 VH e VL de murino, designados

HO e LO respetivamente, foram construidos usando técnicas
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de sintese genéticas e subclonagem no vetor de expressdo de
mamifero pcDNA3.l1Zeo (Invitrogen) compreendendo as regides
constantes de IgGl de cadeia pesada e leve kapa (Cxk) de
comprimento total. A variante S239D/I332E (funcdo efetora
anti-CD19 aumentada) foi construida na regido Fc de um
anticorpo hibrido IgGl/IgG2 (referido como "Hibrido",
Figura 2) no vetor pcDNA3.1Zeo usando técnicas de
mutagénese QuikChange (Stratagene). Todas as sequéncias
foram sequenciadas para confirmar a fidelidade da
sequéncia. Os plasmideos contendo gene de cadeia pesada
(VH-CH1-CH2-CH3) (tipo selvagem ou variantes) foram co-
transfetados com plasmideo contendo gene de cadeia leve
(VL-CLx) para as células 293T. Os meios foram colhidas 5
dias apds transfecdo, e os anticorpos foram purificados a
partir do sobrenadante usando cromatografia de afinidade de

proteina A (Pierce, Catalog # 20334)

As afinidades de ligacdo relativas do Hibrido  4G7
S239D/I332E e do anticorpo 4G7 1IgGl foram calculadas
através da determinacdo dos parédmetros de ligacdo num
Biacore™ usando um painel de recetores Fc (Figura 7).
Resumidamente, a proteina A/G foi acoplada a um fluxo de
células dum chip CM5. A IgG foi primeiro diluida até 25 nM
e imobilizada a proteina A / G de canal ~ 1000 RUs. O FcyR-
His foi seriadamente diluido e injetado a 30 mL/min durante
2 min seguido por dissociacdo durante 3 min. Para
determinar KD 0s sensogramas resultantes sdo "ajustados ao
grupo" wusando o modelo de interacdo 1:1 disponivel no
software de avaliacdo BIA. Os valores de KD gue eram mais
altos que 5 x 10° M sdo marcados como ND (ndo
determinados) na Figura 7. Os dados indicam que o anticorpo
WT IgGl se 1liga a V158 FcyRIITIa com uma afinidade de
aproximadamente 240 nM, consistentes com a literatura
(Okazaki et al, 2004, J Mol Biol 336:1239-49; Lazar et al,
Proc Natl Acad Sci USA 103(11):4005-4010). A wversédo
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variante Fc liga-se a V158 FcyRIIIa com uma afinidade de
cerca de 4,7 nM, indicando um aumento de afinidade de cerca
de 50 vezes em relacdo a WT. A ligacdo da variante anti-

CD19 a F158 FcyRIIIa é cerca de 16,7 nM.

Para medir a capacidade das variantes de anticorpo para
mediarem a funcdo efetora contra as células expressando
CD19, a funcdo efetora aumentada do anti-CD19 foi testada
num ensaio CMCA de base celular.

Monécitos do sangue periférico humano (CMSPs) foram
isolados dos leukopaks e usados como células efetoras, e
foram usadas células cancerigenas CD19 positivas como
células alvo. As células alvo foram semeadas em placas de
96 pocos com 10,000 (Raji e MEC-1) e 20,000 (SUP-B15)
células/poco e tratadas com os anticorpos especificos em
triplicado. Os CMSPs isolados usando um gradiente Ficoll
foram adicionados em excesso as células alvo e cocultivadas
durante 4 h antes de processamento quanto a atividade LDH
usando o Kit de Detecdo de Citotoxicidade de acordo com as
instrucdes do fabricante. A Figura 8a mostra os resultados
do ensaio CMCA de comparacdo dos anticorpos 4G7 IgGl e 4G7
Hibrido S239D/I332E, e HD37 IgGl e HD37 Hibrido S239D/I332E
na linha de células Daudi (ILB). A Figura 8b mostra os
resultados do ensaio CMCA de comparacdo de anticorpos 4G7
IgGl e 4G7 Hibrido S$239D/I332E, e anti-CD20 rituximab nas
linhas de células SUP-B15 (LLA) e Raji (Linfoma de
Burkitt). Os graficos mostram que os anticorpos diferem né&o
somente no seu EC50, refletindo a sua poténcia relativa,
mas também o nivel méximo de CMCA esperado pelos anticorpos
a concentracdes de saturacdo, refletindo a sua eficéacia
relativa. Melhorias considerédveis na poténcia e eficécia
sdo observadas para as variantes de anticorpo Fc em
comparacdo com o anticorpo com a regido Fc WT. O anticorpo
IgGl guimérico tem muito pouca eficadcia ou poténcia. A EC50

da curva de dose response tal como o da Figura 8 representa
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a concentracdo de um composto em que é observado 50% do seu
efeito maximo. Num contexto clinico, a poténcia reflete a
concentracdo do anticorpo necessadria para realizar o seu
efeito terapéutico. Assim os dados da Figura 8 mostram que
0os anticorpos anti-CD19 otimizados em Fc atuam in vivo a
uma concentracdo ou dose menor que aquela de um anti-CD19
WT ou anticorpo anti-CD20. Na Figura 8b, enquanto WT IgGl
anti-CD19 a concentracéao de saturacéao medeia
aproximadamente 10% de CMCA méximo, a Variante Fc anti-CD19
lisa aproximadamente 60% das células alvo. Num contexto
clinico, a eficécia reflete o beneficio terapéutico maximo

do fédrmaco administrado.

Exemplo 2. Ligacdo de um anticorpo anti-CD19 da funcédo

efetora aumentada para uma linha de células tumorais

derivadas das células B

Mediu-se a ligacdo relativa do Hibrido 4G7 S239D/I332E a
linha de células Raji. Foram determinadas as afinidades da
funcdo efetora melhorada das variantes anti-CD19 usando o
sistema DELFIA® (PerkinElmer Life Sciences) o qual ¢&
baseado em Fluorometria Resolvida no Tempo (FRT). O anti-
CD19 (HOLO) é marcado com Eurdépio usando o kit Eu-Labeling
disponivel na PerkinkElmer Biosciences. O tipo selvagem né&o

marcado (WT) ou variantes (frio) sdo diluidos seriadamente

(tipicamente partindo de 1 uM) em passos de log O e
misturado com uma concentracdo fixada de anti-CD19 marcado
(ou gquente). A mistura de anticorpos "quente" e "frio” é
depois adicionada a 100,000 Células Raji (que tém uma alta
densidade de superficie expressaram o antigénio CD-19) e
incubada em gelo durante 30 min. O ensaio ¢é aplicado
essencialmente como um ensaio de competicdo para triagem
dos anticorpos anti-CD19 de afinidades diferentes. Na

auséncia de variantes de competicdo de afinidade, o Eu-
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anti-CD19 e CD19 de superficie interagem e produzem um
sinal a 613 nm gquando o Eurdpio é excitado a 340 nm. A
adicdo do tipo selvagem ou variante compete com a interacéo
Eu-anti-CD19-CD19, reduzindo quantitativamente a
fluorescéncia para viabilizar a determinacdo das afinidades
de ligacédo relativa. A Figura 9 mostra resultados de um
ensaio de ligacdo de superficie celular de anti-CD19 de
funcdo efetora melhorada a células Raji. Como pode ser

observado, o valor EC50 calculado é 1,2 nM.

Exemplo 3. CMCA de um anticorpo anti-CD19 com

citotoxicidade aumentada contra linhas de células de

linfoma mtltiplo.

Com vista a avaliar as propriedades citotdéxicas do anti-
CD19 de funcédo efetora aumentada, foram realizados ensaios
CMCA sobre um painel de 14 linhas de células representando
varios linfomas e leucemias (Figura 10a). As linhas de
células testadas eram linhas de células DoHH-2 e SCl de
Linfoma Folicular (LF); linha de células Jeko-1 de Linfoma
das Células do Manto (LCM); linhas de células Daudi e Raji
de Linfoma de Burkitt (LB); linhas de células MECl e
WaC3CD5 da Leucemia Linfocitica Crénica (LLC); linha de
células Bonna-12 da Leucemia das Células Pilosas (LCP);
linha de células BV-173 da Leucemia Mielogénica Crdénica
(LMC); e linhas de células VAL, SUP-B15, NALM-6, RS4;11, e
697 de Leucemia Linfoblédstica Aguda (LLA). Os mondcitos do
sangue periférico humano (CMSPs) foram isolados a partir de
leukopaks e wusados como células efetoras, e as células
cancerigenas CD19 positivas foram usadas como células alvo.
As células alvo foram semeadas em placas de 96 pogcos e
tratadas com os anticorpos especificos em triplicado. As
CMSPs isoladas usando um gradiente de Ficoll foram
adicionadas em excesso as células alvo e cocultivadas

durante 4 h antes de processadas quanto a atividade LDH
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usando o Kit de Detecdo de Citotoxicidade de acordo com as
instrucdes do fabricante. Ambos os pardmetros, poténcia
(EC50) e eficacia (% CMCA) foram normalizados com os do
rituximab (anti-CD20) . Esta triagem demonstrou a
superioridade citotdxica in vitro do anti-CD19 de funcéo
efetora aumentada sobre uma vasta gama de linhas de
células, especialmente as representando a doenca
linfoproliferativa que se origina nos estados precoces do
desenvolvimento das células B. A Figura 10b lista as linhas

de células usadas e seus tipos de cancro correspondentes.

Exemplo 4. Anticorpos anti-CD19 com reduzido potencial de

imunogenicidade.

Devido a um vasto uso de tecnologia de hibridoma, um numero
substancial de anticorpos sdo derivados de fontes néo
humanas. No entanto, as proteinas nao humanas sdo
frequentemente imunogénnicas quando administradas a
humanos, reduzindo grandemente setes modo a utilidade
terapéutica. A imunogenicidade é o resultado de uma série
complexa de respostas a uma substincia que é percebido como
estranho e pode incluir a producéo de anticorpos
neutralizantes e ndo neutralizantes, formacdo de complexos
imunes, ativacdo de complemento, ativacdo de mastdcitos,
inflamacédo, respostas de hipersensibilidade, e anafilaxia.
Varios fatores poem contribuir para a imunogenicidade de
proteina, incluindo mas ndo limitado a sequéncia de
proteina, via e frequéncia de administracdo, e populacédo
doentes. A imunogenicidade pode limitar a eficédcia e a
seguranca de uma proteina terapéutica por maltiplas vias. A
eficdcia pode ser reduzida diretamente através da formacéo
de anticorpos neutralizadores. A eficacia pode também ser
reduzida indiretamente, por ligacdo a anticorpos quer
neutralizantes quer ndo neutralizantes tipicamente conduz a

rédpida eliminacdo a partir de soro. Podem ocorrer graves
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efeitos secunddrios e mesmo morte gquando surge uma reacao
imunoldgica. Preferencialmente, a manipulacdo da proteina é
usada para reduzir a imunogenicidade das proteinas alvo

CD19 da presente invencéo.

Com vista a reduzir o potencial de imunogenicidade das
proteinas anti-CD19 da presente invencdo, a imunogenicidade
dos anticorpos 4G7 e HD37 anti-CD19 foi reduzida usando um
método descrito na US 2006/0008883, intitulada "Methods of
Generating Variant Proteins with Increased Host String
Content and Compositions Thereof”. 0Os métodos reduzem o
potencial de imunogenicidade através do aumento do contetido
humano de sequéncia do anticorpo por meio de mutacdes. As
cadeias pesada e leve com reduzido potencial para a
imunogenicidade s&o chamadas H1, H2, H3, H4, etc e L1, L2,
L3, etc. e sdo mostradas nas Figuras 11 até 14. As cadeias
pesada e leve dos anticorpos originais, 4G7 e HD37, sé&o
referidas como HO e L0, respetivamente. Combinacdes das
diferentes cadeias pesadas e leves foram expressas e 0S8
anticorpos resultantes, com nomes tais como H3L3, H3/L3 ou
H3 L3, foram purificadas e examinadas. Os anticorpos anti-
CD19 foram expressos pela transfecdo transiente dos vetores
de acordo com as cadeias pesada e leve no crescimento das
células 293T em 10% de IgG ultra-baixa de soro fetal de
bovino com 1ImM de piruvato de sdédio e 1X aminoacidos né&o
essenciais (Gibco®, Invitrogen Hayward CA). Cinco dias apds
a transfecdo, o meio de cultura foi removido e passado
através de uma coluna de proteina A (Pierce Biotechnology
Inc, Rockford MD). As cadeias pesadas podem ser feitas com
qualguer tipo de dominio constante incluindo, em humanos,
IgGl, IgG2 e hibridos compreendendo IgGl e IgG2 assim como
dominios constantes de ratinho tais como IgGl e IgG2a, que
podem ser referidos como mIgGl e mIgG2a. As sequéncias de
cadeias pesadas humanas podem ser encontradas na Figura 2.

Foi medida a ligacdo relativa de variantes anti-CD19 com
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reduzida imunogenicidade para uma linha de células Raji. As
afinidades de imunogenicidade reduzida das variantes anti-
CD19 foram determinadas usando o sistema DELFIA®
(PerkinElmer Life Sciences) que é baseado em Fluorometria
Resolvida no Tempo (FRT). O Anti-CD19 é marcado com Eurdpio
usando o kit Eu-Labeling disponivel da PerkinElmer
Biosciences. Tipo selvagem (WT) ndo marcado ou variantes

(frio) s&o diluidos seriadamente (partindo tipicamente de 1

uM) em passos * log e misturados com uma concentracdo
fixada de anti-CD19 marcado (ou quente). A mistura de
anticorpos "quentes" e "frios" sdo depois adicionados a
100,000 células Raji (que tém wuma alta densidade de
antigénio CD-19 expresso de superficie) e incubadas em gelo
durante 30 min. O ensaio é essencialmente aplicado como um
ensaio de competicdo para triar anticorpos anti-CD19 de
afinidades diferentes. Na auséncia de wvariantes de
competicdo de afinidade, Eu-anti-CD19 e CD19 de superficie
interagem e produzem um sinal a 613 nm quando o Eurdpio é
excitado a 340 nm. A adicdo do tipo selvagem ou variante
compete com interacdo Eu-anti-CD19 - (CD19, reduzindo
quantitativamente a fluorescéncia para viabilizar a
determinacdo de afinidades de ligacdo relativa. A Figura
15a mostra os resultados de um ensaio de ligacdo de
superficie celular de variantes 4G7 de imunogenicidade
reduzida a células Raji. Com base na afinidade e
estabilidade de 1ligacdo, a regido varidvel 4G7 HIL1 foi
escolhida para desenvolvimento adicional. A Figura 15b
mostra os resultados de um ensaio CMCA em modelos de
imunogenicidade reduzida HD37 H2L1 Hibrido S239D/I332E e
4G7 H1L3 Hibrido S239D/I332E na linha de células MEC-1
(LLC). Este ensaio CMCA foi realizado como nos ensaios
anteriores. Ambos 0s anticorpos sdo ativos nesta linha de
células e portanto e, portanto, podem ser tratamentos

potenciais para CLL.
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Exemplo 5. Aumento da afinidade e estabilidade da funcéo

efetora de anti-CD19 aumentada.

A maturacdo de afinidade 4G7 mAb HI1L1 foi realizada com
vista a aumentar adicionalmente a afinidade de ligacdo CD19
assim como a poténcia CMCA. A maturacdo de afinidade foi
realizada em trés estddios wusando uma abordagem de
manipulacdo computacional/proteina. Primeiro, operando sob
a hipdtese de que os residuos da determinacdo de
especificidade (SDRs) (Padlan, E.A. et al. 1995. FASEB J.
9: 133-139) nas CDRs de um anticorpo ja& foram otimizados
pelas células B no processo de hipermutacdo somatica in
vivo, uma biblioteca de variantes 94 foi designado para
determinar aqueles residuos nas CDRs que foram criticos
para a ligacdo a antigénio, e assim ndo deve ser mudado
durante o processo de manipulacdo. Esta biblioteca consiste
de uma ou duas mutacdes de "sondagem" mutacdes feitas nas
posicdes nas CDRs com sitios escolhidos usando modelacéo
estrutural assim como a probabilidade de que a posicédo é
frequentemente um SDR, que foi compilado a partir da
analise de estruturas complexa antigénio-anticorpo
disponiveis no Protein Data Bank (PDB) (MacCallum, R.M. et
al. 1996. JMB 262: 732-745; Almagro, J.C. 2004 J. Mol.
Recognit. 17:132-143).

Foram introduzidas mutacdes variantes wusando o kit de
mutagénese QuikChange no formato Fab do modelo HIL1 e
continha wuma etiqueta ©6X-His. As variantes Fabs foram
expressas em células 293T usando placas d 24 pocos e foram
analisadas por AlphaScreen ou citometria de fluxo usando
células Raji ou RS4;11, e com a concentracdo de cada
variante determinada wusando um chip de 1ligacdo His por
Biacore™. Das 50 posicdes, foram identificadas 17 posicdes
que foram criticas para ligacdo a antigénio, permitindo-nos

reduzir o tamanho da biblioteca na ronda seguinte de
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maturacéo de afinidade e dando valiosa informacéo
estrutural sobre quais as posicdes que ficam Jjunto da
interface do antigénio e que fariam bons alvos para
encontrar variantes de afinidade aumentadas. Os 17 SDRs
identificados nas nossas andlises estdo em excelente
concordédncia com o numero médio de SDRs presentes nos
anticorpos cujos complexos antigénio-anticorpo foram
resolvidos (Almagro, J.C. 2004 J. Mol. Recognit. 17:132-
143). Para além da informacdo estrutural valiosa ganha com
esta biblioteca, foram obtidas algumas variantes que tinham

uma afinidade aumentada.

As restantes 33 posicdes CDR foram classificadas por ordem
de importdncia com base na andlise dos resultados da
primeira biblioteca e através do mapeamento do SDRs do
modelo estrutural do modelo HIL1. Através desta anadlise
determinou-se que praticamente toda a interface de ligacéo
de antigénio-anticorpo pode ser explorada com  uma
frequéncia total de 12,2 aminoacidos por posicdo (~9.3
novas variantes por posicdo) com uma segunda ronda de
tamanho de biblioteca de 279 variantes. A Library Design
Automation (LDA™) (US 2006/0234303) foi usada para criar
uma biblioteca de variantes otimizada que foi ajustada para
adequacdo e cobertura com base no numero de variantes
desejadas. A Dbiblioteca final da segunda ronda quando
ajustada para formato de alto rendimento contendo 265
variantes a 30 posicdes. Esta biblioteca produziu diversas
variantes mostrando afinidades de ligacdo aumentadas. As
variantes anti-CD19 Fab foram triadas por citometria de
fluxo para determinar a afinidade. A linha de células
RS4;11, conhecida por expressar CD19, foi suspensa em PBS e
plagueada a 200.000 células/poco numa placa de 96 pocos de
fundo redondo. Uma diluicd&o seriada de anticorpos CD19 foi
adicionada a células RS4;11 a uma concentracéao

desconhecida. As células foram incubadas sobre gelo durante
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30 minutos e depois lavadas 4 vezes em PBS. Um anti-Fab PE-
marcado F(ab’)2 foi diluido a 1/50 em PBS, o qual foi
depois wusado para resuspender as RS4;11 revestidas com
anti-CD19 Fab. As células foram incubadas durante 30
minutos e lavadas duas vezes. As células foram depois
fixadas e o0s ensaios de ligacdo foram avaliados num
citémetro de fluxo FACS Canto II. O MFI foi wusado para
medir a forca de ligacdo. A partir das duas bibliotecas um
e dois, foi obtido um total de 30 variantes de afinidade

Unicas em 11 posicdes.

A anédlise dos dados de ligacdo das duas primeiras
bibliotecas assim como a anédlise estrutural adicional
permitiu-nos desenhar uma terceira e final biblioteca
contendo combinacdes de 2-8 variantes unicas. Esta
biblioteca consistiu de 149 wvariantes em 8 posicdes.
Destas, 20 variantes mostraram um aumento significativo na
afinidade e foram selecionadas para conversdo para o
formato de comprimento completo para medicdo simultidnea da
afinidade de ligacdo e CMCA. Para avaliar as propriedades
da solucdo, foram realizados ensaios de estabilidade nestas
variantes. O conjunto final das mutacdes incluidas nas 20
finais eram as variantes de cadeia pesada T57P, Kb58E,
$100cT, R100dS, e as variantes de cadeia leve L27cQ, S27eV,
A55N, F96I, e F96N. Estudos de estabilidade acelerada
revelaram que pelo menos uma das mutagdes de afinidade
aumentada criou instabilidade na proteina e fez com que
estas variantes perdessem toda a poténcia apds somente 8 h
a 37°C. Tendo em conta os dados de ligacdo e estabilidade,
uma afinidade definitiva do candidato mAb amadurecido pode
ser selecionada a qual apresentou um aumento de ~10 vezes
de afinidade de ligacdo nas células RS4;11 relativamente ao
H1L1 mAb (Figura 16). As variantes delineadas para
aumentarem a estabilidade a longo termo da molécula anti-

CD19 foram também desenhadas e triadas. A Figura 17 mostra
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os dados de ligacdo para as variantes incubadas durante 5
dias a 37°C, pH 9,0 em 200 mM Tris-LCP, demonstrando a
melhoria na estabilidade obtida a partir de uma variante

anti-CD19.

Todas as substituic¢cdes unitarias feitas para maior
estabilidade e/ou afinidade s&do mostrados na Figura 27. A
Figura 28 lista todas as variantes da regido variadvel anti-
CD19 construida para otimizar a afinidade e estabilidade. A
Figura 29 1lista as variantes preferidas e o aumento
relativo na afinidade de ligacdo versus o H1L1 mAb parente.
As sequéncias para as variantes de cadeia pesada de
afinidade e/ou estabilidade aumentada preferidas sdao
mostradas na Figura 18. As sequéncias para as variantes de
cadeia leve de afinidade e/ou estabilidade aumentada
preferidas sdo mostradas na Figura 19. Sequéncias de
aminoacidos de variante S$S239D/I332E Hibrido de comprimento
completo contendo as regides variaveis de afinidade e
estabilidade melhorada s&o fornecidas como SEQ ID NOs: 86-
110. As CDR’s de afinidade e estabilidade melhorada sé&o
fornecidos como SEQ ID NOs: 111-131.

Exemplo 6. Propriedades antiproliferativas de 4G7 Hibrido

S239D/1332 em células Raji.

Para observar um efeito antiproliferativo in vitro, muitos
anticorpos requerem ligacdo cruzada, usualmente conseguida
com um anticorpo secundario. Foi proposto que os efeitos
correspondentes in vivo destes anticorpos possam estar
dependentes da ligacdo cruzada mediada por recetores Fc
expressados na superficie das células efetoras. Nesta
experiéncia as células Raji foram crescidas durante 3 dias
na presenca de 100 ng/mL 4G7 Hibrido S239D/I332E, 4G7 IgGl,
ou anti-CD20 (rituximab) ou anticorpos controlo (ndo-CD19

ligados & regido wvariavel com variantes Fc Hibrido
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S239D/I332E) a varias concentracdes com 10x o excesso molar
de anticorpo de ligacdo cruzada. O crescimento celular foi
medido usando um ensaio de luminescéncia dependente de ATP.
Os resultados para o ensaio de antiproliferacdo séo
mostrados na Figura 20. 0S dois 4G7 Hibrido S239D/I332E e
4G7 IgGl mostram mais fortes efeitos antiproliferacdo que o

rituximab.

Exemplo 7. Propriedades antiproliferativas de Hibrido

S239D/I332E de estabilidade e afinidade melhoradas para 4G7

em células SU-DHL-6.

Nesta experiéncia as células SU-DHL-6 foram ou crescidas
durante 3 dias na presenca de 4G7 humanizada e Hibrido
S239D/I332E de estabilidade e afinidade melhoradas e
anticorpos controlo a varias concentracdes com 10x o0
excesso molar de anticorpo de 1ligacgdo cruzada e 6000
células/poco ou foram crescidas na ©presenca de uma
concentracdo do anticorpo fixada a 3000 células/poco e a
viabilidade a pontos especificos de tempo medida durante um
total de 12 horas. Os resultados do ensaio de
antiproliferacdo sdo mostrados na Figura 21. A estabilidade
e afinidade melhorada para 4G7 do Hibrido S$239D/I332E
mostra mais forte efeito antiproliferativo que o rituximab.
A estabilidade e afinidade melhoradas de 4G7 Hibrido
S239D/I332E mostram também efeitos antiproliferativos mesmo

na auséncia de anticorpo de ligacdo cruzada.

Exemplo 8. Fagocitose de Raji e células RS4:11 com

estabilidade e afinidade melhoradas do Hibrido S239D/I332E

para 4G7.

Ao contrédrio das células NK as quais expressam somente
FcyRIIIa e algumas vezes FcyRIIc, os mondcitos e as células

efetoras derivadas de mondécito expressam uma gama de FcyRs,
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incluindo FcyRI, FcyRIIa, FcyRIIb, e FcyRIIIa. Assim a
ativacdo e funcdo das células efetoras derivadas de
monécitos, incluindo por exemplo macrdéfagos, podem ser
dependentes ou envolver complexos imunoldgicos de anticorpo
com outros recetores que nao somente FcyRITIIa.
Evidentemente que como descrito na WO 2007/04/635,
Desjarlais J.R. et al., a fagocitose por macrdéfagos ¢é

mediada em parte por envolvimento do anticorpo com FcyRIIa.

Para avaliar a capacidade de estabilidade e afinidade
melhoradas do Hibrido S239D/I332E para 4G7 para mediar a
fagocitose a foi realizado um ensaio de fagocitose baseada
em citometria de fluxo. Monécitos CD14" purificados foram
cultivados em fator de estimulacdo de coldnia de macrdfagos
(50ng/mL) durante 5 dias numa incubadora humidificada para
a diferenciacdo de macrdéfagos. As células RS4;11 ou Raji
foram usadas como alvo. As células alvo foram marcadas com
PKH67 (Sigma) de acordo com as instrucdes do fabricante. As
células foram adicionadas a uma placa de 96 pocos apds as
quais foi adicionada uma diluicdo seriada de anticorpos
anti-CD19 modificados em WT e Fc. Macréfagos derivados de
monécitos foram depois adicionados aos pocos a um efetor
para visar uma proporcdo de 4:1. Estes ensaios foram
realizados na presenca de soro humano. A cocultura de
células foi resumidamente centrifugada e depois incubada
numa incubadora humidificada durante 4 horas. As células
foram colhidas, e os macrdéfagos foram corados com uma
segunda cor fluorescente para os distinguir dos do alvo. As
células foram fixadas em PFA 1% e a fagocitose foi avaliada
num Citémetro de fluxo FACS Canto II. A leitura da
fagocitose foi determinada pelo numero de células positivas
duplas divididas pelo numero total de células tumorais. Os
resultados dos ensaios de fagocitose sdo mostrados na
Figura 22. A estabilidade e afinidade melhoradas de Hibrido
S239D/1332E para 4G7, mostra um nivel aumentado de
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fagocitose em ambas as linhas de células em comparacdo com

o anticorpo IgGl anti-CD19.

Os macrdéfagos sdo fagdcitos que atuam como captadores para
consumir as células mortas, as substancias estranhas, e
outros detritos. Importante, os macrbédfagos sdo células
profissionais apresentadoras de antigénio (CAAs), removendo
0s patogénios e estruturas estranhas dos tecidos
periféricos, depois migrando para os oO6rgdos linfoides
secundarios para iniciar respostas imunoldgicas adaptativas
por ativacdo das células T naives. Portanto os resultados
da experiéncia anterior sugerem gque a modificacdo dos
anticorpos anti-CD19 pode permitir os mecanismos de acéo
que incluem ambas as funcdes efetoras citotdxicas inatas,
assim como as funcdes efetoras que podem conduzir
potencialmente a resposta imunoldgica adaptativa a longo

prazo.

Exemplo 9. CMCA de estabilidade e afinidade melhoradas de x

Hibrido S239D/I332E para 4G7 contra linhas de células de

linfoma multiplo usando células assassinas naturais (NK)

purificadas

Com vista a avaliar as propriedades citotdxicas de Hibrido
S239D/I332E de estabilidade e afinidade melhoradas para
4G7, foram realizados ensaios CMCA com células NK
purificadas num painel de 6 linhas de células representando
vdrios linfomas e leucemias (Figura 23). CMCA com células
NK purificadas ¢ feita em placas microtituladoras de 96
pocos. As células NK foram purificadas a partir de CMSP
humano usando o kit da Miltenyi Biotec (Cat #130-091-152) e
incubadas em 10% de FBS/RPMI1640 ao longo da noite com 10
ng/mL de IL-2. No dia seguinte, 10,000 (WaC3CD5, Namalwa,
Bonna-12, Ramos) ou 20,000 (RS4;11, BV-173) células de

cancro alvo sdo opsonizadas com concentracgdes varidveis de
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anticorpo e 50k de <células NK sdo wusadas para cada
concentracdo de anticorpos em triplicado. As células alvo
sdo lavadas trés vezes engquanto as células NK sdo lavadas
duas vezes com RPMI1640 e ambas resuspendidas em 1% de
PBS/RPMI1640 e adicionadas as solucgdes de anticorpo. Apds 4
horas de incubacdo a 37°C numa incubadora humidificada com
5% de CO;, o ensaio foi quantificado usando sistema de
detecdo dependente de fluorescéncia CytoTox-One dependente
de LDH da Promega (#PAG7891). O sinal de LDH total ¢&
determinado a partir de células alvo lisadas Triton-X100
(LDH Alvo Total) e usado para normalizar valores
experimentais ajustados contra a base de LDH esponténea
(Base esponténea). Assim a % CMCA = ((Valor Experimental -
BRase Esponténea)/ (LDH Alvo Total - LDH Alvo))* 100. A base
esponténea ¢ o valor obtido a partir de células Alvo e NK
coincubadas na auséncia de anticorpo. LDH alvo é o valor
das células alvo cancerigenas sozinhas libertando
espontaneamente LDH durante a incubacdo. A Figura 23 mostra
0os resultados de CMCA, ensaio para 6 linhas de células
usando Hibrido S239D/I332E de estabilidade e afinidade
melhoradas para 4G7, 4G7 IgGl (com regido variavel
afinidade/estabilidade otimizada), rituximab (anti-CD20), e
um anticorpo isotipo controlo. Para todas as linhas de
células testadas, Hibrido S239D/I332E de estabilidade e
afinidade melhoradas para 4G7 tem melhor desempenho na

poténcia e eficédcia em comparacdo com 4G7 IgGl e rituximab.

Exemplo 10. Hibrido S239D/I332E estabilidade e afinidade

melhoradas para 4G7 ligando células 293T transfetadas CD19

Um clone CD19 humano foi encomendado a Origene (No. de
catdlogo SC127938) e transfetada para células 293T. As
células foram suspensas em PBS e plaqueadas a 100 000
células/poco. Uma diluicéo seriada de 4G7 Hibrido

S239D/I332E de estabilidade e afinidade melhoradas foi
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adicionada as células e depois as células foram incubadas
em gelo durante 30 minutos e depois lavadas 4 vezes em PBS.
Um anti-Fab PE-marcado F(ab’)2 foi diluido 1/50 em PBS, o
qual foi depois usado para resuspender as células 293T
revestidas com anti-CD19 de Hibrido S239D/I332E de
estabilidade e afinidade melhoradas para 4G7. As células
foram incubadas durante 30 minutos e lavados duas vezes. As
células foram entdo fixadas e a ligacdo foi avaliada num
citbébmetro de fluxo FACS Canto II. A Figura 24 mostra os
resultados para este teste. Os resultados mostram que
Hibrido S239D/I332FE de estabilidade e afinidade melhoradas
para 4G7 ligam as células 293T transfetadas com CD19 e né&o

ligam as células controlo (células 293T normais).

Exemplo 11. 4G7 Hibrido S239D/I332FE de estabilidade e

afinidade melhoradas ¢é de reacdo cruzada com CD19 de

cinomolgos e macacos rhésus.

A testagem pré-clinica de fadrmacos em macacos é tipicamente
um importante passo na descoberta de medicamentos a fim de
avaliar a toxicidade potencial. Foram obtidas amostras de
sangue de cinco cinomolgos (Macaca fascicularis; género =
Macaca (Latim) ou Macaco (Portugués) ; espécies =
fascicularis) e cinco macacos rhésus (Macaca mulatta).
Hibrido S239D/I332E de 4G7 anti-CD19 de estabilidade +
afinidade melhorada, IgGl anti-CD19 (imunogenicidade
reduzida, mas sem regido variédvel afinidade/estabilidade
otimizada), rituximab (anti-CD20), e controlo negativo (Fc
aumentado, regido varidvel ndo ligada) foram diretamente
marcadas com FITC. O Rituximab foi também marcado com CAA
para identificar as células da fracdo de células B. Todas
as CMSPs humanas foram usadas como controlos positivos. As
amostras de sangue e CMSPs foram pré-incubadas com 2 mg/mL
de um isotipo de anticorpo controlo com Fc aumentada para

blogquear qualquer potencial ligacéao FcvR. Em cada
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experiéncia, rituximab-CAA e uma das variantes de teste
foram incluidas no ensaio. A detecdo ¢ feita usando um
Citémetro de fluxo FACS Canto II com fracdes de linfdcitos
de porta baseados na dispersdo para a frente e lateral. Os
resultados s&do mostrados na Figura 25. Anti-CD19 maduras
ndo afinidade/estabilidade (assim como © Seu anticorpo
parente de murino) ndo reage cruzadamente com CD19 de
conimolgos ou rhésus. As variantes que aumentam a ligacdo e
estabilidade da molécula anti-CD19 viabilizam a reatividade
cruzada de Hibrido S239D/I332E de estabilidade e afinidade
melhoradas para 4G7 tanto para CD19 de conimolgos como de

rhésus.

Exemplo 12. CMCA de um anticorpo anti-CD19 de funcédo

efetora melhorada com reduzido conteudo de fucose

Os anticorpos anti-CDfl19 com funcdo efetora melhorada (4G7
H1L1 Hibrido S$239D/I332E) foram avaliados com reduzido
contetdo de fucose. A linha de células Lecl3 (Ripka et al.
Arch. Biochem. Biophys. 49:533-545 (1986)) foi utilizada
para expressar anticorpos anti-CD19 com reduzido contetdo
de fucose. Lecl3 refere-se a linha de células mutante de
Ovario de Hamster Chinés (OHC) resistentes a lectina as
quais apresentam um metabolismo da fucose defeituoso e
portanto tém uma capacidade diminuida para adicionar fucose
ao complexo de hidratos de carbono. Aquela linha de células
¢ descrita em Ripka & Stanley, 1986, Somatic Cell & Molec.
Gen. 12(1):51-62; e Ripka et al., 1986, Arch. Biochem.
Biophys. 249(2):533-545. Acredita-se que as células Lecl3
ndo tém a transcricdo para GDPD-manose-4, 6-desidratase, uma
enzima chave para o metabolismo da fucose. Ohyama et al.,
1988, J. Biol. Chem. 273(23): 14582-14587. A GDP-D-manose-
4,6-desidratase gera GDP-mannose-4-ceto-6-D-desoximanose a
partir de GDPmanose, a qual ¢ depois convertida pela

proteina FX em GDP-L-fucose. A expressdo de oligossacéaridos
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fucosilados estd dependente de substratos dadores de GDP-L-
fucose e fucosiltransferase(s). A linha de células Lecl3 de
OHC ¢ deficiente na sua capacidade para adicionar fucose,
mas fornece IgG com oligossacarido o qual €& por sua vez
similar aquele encontrado em linhas de células OHC normais
e no soro humano (Jefferis, R. et al., 1990, Biochem. J.
268, 529-537; Raju, S. et al., 2000, Glycobiology 10, 477-
486; Routier, F. H., et al., 1997, Glycoconj. J. 14, 201-
207). As células OHC e HEK293 normais adicionam fucose ao
oligossacadrido IgG num elevado grau, tipicamente desde 80-
98%, e as IgGs dos seros sido também altamente fucosiladas
(Jefferis, R. et al., 1990, Biochem J. 268, 529-537; Raju,
S. et al., 2000, Glycobiology 10, 477-486; Routier, F. H.,
et al., 1997, Glycoconj. J. 14, 201-207; Shields et al.,
2002, J Biol Chem 277(90):26733-26740) . Esta bem
estabelecido que os anticorpos expressos nas células Lecl3
transfetadas produzem consistentemente cerca de 10% de
hidrato de carbono fucosilado (Shields et al., 2002, J Biol
Chem 277(90):26733-26740) .

Os ensaios de CMCA foram realizados em células RS4;11 e
MEC-1 usando anticorpos anti-CD19 com e sem variantes com
funcdo efetora melhorada e com e sem fucosilacdo reduzida.
A Figura 26 mostra os resultados destes ensaios CMCA. A
poténcia e a eficdcia de CMCA sdo similares para o
anticorpo anti-CD19 com modificacdes de aminoacido
(4G7_H1L1_Hybrid_239D/I332E + fucose) e IgGl anti-CD19 com
reduzido contetdo de fucose (4G7 HIL1 IgGl WTfucose). A
poténcia de CMCA ¢é adicionalmente aumentada através da
combinacdo da modificacdo de aminoédcido com reduzido
contetdo de  fucose (4G7 H1L1 Hybrid 239D/332E-fucose).
(Figura 26). Esta experiéncia ilustra portanto que podem
ser usadas combinacdes de modificacdes de aminodcidos e de
glicoformas modificadas para otimizar anticorpos anti-CD19

para as propriedades de funcdo efetora.
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O uso da linha de células Lecl3 né&do se destina a limitar a
presente invencdo do modo particular de reducdo do contetido
de fucose. Uma diversidade de outros métodos sd@o conhecidos
na técnica para controlar o nivel de oligossacaridos
fucosilados e/ou de bissecdo que sdo ligados covalentemente
a regido Fc, incluindo mas ndo limitado a expressdo em
vdrios organismos ou linhas de células, manipuladas ou de
outra forma (por exemplo células Lecl3 OHC ou células YB2/0
de hibridoma de rato), regulacdo de enzimas envolvidas no
passo de glicosilacéo (por exemplo FUTS [al, 6-
fucosiltranserase] e/ou R1-4-N-
acetilglucosaminiltransferase III [GnTIII]), e modificacéo
de hidrato de carbono(s) de modificacdo apds a IgG ter sido
expressa (Umafia et al., 1999, Nat Biotechnol 17:176-180;
Davies et al., 2001, Biotechnol Bioeng 74:288-294; Shields
et al., 2002, J Biol Chem 277:26733-26740; Shinkawa et al.,
2003, J Biol Chem 278:3466-3473; Yamane-Ohnuki et al.,
2004, Biotechnology e Bioengineering 87(5):0614-621); (US
6,602,684; US 2003/0157108; US 2003/0003097; PCT WO
00/61739A1; PCT WO 01/29246A1l; PCT WO 02/31140A1; PCT WO
02/30954A1) .

O uso de modificacdes especificas para aumentar a funcéo
efetora, por exemplo as substituicdes 239D e 332E e o
reduzido nivel de fucose, ndo se destinam a limitar os
anticorpos anti-CD19 a estas modificacdes especificas. Como
descrito acima na seccdo intitulada "Modificacdes para
otimizar a funcéo efetora", um grande nimero de
modificacdes, incluindo modificacdes de aminodcido e de
glicoformas modificadas, sdo divulgadas para os anticorpos
anti-CD19 para melhorar as suas propriedades da funcéo

efetora.
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Exemplo 13. Anticorpos anti-CD19 inibem a proliferacdo de

células B primdrias - aplicacdes de anticorpos anti-CD19 no

tratamento de doencas autoimunes

A capacidade dos anticorpos anti-CD19 aqui divulgados para
empobrecerem as células B através de funcdo efetora CMCA é
exemplificada pela sua capacidade para lisar uma
diversidade de 1linhas de células representativas de uma
gama de linhagem de célula B, como mostrado nos exemplos
precedentes. Esta funcdo ¢ mediada por células efetoras
tais como células NK e macréfagos que expressam FcyRs,
desencadeamento que induz a lise das células alvo
revestidas com CD19. Um mecanismo adicional de acdo pode
também ser mediado contra células B ativadas por antigénio.
A ativacdo por antigénio das células B ser mimetizada pelo
uso de anticorpos para recetores de células B (RCB). Isto
conduz a sua proliferacdo na cultura, uma medida genérica

de ativacéo.

A ligacdo de antigénios pode ser mimetizada in vitro por
ligacdo cruzada da RCB (mu ou IgM) com o anticorpo anti-mu
(anti-p, anti-IgM). Com vista a demonstrar esta atividade,
Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSPs) foram
preparadas a partir do Pacote de Leucoforese por gradiente
de densidade Ficoll, e as células B primadrias humanas foram
purificadas a partir das CMSPs wusando o kit de selecédo
magnética negativa comprada na Miltenyi Biotec. O ensaio de
proliferacdo foi realizado em FBS a 10%/meio RPMI1640 num
volume total de 100 uL em placas de microtitulacdo de 96
pocos em triplicado. A ativacdo das células B foi induzida
usando fragmento F(ab’)2 de anticorpo anti-mu de cabra
(Jackson Immunoresearch, Inc.). Em 50 pL de meio, diluicdes
seriadas do anticorpo anti-mu foram retiradas aliquotas

para placas microtituladoras de 96 pocos, as quais foram
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adicionadas 83,000 células B purificadas num volume de 50

uL. Depois as placas microtituladoras foram incubadas a
37°C durante 3 dias apds os quais, foi usado o formato de
ensaio de luminescéncia de ATP (Cell TiterGlo Kit da
Promega) para detetar as células vivas usando o
luminémetro. A Figura 30a mostra que hé uma dependéncia de
dose da proliferacdo das células B na concentracdo de

anticorpo anti-mu.

Com vista a avaliar a capacidade de anticorpos anti-CD19 WT
(4G7 _H3 L1 IgGl WT) e variante (4G7_H3_L1_Hybrid_239D/332E)
para modular a proliferacdo das células B, foi realizado um
ensaio para monitorizar a viabilidade das células B humanas
primdrias na presenca de anti-CD19 e coestimular o
anticorpo anti-mu. Como descrito acima, foram preparadas
CMSPs a partir do Pacote de Leucoforese por gradiente de
densidade Ficoll, e as células B humanas primarias foram
purificadas a partir das CMSPs usando selecdo magnética
negativa. O ensaio de proliferacdo foi realizado em FBS a
10%/meio RPMI1640 num volume total de 100 pL em placas
microtituladoras de 96 pocos em triplicados. Para induzir a
ativacdo das células B, foi usado o fragmento F(ab’)2 do
anticorpo anti-mu de cabra. Em 50 uL de meio, uma
concentracdo fixa (2 mg/mL) de anti-mu com diluicdes
seriadas cinco vezes dos anticorpos foram realizadas em
placas microtituladoras de 96 pocos, as gquais 100,000
células B purificadas foram adicionadas num volume de 50
uL. Depois as placas microtituladoras foram incubadas a
37°C durante 3 dias apds os quais foi usado um formato de
ensaio de luminescéncia de ATP para detetar as células

vivas usando ilumindmetro.

Os resultados, fornecidos na Figura 30b, mostram que

anticorpo anti-CD19 WT ndo tem efeito na proliferacdo das
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células B primarias, similarmente ao controlo negativo com
anticorpo anti-CD30 (CD30 n&do é expresso nas células B).
Pelo contrario, o) anticorpo anti-CD19 compreendendo
modificagdes Fc tem atividade inibidora significativa
contra a viabilidade das células B. Especialmente, uma
sinalizacdo 1in vitro como resultado da 1ligacdo cruzada
anti-mu anticorpo mimetiza © envolvimento de antigénio de
RCB, e ¢é um proxi para o envolvimento de RCB pelo

autoantigénio numa situacdo clinica autoimune.

A patogénese da maioria das doencas autoimunes esta
acoplada a producdo de autoanticorpos contra os préprios
antigénios, conduzindo a uma diversidade de patologias
associadas. Por exemplo, SLE é caracterizada pela producédo
de anticorpos auto ou prdéprios para duplicar a cadeia de
ADN. Consequentemente, na experiéncia acima descrita o
envolvimento de RCB in vitro por anticorpo anti-mu mimetiza
a estimulacdo das células B em doentes de lupus in vivo por
anticorpos anti-cadeia dupla de ADN. Os autoanticorpos sé&o
produzidos por células de plasma terminalmente
diferenciadas que s&do derivadas de células B naives ou
memdéria. Além disso, as células B podem ter outros efeitos
na patologia autoimune, como células apresentando antigénio
(CAAs) que podem interagir com e estimular células T
auxiliares, estimulando mais o ciclo de resposta imune anti
proprio. Dada a expressdo de CD19 na maioria da linhagem de
células B, variando desde pré-B para células plasmaticas,
0s anticorpos desta invencdo pode ter grande utilidade para
o0 tratamento de doencas autoimunes. Exemplos dessas doencas
autoimunes 1ncluem, mas ndo sdo limitados a, artrite
reumatoide (RA), sistema de lupus eritematdide (SLE ou
ltpus), esclerose multipla, Sindrome de Sjogren, e purpura

trombocitopénica idiopéatica (PTI).



165

0O exemplo corrente demonstra que os anticorpos anti-CD19
como aqui divulgados podem inibir substancialmente a
proliferacdo das células B num modo dependente de dose,
indicando que podem 1inibir a ativacdoc das células B
estimuladas por antigénio. A ativacdo das células B pelo
antigénio pode também iniciar o processo de comutacgdo de
classe e, em Ultima anédlise, a diferenciacdo terminal em
células plasmdticas secretoras de anticorpos. Os anticorpos
como aqui divulgados sdo portanto capazes de inibirem estes
processos através de um mecanismo adicional de acdo gque néo
requer células efetoras. E esperado que esta inibic&do tenha
impacto benéfico na doenca autoimune impedindo a
diferenciacdo terminal das populacdes de células B naives e
de memdria, prevenindo assim a diferenciacdo das células
plasmdticas secretoras de autoanticorpos. Também é possivel
que aspetos adicionais da biologia das células B tais como
apresentacdo de antigénio seja afetada pelos anticorpos
anti-CD19.

> IgGl Glm(a,z) alotipo (SEQ ID NO:80)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPYTVSWNSGALTSGVETFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKKVEPKSCDK THTCPPCPAP
FLLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRIPEVTCVYYVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTK?
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWINGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK GQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> IgGl Glm(a,x,z) alotipo (SEQ ID NO:81)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP CPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYRCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVYDKSRWQQGNVFSCSVMHEGLHENHYTQKSLSLSPGK
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> IgGl Glm(f) alotipo (SEQ ID NO:82)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTEPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK.P SNTKYDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVYT
LPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALINHYTQKSLSLSPGK

> IgGl Glm(a,f) alotipo (SEQ ID NO:83)

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPA
VLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKP
REEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYT
LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> IgG2 G2m(n+) alotipo (SEQ ID NO:84)

ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAG
PSVFLFP?KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH EDPEV QFNWYVDGVEVHNAKTKPREBQF
NSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYK CKVSNKGLPAPIEKTISK TR GQPREPQVYTLPPSRE

EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK ‘ '

> IgG2 G2m(n-) alotipo (SEQ ID NO:85)
ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDK’I’VERKCCVECPPCPAPPVAG '
PSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGMEVHNAKTRPREEQF
NSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYK CKVSNKGLPAPIEKTISKTK GQPREPQVYTLPPSRE

EMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDKS
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSESLSPGK.

> 4G7 H1 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:86)



EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMY YCARGTYYYGSRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNYNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTK GQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVS LTCLVKGFYPSDLAVEWESNGQPENNYK'ITPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.52 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:87)

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRYVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.78 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:88)
BVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFISYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NAGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMY YCARGTYYYGSRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSYVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA.
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEK TISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHENHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.191 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:89)
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EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHW VRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGTEYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVIPLAPSSKSTSGGTAALGCLYVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKK VEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEK TISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSEFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGR.

> 4G7 H1.192 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:90)

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGPKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK VDKK VEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP EEKTISKTKGQP REP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYXKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK,

> 4G7 H1.196 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:91)

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NDGPKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMY YCARGTYYYGTSVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP EEKTISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.201 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:92)
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EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYYMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NSGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKCPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCOKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDXKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.202 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:93)

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NEGTKYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDXSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.203 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:94)

EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSY VMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NSGTEYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQ
GTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHT
FPAVLQSSGLYSLSSVVTVESSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVYDVSHEDPEVQFNWYVDGVEVHNAK
TKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISK TKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 H1.204 Hibrido S239D/I332E (SEQ ID NO:95)
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EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPY
NEGTEYNEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVEDYWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVH
TFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLOTQTYICNVNHKPSNTKVDKK VEPKSCDKTHTCPP
CPAPELLGGPDVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVDVSHEDPEVQFNWY VDGVEVHNA
KTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPEEKTISKTK GQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFF
LYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

> 4G7 L1 (SEQ ID NO:96)

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNSNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLASGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.26 (SEQ ID NO:97)

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONSNGNTYLY WFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLASGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.32 (SEQ ID NO:98)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLASGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.64 (SEQ ID NO:99)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNSNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLASGVPPRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVYCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.68 (SEQ ID NO:100)



DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNSNGNTYLY WFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLASGVPDRFSGSGS GTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPNTFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7.11.96 (SEQ ID NO:101)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNSNGNTYLY WFQQKPGQSPQLLIYRM
SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLK SGTASYVCLLNNFYPREAK VQWEKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.145 (SEQ ID NO:102)

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONSNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLASGYPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESYTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKBEVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

> 4G7 L1.148 (SEQ ID NO:103)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONSNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFS GSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPNTFGAGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLK SGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVIKSFNRGEC

> 4G7 L1.149 (SEQ ID NO:104)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONSNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR.
‘M SNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSXD
.STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT HQGLSSPVTKSFNRGEC -

> 4G7 L1.154 (SEQ ID NO:105)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLY WFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPNTFGAGTKLEIKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKYQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGISSPYTKSFNRGEC

> 4G7 L1.155 (SEQ ID NO:106)

171



DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 L1.160 (SEQ ID NO:107)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNVNANTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGS GSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAXVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPYTKSFNRGEC

> 4G7 L1.162 (SEQ ID NO:108)

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNANANTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVETFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQIDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC

> 4G7 L1.163 (SEQ ID NO:109)

DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLOQNANSNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLINNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYS LSSTLTLSKADYEKHKVYA CEVTHQGLSSPYTKSENRGEC

> 4G7 L1.164 (SEQ ID NO:110)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLQNANGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYR
MSNLNSGVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKIKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

> 4G7 VH CDR2 D55A (SEQ ID) NO:111)
YINPYNAGTKYNEKFKG
> 4G7 VH CDR2 T57P (SEQ ID NO:112)
YINPYNDGPKYNEKFKG
> 4G7 VH CDR2 K58E (SEQ ID NO:113)
YINPYNDGTEYNEKFKG
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> 4G7 VH CDR2 D55S (SEQ ID NO:114)
YINPYNSGTKYNEKFKG
> 4G7 VH CDR2 DS55E (SEQ ID NO:115)

YINPYNEGTKYNEKFKG

> 4G7 VH CDR3 S100T (SEQ ID NO:116)
GTYYYGTRVFEDY

> 4G7 VH CDR3 R100dS (SEQ ID NO:117)
GTYYYGSSVEDY

> 4G7 VH CDR3 S100cT/R100dS (SEQ ID NO:118)
GTYYYGTSVFEDY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ (SEQ ID NO:119)
RSSKSLONSNGNTYLY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ/S27eV (SEQ ID NO:120)
RSSKSLONVNGNTYLY

> 4G7 VL CDR1 S27eV (SEQ ID NO:121)
RSSKSLLNVNGNTYLY

> 4G7 VL CDR1 G29A (SEQ ID NO: 122)
RSSKSLLNSNANTYLY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ/S27eV/G29A (SEQ ID NO:123)
RSSKSLONVNANTYLY

> 4G7 VL CDR1 S27eA (SEQ ID NO:124)
RSSKSLLNANGNTYLY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ/S27eA/G29A (SEQ ID NO:125)
RSSKSLONANANTYLY

> 4G7 VL CDR1 G29S (SEQ ID NO:126)
RSSKSLLNSNSNTYLY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ/S27eA/G29S (SEQ ID NO:127)
RSSKSLONANSNTYLY

> 4G7 VL CDR1 L27cQ/S27eA (SEQ ID NO:128)
RSSKSLONANGNTYLY

> 4G7 VL CDR2 A55N (SEQ ID NO:129)

RMSNLNS

> 4G7 VL CDR3 F96I (SEQ ID NO:130)

MOHLEYPIT
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SYVMH

YINPYNDGTKYNEKFKG

GTYYYGSRVEDY
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QIWPGDGDTNYNGKFKG
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DASNLVS
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REIVINDICACOES

Anticorpo que se liga CD19 compreendendo:

uma cadeia pesada CDR1, uma cadeia pesada CDR2, e uma
cadeia pesada CDR3 descrita na SEQ ID NO: 40; e

uma cadeia leve CDR1, uma cadeia leve CDR2, e uma
cadeia leve CDR3 descrita na SEQ ID NO: 58, em que a

numeracdo é de acordo com Kabat.

Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a

referida cadeia pesada compreende a SEQ ID NO: 40.

Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a

referida cadeia leve compreende a SEQ ID NO: 58.

Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
referida cadeia pesada compreende a SEQ ID NO: 40 e a
referida sequéncia de cadeia leve compreende a SEQ ID
NO: 58.

Anticorpo de acordo com uma das reivindicacdes 1-4,
compreendendo adicionalmente um dominio Fc com
substituicdo de aminodcido de S$S239D, em comparacdo com
a SEQ ID NO: 7, em que a numeracdo é de acordo com O

Index EU como em Kabat.

Anticorpo de acordo com uma das reivindicacdes 1-4,
compreendendo adicionalmente um  dominio Fc com
substituicdo de aminoédcido de I332E, em comparacdo com
a SEQ ID NO: 7, em que a numeracdo ¢ de acordo com O

Index EU como em Kabat.

Anticorpo de acordo com uma das reivindicacdes 1-4,

compreendendo adicionalmente um dominio Fc com



10.

11.

12.

substituicdo de aminodcido de S$239D e I332E, em
comparacdo com a SEQ ID NO: 7, em que a numeracdo & de

acordo com o Index EU como em Kabat.

Composicéo compreendendo varios anticorpos
glicosilados de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-7 em gque cerca de 80-100% do
anticorpo glicosilado na composicdo compreende uma
estrutura hidrato de carbono de nucleo maduro a qual

ndo possui fucose.

Composicédo farmacéutica compreendendo o anticorpo de
acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-7 e um

transportador farmaceuticamente aceitéavel.

Acido nucleico que codifica uma sequéncia de cadeia
pesada e uma sequéncia de cadeia leve varidvel como

mencionado em qualguer uma das reivindicacbes 1-4.

Anticorpo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-7 ou uma composicdo de acordo com
qualgquer uma das reivindicagdes 8-9 para usSo no
tratamento de uma doenca ou disttrbio selecionado a
partir do grupo que consiste em linfomas n&do Hodgkin
(LNH), leucemia 1linfocitica crénica (LLC), leucemia
linfobl4stica aguda das células B/linfoma (B-LLA), e

linfoma de células do manto (LCM).

Anticorpo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-7 oU UMa composicdo de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 8-9 para uso no
tratamento de uma doenca ou disttrbio selecionado a
partir do grupo dgue consiste em artrite reumatdide

(AR), 1ltpus sistémico eritematoso (LSE ou Ilupus),



esclerose multipla, sindrome de Sjorgren, e purpura

trombocitopénica idiopética (PTI).

Lisboa, 07 de Abril de 2014
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Figura 1
CD19 Humano (SEQ ID NO: 1).

MPEPRLLFFLLFL TPMEVRPEEPLVVKVEEGDNAVLOCLKGTSDGPTOOL TWERESPLKPE
{ KLSLOLPGLGIHMRPLAIWLEIENVSQOMGGFYLCOPGPPSEKAWORGWTVNVEGSGEL

FRWNVSDLGGLGCGLKNRS SEGPSSPSGKLMSPKLYVWAKDRPEIWEGEPPCLPPROSL

NOSLSQDLTMAPGS TLWLSCGVPEDSYSRGPLSWTHVHPKGPK SLLSLELKDDRPARDM

WVMETGLLLPRATAQDAGKYYCHRONLTMSFHLEITARPVLWHWLLRTGGWKVSAVTLAY
LIFCLOSLVGILHLORALVLRRKRKRMTOPTRREFKVTPPPGSGPONQYGNVLSLPTPTSGL
GRAQRWAAGLGGTAPSYGNPSSDVOADGALGSRSPPGVEPEEEEGEGYEEPDSEEDSE

FYENDSNLGODOLSQDGSG YENPEDEPLGPEDEDSF SNAESYENEDEELTOPVARTMDFL
SPHGSAWDPSREATSLGSQSYEDMRGILYAAPQLRSIRGOPGPNHEEDADSYENMONPD

GPDPAWGGGGRMETWSTR
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Figura 2

> Constante Kapa de cadeialeve {Ck} {SEQID NO:2)
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSCTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALOSGNSQESVTEQD.
SKDSTYSLESSTLTLEKARYERHKVYACEVTHQGLESPVTKSFNRGEC

» Constante igG1 de cadeia pesada {CH) {SEQ 1D NO:3)

AR TRESHFEVF L ARPRSIE EEES TAARLGULYRUYEFERV I VOWNSGALTSGVHTFPAVLOSEG

LY LSSV TR ESSL S TOTYICNVNHK PSNTRVDKKVEPKBSCDK THTCPPORPAPELLG GRS

VL PR T USSR T RPEVTOVVVDV S HEDPE VKFNWYVOGVEVHNAKTRPREEDYNSTY

RVYSVL TV RGDWLNGKEYHOKVENKALPAPIEK TISKAKGOPREPOVYTUPPSREEMTEN

Q\?SLTQLVK{I%FYPSBMVEWhSNGQFEN*@\'V?T PRPVLDEDGEFFLYSKLTVDKSRWGQRGH
FEOSVMHEALRNHYTOKSLSLSPGK

> Constante igG2 de cadeis pesada {CH}' {SEQID MNO4)

ASTRGPEVFRLAPCERETSESTAAL GULVRDYFPEPVTVEWNSGALTESGVYHTFRFAVLOSSG
LYSLESWITVRESNEG TQTY TCNVOHKPENTRVDR TVERRKCCVECPPCPAPPVAGRSVFLP
PREPKDTUMISRTREVTOVWOVSHEDPEVOFNWY VDG VEVHNAKTREREEQFNS TFRVW
BYLTVVHODWLNGKE YKCKVSNKGLPAPIEKTISKTKGORPREPOVYTLPPEREEMTRNGOVS
LTCLVKGEYPEDIAVEWESNGORENNYKTTPRPMLDSDESFFLYSKLTVDKESRWOGERVFS
CEVMHEALHNHYTOKSLBLSPGK

>Constante 1gG3 de cadela pesada {CH) {SEQ 1D NO:5)

ASTROPSVEPLAPCSRETSGRTAALGCLVKDYFPERVTVEWNSCALTOGVRTFRAVLOSS
CBLY LS SV TP S S BLETOTY TONVNMHKPENTIKVRKRVELKTPLEGDTTHTOPRCOPERPKSCD
TPPPUPROPEPKSCUTPPPUPRUPEFKSCOTPPPUPRUPAPELLOGPRVFLFPPRPROTL
MISRTPEVTCWWDVEHEDPEVOFKWYVDOVEVHNAKTKPREEQYNSTRRVVEVLTVLHG
DWLNGKEYKCKVSNKALPARPIEKTISKTKGOPREPOVYTLPPSREEM THNOQVELTCLVKGF
YPEDIAVEWESSGOPENNYNTTPPMLDSDGSFFLY SKLTVDRKSRWQQGHNIFSCESVMHEAL
HARFTOHSLELEPGK

> Constante {gG4 de cadeis pesada {CH) {SEQID NQ:8)

ASTKGPSVFPLAPCSRETSESTAALGCLVKDYFPERVTVSWNEGAL TSGVHTFPAVLOSSE:
LY SESSVVTVPSSSLETRTY TCNVDHKPSNTVDKRVESKYEPPURPSUPAPEFLGGREVFL
FPEPKPROTLMIBRTPEVICVWYDVSQEDPEVORFNWYVDEVEVHNAKTRPREEQFNETYRY
VEVETVLHODWLNGKEYKOKVENKGLPESIEKTISKAKGQPREPQUY TLPPSOEEMTRNGYV
SLTCLVKGRYRSDIAVEWESNGOPENNYRTTPPVLDSDESFFLYSRLTVRICSRWQEGNVE
SCHVMHEALHNHYTOKEL BLSLEK

> Constante Hibrida de cadeid pesada {CH) {SEQ 1D NO:7)

ASTKGPSVFRLAPSSKSTSG G TAALSCLVKDYFREPVTVSWNEGALTSBVHTFRPAVLOSSS
LY SLESVVTVP S SRLETOTY ICNVAHKPSNTKVDKKVEPKSCORKTHTCPRCPAPELLGGRS
VELFFPRPKDTEMISRTPEVTCVWVDVEHEDPEVOFNWY VDR VEVHNAKTKPREEQFNSTF
RVVSVLTWHODWLNGRKEYKOKVENKAL PAMIEKTISK TKGOPREPOVYTLPPSREEMTRN
OVSLTCLVKBFYPSDIAVEWESNGOPENKYRTTPPMLOSDGSFRLYSKLTVDR S RIWOGIGN
VESCSYMMEALHMNMHYTOKSLSEEPGK

>Lonstante Hibrida de cadeia pesada {CH) com substituices 2390 e 332E (SEQID NO:8)
ASTKGPEVFPLAPSSKSTSCHTAMLGCLYVKDYFRERPV TYSIWNEGALTSGVHTIFPAVLOS S
LY SLESVVTVRS SELOTATYVICNVRHEPSN TRV DK VEPKSCDKTHTOPPCPAPELLGGPD
VL PP R LA SR TREVTCVWVDVSHEDPEVGOFNW Y VDB VEVHNAK TKRREEQFNS YF
BV SVLTVVHODWINGREYKCKVENKALPAPEEKTISKTKGOQPREPOVY TLPRSREEMTK:

NOVSLTOLVKOFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPMLDSDGSFELYSKLTVDRSRWOLS
NVFSCEVMHEALHNHYTOKSLELSPGK
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Figura 3a
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Figura 3b
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Figura 4a
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Figura 5
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Figura 6a

EVQLQQS@BPELEKPGAS\#’KMSGMSSWFYSWMHI?WKQHPGQGLEWSGYENFY&EGTKY
NEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGTYYYGERVFDYWOQGTTLTVE
= L0 457 (SEQ 1D NO:I0)

DIVMTOAAPSIPVTPGESYS! SCRSSKSLLNBNSNTYL'&WFLGRPGQSPQLLEYRMSWSG
VEDRFSGSGEGTAFTLRIBRVEARDVOVYYOMOQHLEYPFYF GAGTKLELK

> MO MDY (SEQ 1D NO1)

QUVOLOOSGAELVRPGSRVKISCKASGYARSSYWMNWVKCORPGQGLEWIGQIWRGDGOT
NYNGKFKGKATLT.&DESSSTAYMQLS%LASE&SAWFC&RRE i I WGRWYAMBWGQG

TEVIVSS
= LO HDI7 (SEQ 1D NO:12)

DL TOTPASLAVELGORAT ISCKASQSVBY@GBSYLNW‘!QQ?PGGPP i(i LEY&ASNLVSG?P
PRESOSGSCTOFTLNIHPVERVDAATYHCQUSTEDPWIFGGETKLEIK

Figura bb
> 467 VH CDRT (SEQ 1D NOta2): SYVAMH
> 467 VM CDRZ (SEQ ID NOQ:133): YINPYNDBTRKYNEKFKG
» 467 VH CDR3 (SEQ 1D NO24): GTYYYGSRVEDY
> 4G7 VL COR1 {SEQ ID NO:135): RSSKSLLNSNGNTYLY
> 4GT VL GOR2 {(SEQ ID NQ21as): RMSNLAS
> 467 VL CORY (SEQ 0 NOuath MOHLEYPET

> HD3T VH CDR1 (SEQ ID NO:138): SYWMN

> HDAY VH COR2 (SEQ 1D NO:28); QIWPEDGOTNYNGKFKG
> HDAT YH CDR3 (SEQ 1D NO: 140); RETTTVORYYYAMDY

» HD37 VL CDR1 (SEQ ID NO:4) KASQSVDYDGDSYLN

> HDAT VL CDR2 (SEQ 1D NO:142): DASNLYS

> HOAT VL COR3 (SEQ 1D NO:143): QOSTEDPWT
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Figura 8a
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Flgura 9
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Figura 10a
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Figura 10b
Tipo de células cancerigenas Linha de células
Leucemia células pilosas (LCP) Bonna 12

Leucemia das células do manto (LCM) Jeko-1

Lencemia Linfocitica Crénica | Wac3CD5, MEC-1
(ANTICORPO GLICOSILADO)

Linfona de Burkitt (LB) Daudi, Raji
Linfoma Mielogénica Crénica (LMC) BV-173
Linfoma Folicular (LF) DoHH.2, SC1

Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) VAL, SUP-B15, NALM-6, RS4; 11; 697

Figura 11

> HY 4G7 (SEQID NO:13)

EVOLVESGGGLYKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWYRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGSRVFDYWGQGTLVIVES

> HZ 4G7 (SEQID NO:14) _
OVOLOESGSGLVKPGGSLRLSCAASGYTFTSYVMHWVYROAPGKGLEWMGY INPYNDGTK
YNESLKSRVTISSDKSISTAYMELSSLRAEDTAVYYCARGTYYYGSRVFDYWSOGTLVTVS
3

> H3 4G7 (SEQ ID NO:15)

EVOLVESGGGLVOPGRSLRLSCAASGYTFTSYVRHWY ROMPGKGLEWMSGYINPYNDGTK
YNEKFQGRVTITSDKSTSTAYMELSRLRSDDTAVYYCARGTYYYGSRVFDYWGQGTLVTY
88

> He 4GY (SEQ 1D RO:18) ‘
EVOLOQSGPEVKKPGTSVKVECKASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLYWVSYINPYNDGTK
YNESLKSRVTISSDKSISTAYLOMNSLRAEDTAVYYCARGTYYYGSRVFOYWGEOGTLVIVS
5

Figura 12

> L1 4G7 (SEQ 1D NO:1T)

DIVMTGSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLLNSNGNTYLYWFQOKPGGSPQLLIYRMSNLAS
GVPDRFSGSCSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEK

> 12 4G7 (SEQ 1D NO:18)
DIVIMTQSPSSLSASVGEDRVTISCRESKSLLNSNGNTYLYWFOQKPEOSPQLLIYRMSNLAS
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVAVYYCMQHLEYPFTFGAGTKLEK

> 1.3 4G7 {SEQ 1D NO:19)

BAMTQSPATLSVSPGERATISCRSSKSLLNSNGNTYLYWFLOKPGOSPOLLIYRMSNLASG
VPORF3GEGSGTDFTLTISRVEAEDVGVYYCMOQHLEYPFTFGAGTKLEK
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Figura 13

> H1 HD37 (SEQ I NO:20)

TVALVESGGGVVRPGGELRLECAASGYAFSSYWM NWVRQAPGKGLEW IGQIWPGDGDT
NYNGKFQDRVTITADESTSTAYMELRSLRSDDTAVYFCARRE i TTVGRYYYAMDYWGQGT
LVTVES

> HZ HD37 (SEQH D NO:21}

QVQLVESGGGLVEPGGSLRLSCMSBYAFSSWVMNWVRQMPGKGLEWMGQiW PGRGD
TNYNPSLKSRVTITADESTSTAYMELSSLKAEDTAVYFCARRETTTVGRY YYAMDYW GQGT
LVTVSS

> H3 HD3Y {(SEQ 1D NO:22)

OVQLOBSGPGLVKPSQTLSLTCAASG YAFﬁSYWMN&WHQAPGKGLEWMGQIWPGDGDT
NYNGALKSRWITADESTSTA":’MELSSLRSEDTAWFCARRETTTVGRWAMBYWGQGT
LVTVES

> H4 HD3T (SEQ 1D NO:23)

EVQLVQSGSELKKPGASVWS‘SKASGY&FSSYWMNWVRQAF’GK.GLEWVAQ WeGDGDT
NYADSVKGRFTITADESTSTAYLOMNSLRAGD TAMYFCARRETTTVGRYYYAMDYWGQGT
LVTVSS

Figura 14

> L1 HD37 (SEQ ID NO:24)

DILLTOSPATLSLSPGERATLSCRASQSVDYDEDSYLNWYQOKPGQPPKLLIYDASNLVSGH
PRRFSGSCSGTRFTLTISRLEPEDFAVYHCQQSTEDPWTFGGEGTKLEIK

> L2 HDAT (SEQ 1D NO:25)

DILLTQSPSSLEVTPGEKY TiTC-RASQSVD?QGBSYLNWYQQKPGQF’PKLUYDAENL\fESGi
PPRFSGSGSGTDFTLTINSLEAEDAATYHCQQSTEDPWTFGGGTKLEIK

> L3 HD37 {SEQ ID NO:26)
DILLTQTRLSLPVTPGEPASISCRASQSVDYDGDSYLNWYQOKPGQPPKLLIYDASNLYSGI
FPRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGYYHCQASTEDPWTFGGGTKLEIK
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Figura 15k
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Figura ¥¥
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Figura 18

> AGT HLIOE (SEQ 10 NOEH

EVOL VT GRS GEI L AP TEYVIRINVRGAPSBES

R Y NI ERY
REKFOERVYISODKBISTAY MELSELRSEDTAMYYARG TY Y YOBRVEDYWORGTLVIVES
= QT ML 550D NOSE

EVGLVESGOGLVKPOOSLKLBCAASEY TR IR VWA VROAPGK OLEWIGYIND YNOGHKY
HERFOGRVTISSDKSIETAYRE REL RS EDTARYYCARG TY Y YO BRVEDYWG GG TLVTVSS

» 46T ML [SEG D KOOSR

EVOLVESGOALVKFEGSLKL SCAMSEY TR TS YVMHNVROAPGKLEWIS YINFANDE TIY
NEKFOORVTISSDKSIETAYMEL SELREED TAMYYCARG TY YYGERVENYWORETLVTVES

* AGT HLTE (SEQ D RO

CEVUVERGARU M PGI LKL BCAARRY TRISY VMW IRGARQKGL BB YIP Y NIGTRY

MR FOERVTIR DR ST AT MEL B R BB DTAMY YOARGTEY YO SRVENYWECRITIVTVESR
> SET HL Y (S8Q D ROAY

BV VES GO OL VRGOSR SCAM S Y TR TS PRIV RDAPCK G LEWIS YRP YD TIY
&ﬁ&ﬁ%ﬁ\*‘%\ﬁ TORE ?@*&Y‘ﬁ%‘&3&}&&"&&&?&&%“?{‘&%{3éW\*‘M\W"&%’&»@@?&W\*&&

> SOT HLH BBGHD NOER

ARk TR e R Wﬁﬁiﬁmﬁﬁﬂgmﬁﬁ*@ﬁﬁ&%&@& EVEG ?&WW&?& ”f
KEHEFOURUTIN I RISTAY R L S e S TRV

> AGT HL162 {(SEQ 10 83y

EVOLVESGBOLVKPRESLELSOAASEY TR TS VVMHINVROIAPGRGLEWIB NP YNDGRRY
NERF DGRV SO SIS T AYNEL S 8L RSB D TAMY Y CARG TP Y E TRV DYWOOG TUVIVSS

» 45T H1A9S (SEQ 1 RO}

EVOLVESSGH VERGESLKLBCAAREYIF TR VI IARGAPGHEL BWISYINEYROORRY
N R T SO S T A Y M SR L R S T TARY YDA RE TY Y YO TEVRDYW RGOS TLVIVES

= A0F HL 108 [SEQ i 8Osy

SVCH VESEROLVERGOIBL L BUAASOY TR TR Y UHHWRDARSRGLEN IR YINRYRDGRRY
NERFORRYTISSOKSISTAYMEL SSLRSED TAMYYCARG TYY YO TRVEDYWROGTLVTYSS

* ST M0 SEQ D RO
EVOLVESCOGL VPSR RLSCAA SO Y TR IR YUMEIWIRQARGRELEWIGY INPYNEG TRY
NERE ORIV TS DN SIS LA YR L R RS E DT AN Y Y CARGTY VY G TRVFIYWO OB TLVTYES
= AGT HLR {SRQ D ROUN

EVOLVE SO R G VPO O SLEL SCAARGY T TSYVRIWYROAPEKGLEWIS VINPYNEG TRY
NERFOGRVTISEDKSISTAYREL S8 RSEDTAMY Y CARG TYYY O TRVEDYWOOS TLVIVES

467 HEZ08 {SEQID N

§=‘~*<‘wwxmﬁmﬁmmx LSO AR Y TR TEVV VRO ARGR B WG VIND YRS TRY
N R T S T Y M L R R T A VAR T Y P TRV VGO T VT VES
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Figura 18 {Continuaglo)

* GOT L0 (BEQ D NQL3Y)

| EVOLVESGOBLVKPRGSLKLSCAARG Y TFTR YVMHWVROAPSK GLEWIGYINPYRER TEY
. NERFQGRVTISSDRSISTAYMELSSL REEDTAMYYCRROTYYY O TRVFIYVWEQGTLIVIVES

> BT HIER (SEQID ROWO} -

BVOLVESOORL VRPEOSL KL ST AR SV IR S Y UMM ROARICCLEWIG VINRYNDO TR Y
NEXFOCRYTIBEOKBISTAYMEL SBLRSEDTANYYCARGTYYYOT RVEDYW QUG TLVTVRS

» GRT HLHD (SEQ 0 MY

EVOLVESGOOLVKPOOSLILECARSGY TR TR PUMMWVRDAPGRGLEWIG YINPYNDGTRY
NERFOORVTISSDRSITAYMEL SSLRSEDTANY YRARS TV YGLRVEDYWEQGTLVTVES

2 40T HLEE (SEQ W NOR

EVOLVESGOCLVK PG SDAARGY TR TE Y VMW VRGAPCROUEWIGYIRFYNDOTRY
RERFQERVTISSOKSETAYMELSSLRSEDTAMY YUARETYY YOS EVRRYWROGTLVTVES
> 4GT HLES (3RO BGER ‘

EVO VESGOGLVKPGRSLKLECAASGYTFTSYWMHAVROAPOKGLEWIG VINPYNDGTIY
NEKFOERVTISRORSINTAYHELESLRSEUTARMY YRARST VY YRASVRDYWEQGTLVTVES
> AGT HLTE (SEQ D Nhda

EVOLVESORBLVREROSLRL BOAA G P TR TSV MW VR AP GRBLEWIR VINPYNAGTRY
NEKFOGRVIISSDK SIS TAYMEL SOLRSEDTAMY Y CARS TYY YGERVEDYWROGRTLVIVES
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Figura 19

S A0T LU BRQHID NS
DIVHTOSSATL S SPOERATL SURSSKSLLNERENTYL YW FOOMPORSPOLLIYRVSMAS
GUPORE SSRGS TR TUT IS LERR DR AVY YORGMLNYSFTRGAGTRUE K
* SOT DL 38Q D NDuS)
DM TORPATLSL S P ERATLACR S SRR L MENONTYL AR FGRKPSRERRLLIY RIS
SAPRRFEGEGRGTRF TLTR QL EFEOPAY VIO EYPRIFRAGTHLER
> AGT LI {SEQ D NG
CHVMTOSRATL AL SROERATLBCRESKSLINVRBRTYL PP RGP RO T LY RSN NG
GURDRFIISGSETEFTLTINSLEFEIR A FOMMHUE Y RE TR EA G THIEK
FAST AN g“gm 0 m}:&a}

. gg&;&f*‘{} 3 -
QPR §wmm‘mwwmkw&wwﬁ wszmﬁvm\*ﬁmmi B

* AT L1 (SEQIDNDNY

THVMTOEFATLS SPRERATLECRERABL LNSNENTYLYWRQUEPOURPLUIYRRING
GUPORFSGEOSS TEFTL NS SLEPEDFAVY YCMOHLEYSNTFGRGTRLER

2 SOT LT AN (000 10 Ny

TP A TS P G A T SR S NN GV YW S UK P RO POLLI R B NS
GUPLEFSGRORS ’M?‘mmmmx}ﬁ&mw&m&wszm&s@mm

DARSTOSRATL ML SPOERATLROR S SRS CNSNONTYL YW RGOIPGOSFQULIVRMEN AL
SRR ENE R G TR TLTI S EREDP AT IO B YPNTRRAGTRILEK

* SOT LLIAS {SRG D NOSY

DM TOERATL S SPOERATL SUR S SR NSRRI L YW R GRE P GOERRLLIYRENLAS
SRR RS S TEFTL TS EREDFAVY YOMOM R EYPITFGARTRLER

* ST L1 1S 1RE0 1 NCSY

DI TRSFATL SLEPOERATLRCHASK SNV
SVBIRFRSESETEMLY mmm&w&mmmhmm T {m:"m &*i\

AT L1 A4 {BEG D NOB

DRAMTOAPATL 8L SR ERATL A LRSS ONSNEN TYLYWHOGK RS OIP G LY RMSNLNE

GVRDRPACIRG TEFTL VIS S EPE A VDG EYPNTRFGAQTRLER
2 A0F L 40 (BRQID NI

TP A T AL EP O ERATL R OR S S LN SN TEL YW F QORGP QLAY RS NS
QUPLRPERBAIRTEFTLIBELEREDFAV PURGLEY PITFRAGTIER

» 4QTLLER {@EQ i OSSR

EHVMTOBMATLRL SPGERATL *‘KYR@SK&Q CUNENT YL PR QORPGHSPOLLIRMSNLAG
: Q‘ PORFSGSRSRTEF L TIRSLEFEDFAVYYEMELE VPR TF GAGTRLEN
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Figura 19 ' {Continuagde)

SA0T LIS {REQ D ROET

DIVMTUSPATLSLSPORRATLECRESKSLOMUNON TYLYWROQUKPOQSSOLLIVRMENING
‘ f@ﬁﬁ?‘%&&ﬁﬁﬁf&ﬁ?@&ﬁ’ PEDFAVYYD MOHLEYPNTFOALRTRLER

> 4G7 L1155 (SEG 1D N8y

C DIMTOSPATLSLEPGERATLECRE SKELONVRGNTYLYWERURPOOSPOULLIVRMEMNNS
GVPDRESGECEBTEFTLTISOLEPEDFAVYYCMOHLEYPITFGATTIRLEK

> 467 L1ASH (SEQID NO:58)

DNMTOSPATL SLEPGERATL SCRSSRELONVNANTYLYWFQORPGOSPOLLIVRMBNLNG
SRRSO S TR TL IS L B DR AVY Y CNMORLE Y MTFSASTRLEIK

» SOT LAI8Y (SEQ 1D ROBG}

ORMTOSRATL S S PO ERATL S O RS SR ONVNSKTYL YW ROOKOG QSR LIVRIASML NG
VPR RGSR S TEFTL NI SLER R AVY YOMORL B YRI TR GAG THLER

40T LIS (SEO D HOSY

GIMTOESRAT L’i&iﬁ%&%ﬁ&ﬂﬁﬁ%ﬁﬁi ONANANTYLYWFOORPGUSPGHUVRMSNLNG
SVPDRFSGOGEGTEFTLTISSLEPEDF AV Y CRMOHLE YPITFEAGTRLEN

5 4OT LLISS SEQ I NOED

DIVMTUSFATLOLEPGERATLECRESKELONANSNTYLYWEQUKPGOSPOLLIVRMSNLNG
GVPEDRESG SO SG TEFTLTISSLEPEDFAVYYCROHLEYPITFGAG TRLEK

» QBT L4184 (BEQ D NOSR

CITORPATLALEPGERATL SORESKSLONANGNTYLYWEQOKPGQAPQULIYRMENL NG
GYVRDRFRGEGRCTEF L TIS L EREDFAVYYCMGHLEYPITFGAGTRIEK

> 467 LAY {(SEQID MO}

SIVMTOSPATLSLSPOERATLSCR BSRBLLNSNGHNTYLYWFOOKPGOSPOLLIYRMENLAS
SVFDRFSGEGECTERFTLTISLRPEDFAVYYCARIMLTYPRTFOAGTILEK

> QT L1.19 {SEQID NOES

OIVMTOSFATLELEPGERATLACRBSRBLINSNGNTYLYWFQOKPELSPOLLIVRMENLAS
GVPDRFEGSGSETERFTLTISSLEPROFAVY Y CRIGMUYYPFTFQAGTRLEK

> 467 L1.26 {SEQ D NO:SS)

DIVMTOSPATLSL SPQERATLOCRS SRELONSNGHNTYLYWFQORPGQEPOLLIYRMENLAS
GUPORFERGBEBCTEFTLTISSLEPEOFAVYYCMOHLEYRFTFGAGTRLEIK

¥ #G? i‘;? 3 {ﬁﬁ%‘a‘ §{§ &Q\m

SVPDRFEGSG s\mmmsmpmsmwmmﬁ EYPETROAGTRLEIK
> SGT LAY (SEG 0 NO:BY)
SMTOSFATLSL SPGERATLSORESKSLLNRGNTY LYWFOOKPGOSPQLLS YRMSNLAS

L GVPHRFEGRGSCTERTLTISSLEPEDF AVYYOMOHLEYPFTFEAGTRLEIK -
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Figura 19  {Continuagio}

» 4G L1468 (SEQ I NOE -

Qi\*’ﬁﬁ'&&?&ﬁﬁiﬁ’@&R&?L-SGRSSKSLL%S&@?ﬁWL?WF&QWQSW&ﬁR&&M&Aﬁ
GYPDRFBGEGSOTEFTLTIRSLEPRIFAVYYLMGUEYPFTFGARTLEK

* SOT L1 (SEQ 1 NOTR

DMTOSPATLSLEPOERATL %R&Sﬁ&&NﬁﬁGVWLW‘»‘F CQEPGOSPOLLY IYRMSGLAR
GYRDRFEGSQBETRFTLTISSLEPEDFAVYYOMOHLEYPFTFGAGQTHLEK

» 47 L1L.5S (SEQ 10 RO

CRMTOSPATLSLSPOERATLSORESKSLUNSRGNTYLYWFOGRPEOSPOLLIYRMEYLAS.
GVRDRFERSGEETEFTLTIRSLEFEDFRVYYCHMOMLEYRFTRGAG TRLER

S 0T L1562 (SR NI

DIVMTOSPATLSLSPOERATL SURSEKBLLNSNGNTYLYWFRQOKRGQEPOLLIYRMENLAS
GVPORFECSERGTEFTLTISSLEPEDFAVY YCMOHLEYPITFOAG TKLEK

» 407 LL.EY (SEQ ) NOTY)

DIMTOSPATLBLEPCERATL SCRESRELLNINON YL YWFQQUPGUSPOLLIYRISMLAR
GUPDRESGRGSGTEFTLTISSLEREDEAVYYOMQORLEYPVIFOARTRIEIR

» 407 LLEB (SBQ D w»n}

@WE}RY& SS&&Q ?‘53 F‘?‘i ?iSS&E P‘E& F&\?W&MMEYMW QAG TK&&K
> 407 LB {SEQIDROTY

SR TORPATLELEPGERAR SCRESKSLLNSNGNTYLYWEOOKPADSFOL YR AS
GVPDRFSGECEGTRFTLTIS N EFEDFAVYYOROHLEYPRIFGARTRLEY

» SOT LLBO (SEQ 1D NS

DVMTOSPATLSLEPGERATLSCRESKSLLNSNGNTYLFWFOORPGOQEPOLLIYRIMSNLAS
QVPFDRFSEEOSCTEFTLTISSLEPEDFAVYYCHMOHLEYPFIFBARTILEK

* 307 VLS {SEQ I NI

DRAITOSPATLSLOPRERATLSCROBKALLNONGHNT YL YWEQURPGQOPOLUIYRMUNLAS
ORGSO TERTL TS EFEDFAVY YO MO EYPFTFOAS TILER

> EGY L8R (REQID NG
DRMTOERPATLELSPGERATLSCRESKSLINSNONTYLYWRFGQUPGUSPOLLIVRMEMLLE
SVPORF SO S SOTERFTLTINSLEPEDFAVIYCMOMLEYFRTRGASTRLER

» SOF LL05 {SEQ YRGS

DRMTOSPATLSLSPGERATLSCRSSKELLNSNONT YL YWFQCHPROSPOLLIVRAMENLNG
QUPDRFSGERESETEFTLTISSLEPELFAVYYCHORLEYPRIFGAGTRLEIK
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Figura 23 {continuagdo}
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Figura 23 {continuacio}
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Figura 25

PG

A

ez

Contrado
negative

i

ATy Ry AR

RO

| Humano

ooy
Ry

S0

Riseus s

§
i
H
§

o
¥

SRR

£
2%
Tt ok
L m & I
o4 \%

Macaco Cinomoigoes

Controls
nagativo

L A e O L A PN O B NI

R e

Xnah™
anth ODg

Lang

Andi-Chl g
huarard rashy

B

: ot
- 2w
3 o w\uv.
! i o,
| Z R
s g%
i
oo 9
4 ”
L e : 575k
ot o 4 N
4 @ o= P

Macacy Rhesus

yiligteniah

o i g S S
i




31/47

Figura 26
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Figura 27
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Figurs 38 {continuapio}
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