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A PRESENTE INVENCAO TEM POR OBJECTO MEIOS E PROCESSOS FARMACEUTICOS PARA A
PREVENGAO, TRATAMENTO OU MELHORIA DE LINFOMA NAO HODGKIN DE CELULAS B (LNH
B), INDOLENTE OU AGRESSIVO E LEUCEMIA DE CELULAS B, COMPREENDENDO A
ADMINISTRAGAO DE UMA ESTRUTURA DE ANTICORPO DE CADEIA SIMPLES, BIESPECIFICO, A
UM INDIVIDUO QUE DISSO TENHA NECESSIDADE E UTILIZAGAO DA REFERIDA ESTRUTURA DE
ANTICORPO DE CADEIA SIMPLES, BIESPECIFICO PARA A PREPARACAO DE UMA COMPOSICAO
FARMACEUTICA PARA A PREVENGCAO, TRATAMENTO OU MELHORIA DE LINFOMA NAO
HODGKIN DE CELULAS B (LNH B), INDOLENTE OU AGRESSIVO E LEUCEMIA DE CELULAS B, EM
QUE A REFERIDA ESTRUTURA DEVE SER ADMINISTRADA DURANTE PELO MENOS 1 SEMANA,
EM DOSES DIARIAS ESPECIFICAS. ALEM DISSO, A PRESENTE INVENCAO TEM POR OBJECTO
ESTOJOS QUE CONTEM UMA ESTRUTURA DE ANTICORPO DE CADEIA SIMPLES, BIESPECIFICO
PARA SER UTILIZADO DE ACORDO COM A PRESENTE INVENGAO.



DESCRICAD

MEIOS E PROCESSOS PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS
TUMORAIS

invencao tem por  obiecto meios & Processos

farmacéuticos médicas, imunclidgicas, em

anticorpos, em garticular, estruturas bilespecificas de

nente, A presante

por  objecto  meics &  processos  farmacéutices  para 0
Lratamento de linfoma ndc Hoedgkin de celulas B (LNH B),
indolents ou agressivo e leucemia de células B, meiocs e

Tue envoeivem a adminilstracico de anticorpos

Processos esses

hisspeciiicoz de cadela simples. A presente invengioc também

Tem por

a utilizagéc de anticorpos bLiespecificos de

21a

vara ¢ fabrico de medicamentos para o

atamento de linfona

Hodgklin de células B (LNH B,

indolents ¢u agreszivo & leucemia de células B,

As teragduticas & base de anticorpes =do

utilizadas no tratamento de doencgas humanas. Esses regimes

atamento normalimentsa  ino.

balus®™ do agente terapéutlice constituide por

nomeadarnente miltiglas injeccfes com uma deose alevada e

normalimente intravenosas {(i.v.} de anticorpoes, distribuidas

intermitentemente ao longo de todo o de tratamento

de acoerdo com o Webster's Onliine Dictionary, a

balus®™ indica uma unica doss de um farmaco normalmente

injectade num vasce sanguineo, &ac de um periode de

Tempo curto; ver também  www.nlm.n

Loov/medlinepl

www . pheenixb.org/glossary. Por exemnplo, ap




\

repetidamente rituximzb {(rituxano), um anticorpo monoclional

anti-~CLRZ0, para o tratamentce de linfoma

células B {(LNH)Y de CD20+ clicular ou

N N N S e T e m o o~ — Nty e 2y e P - S Y
rafractaric de bhaizo Sral, Ccom dozes selitanals, ao 1 Onge e

S ol S

zemanas {(Ghiefmini M., J. Clin. ©Oncol. 2004y, Os

4]

Jelos de 1nfusio de bélus foram também descritos para

uzumal, um anticorpo monoclonal anti-CDH2 nhumanizado,

e a Linf ica cronica {(O'Brian, 204 9g,
I—63%, {herceptina, antlcorpo —Herd) eam

cancro  da  mama  com metdstases,  gentuzumab {misliotaryg,

AnTiCcorpa emn leucemias mieldide aguda {LMA)Y,

alentuzumal -CL523 e leucenmis

anticorgo

iinfatica

anticorpo

células B O(LNHY oe D20+ folicular ou reincidente ou
baixo grau {para revis ver Cersosimo,

2002, Am. J. Health-Syst-k

MoNoCLo

aplicado sob a forma de

& carga
emanas wmais tarde, de 100 wmg d1.v. de 28 em d¥ dias

T iy i AN AN Ny e . PR i i B oAy T £ A -
Kowar, 2003, Cancer Invest., 7, 177-84). Um fendmeno

comum  observads na  teragdutica com anticorpos € a

ocorréneias  de efeito: SaCUn: L5 clionados a

COCing

O SLC & uma complicacio imediata gue ocorre am

corpos gque se ligam a céelulas T.

s TN e ey .S =y s e G ] RN P s .
O SLC tem gido associade & activacgéaoe de T/ncnscitos

activacdo da cascata do complementao.

mediades através da parte Fo  dos
anticorpes que 3o capazes de reticular células T e csliulas

moenonuclieares & activar o complementc. A

iy o 3 B S < S SO, NI,
A sintese do factor de necrose do

Aatril



e interferidc gama, em resposta 2

e NP PR TP, g F. ~ o
T opor OKTZ2. Geralmente, =s5ses

ag receptor da T, actiwvando

i citocinas

e e e ey e
ertacas pelas

activadas {tais comoe FNT sucinas (IL-

gamay  pro:

semelhante &

graves e por i

MLEeNsao, pPLISXia &
0

s doentes sentem—-se mulito indispostos, como se bLivessam

febhre slevada - na

G SLC & efectivamente um tipe de

febre nido infeccicsa. Dutros efeitcs secundirios descritos

52

. (S S, | - REa) _—— T 3 o s o A vy o e
a3BCCLATOS af e Sad fadigs, VOMLITOS,

ipertensio, &  dores de

SLC gu

Por exemelo

-tumor do anticorpo

de leucemia

da dose, 1sto

&, o aunento das doses, consegque-se por melo de uma dosagem
Trés vezes por semana, nscessdria para gue ¢ rituximab

vidade clini

com um efeltce significative,

~ A (—‘l -

tnicoe (Lin, 2003, Seminar COncol. 30, 483-%2).

3Te esduena de

inistracdo provoeca a libertacdo

alfa =

no [SEORAN

inutos apds ¢ inicio da respectiva

das

\v

199

9, Biood,

a toxicidade da infusdo com

apropriad

e  um esguema 42

20 Oncol,. 30, 483-

oy (O

Semir




Tamioanm

fo

ata

de

Bl
il

L CG

granuidcit:

simples

de

se  observoeu guands se spllcaram cutroes
anticorpoes, tal como anticorpos bilespecificos.

do anticorpo viegpacifica

T
FE O

~Her-2/neu)

ant.i gamnd em

cancro da mama

al

vAwimos e 7 n 1_1 noTas
MaxX:1mos o€ PN PO,
o seguimento da de MDX-ZH Oa
de FNT al a correlaciol D5 com a dose de
oy - T N 5 N e
especifice aplicadas {(Repp, 2003, Br. J. Cancer,

Como

num estudo

csped

i

LILCO

moatn

desc

N

a ada

z libertacéc de aifa e I1IL-6 = & em
rageosta a  cada das de 20 inutos

maxima 4
anticor Qo

A pate
degimunizados

ciltocina

e

Sy A
Ci},) [

de cadela simples.

Ligantes

dog hor

indg




Ten Berge et =l., 1996,

degcreve estudc gue  envi

anticorpo

ective deste estudoe foi

tromboembdlicas conheclidas Dor estaram associadas a

administracdc de OKT3 dependem <da maneira como  e2s5ta

molécula ¢ administrada,. Geralme

OKT3, por via de uma infusdoe conti tolerada

simples de bdlus

do oque a infusi

A tanmbém tem sido descrita na técnica
antericr ralacionados CON

anticorpes., Pory exemplio O anticorpo monoclor
& i 5 ¥

ievandao a toxicidac com

pradomin {Alpaugh, 1298,

Mad., Oncol., 15, 121 . A infusdo cont
48 h, em duas infusdes de 24 horaz de um  anticoerpo
monocional humance Igh, especifica para o ganglidsidoe GM3,

com melanoma com  metist

efeitos secundirios, dur

istragas e

Cremamente elevadas ©o

@ COns um efeilto olinico,

PR

nomeadamente na ordem de gramas de anticorpo.

N A
Além

3

disso, aplicou-se um anticcorpo ilespecifico anti-

de murine a

Chle x anti-CD34, gue fol gproduzidoe como

partir de hibridomas hibridos, em diferentes sazqgus

e doentes com doenga de Hodgkin {Hartmann, 20481,

Clin. Cancer Res., ,  1873-1881). Este anticorpce activa

ANT i e o . ey of P e N Y RN PENEIN v ~3
AN {assassinas naturais, em inglés NK) por via da

f\
:
A

L3
jo5
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=
.
O
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a CDh16 {receptor III de Fe



1nIusoces C«

P T Ao . ~ -
ome infusfes de 1 h, naéc. A
C1Corpo Llegpecifico, por usao, fou

da 4 wverzes 25 mg numa

.na humans a 5 %,

siucio de

Apss a infusio

nto com o anticorpo

Relehaele

concomitante de cito

guantidade e/ou do estado de activacgdc das células

eifgctoras

an

100 mg

Terapéutica de sucessce e com uma ampla aplicacio, com

anticorpae coificos, & ident

itada

clinica consideravelmente aumentada por melo de 3

JE D
SOSes

aunento

orps b 2 Z) um aumento

mento.
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e acordo com lsto, € necessidria a redugic
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Constitul por isso um obiecto da presente invencao

providenciar melos & ProcCE&ssos farmaciuticos rara

N

terapéuticas clinicas & base de anticorposg, ocom wm maicr

de toleréncia por parte do doente. Especiiicamente,
constitul wn obiscto gque esses melos e processes permitam a

retengdo madxima daz bicactividade do anticorpe administrado,

ao mesme tempo gue se minimizam os efelitos

devidos a hts

adversos e indesetavels azta administracio.

A presente invengido tem por obdecto a utilizagic de

uma estrutura de anticorpoe Lilespecifico de cadeia simples

2

rara a preparagido de uma composicdo farmacéutic

pravencio, tratamento e melhoria de um cancro ou de  um
cumor @dlido ou ndo sdlide, em gue a referida sestrutura de
anticorpo biespecificc da cadeia simples serd

permanantements adminlstrada por um periodo de tempe mals

ONgo.

De acordo com isto, um primeiro aspecto da presente
invencdo providencia a utilizacdo de uma estrutura de
anticorpo biespecifico de cadeia simples para a preparacao
de uma composicdo farmacéutica para a prevencao, tratamento
e melhoria de linfoma n&o Hodgkin de células B (LNH B)
indolente ou agressivo ou de leucemia de células B, em que
a referida estrutura de anticorpo biespecifico de cadeia
simples compreende dominios de ligacdo especificos para CD3
humano e CD19 humano, em que as regides varidveis de cadeia
pesada (Vp) correspondentes e as regides varidveis de
cadeia 1leve (Vy} estdo arranjadas, por esta ordem, do

terminal N para o terminal C

Vi {(CDL %) Ve (CDLSY =V (CD3) =V (D

L
e
o~
0
{53
f ]
=
i
N

[N
e
~

NO.:

al

L

i
Vp {CDISY -V {(CD1 2} ~Vp {(CDR2)y -V, (D3} (S

ey

ID NO.:

iy
—



Vp {CDLSY -V {CD3) ~Vp {CDLYY -V, {CD19) (SEQ ID NC.: 6) ou

Ve {CD3) {(SEQ ID NO.: 3
2 em gue a rveferida estrutura de anticorpo biespecifico de
cadela simplies deve ser administrada durante pelo mencs 1
gemana, numa doss2 didria de 10 upg a 80 ug por metro
guadradoe da sugerficie corgoral do  doent 2 aem  que &
refern: dose didria deve ser administrada zo longo de pelo
meEnos 5 h.

A presente memdria descritiva também descreve um
processo para prevencao, tratamento ou melhoria de linfoma

ndo Hodgkin de células B

leucemia de
administracao
uma estrutura
um individuo
referida
simples
humano e CD19
(Ve)

cadeia leve

pesada

ordem,

TLACDLS) -

estrutura

contém dominios

correspondentes

P
{V1.)

(LNH B), indolente ou agressivo ou

células B, compreendendo esse processo a

de uma composicdo farmacéutica que compreende
de anticorpo biespecifico de cadeia simples a

com necessidade desse tratamento, em que a

de anticorpo Dbiespecifico de cadeia

de ligacdo especificos para CD3

humano, em que as regides varidveis de cadeia

e as regides varidveis de

correspondentes estdo arranjadas, por esta

do terminal N para o terminal C

N[Oy Y
NO.s 23y

Vp {CDL2; -V {CDLY) -~V (CU3) -V {CD3y (SEQ TID NO.: 4},

Vp (CDLO} -~V {CL3) -Vp {(CD19) -V {CD19) {(SEQ ID NO.: 6) cu

Vp {CDEy =V {CD3y -V (CUL9y -~V {(CD1S) (SEQ ID NO.: 3%,
e gue a referida estrutura de LCOrPo e
cadela simples dave ser administrada durante pelo mencs 1
semana, anuma  dos didria de 10 a 80 po por metro
cguadrado da superficie corporal do  doen e em gue &




referida dose didria deve ser adwministrada ac iongo de pelo

menos 5 h.

Também se descreve aquili um estojo que compreende uma
composicdo farmacéutica para a prevencdo, tratamento e
melhoria de 1linfoma n&o Hodgkin de células B (LNH B),
indolente ou agressivo ou leucemia de células B, em que a
composicdo farmacéutica contém uma estrutura de anticorpo
biespecifico de cadeia simples compreendendo dominios de
ligagdo especificos para CD3 humano e CD19 humano, em que
as regides varidveis de cadeia pesada (Vp) correspondentes
e as regides varidveis de cadeia leve ({(V.} correspondentes

estdo arranjadas, por esta ordem, do terminal N para o

terminal C

Vo (CI19)Y —Ve (CD19Y —Vp (CD3) =V, {CD3}
Vp {CDLS) ~Vy (CD1%) —Vp (CD2) ~V. (CD3)Y (SEQ ID NO.: 4},

Vo (CD123 -V, (CD3) ~Vp {(CD19) -V, (CD1O)Y (SEC ID NO.: &) ou

e uma folha de instrugdes onde se descreve © egqus de
administracdc da estrutura de anticorpo biezpscifice de
cadela simples e gue compresnde a administragdc durante
pelo menocs 1 semana, numa dose didria de 10 pg & 80 @y por
metre guadrado da corporal do doente & em que &
referida dose didrd administrada zo iongo de pelo

menos § h.

Outra modalidade da presente invencédo estd relacionada
com um estojo para ser utilizado na prevencdo, tratamento
ou melhoria de linfoma n&do Hodgkin de células B (LNH B),
indolente ou agressivo ou leucemia de células B, em seres

humanos, que compreende a administracdo de uma estrutura de



anticorpo Dbiespecifico de cadeia simples compreendendo
dominios de 1ligacéo especificos para CD3 humano e CD19
humano, em gue as regides varidveis de cadeia pesada (Vp)
correspondentes e as regides varidveis de cadeia leve (V:}
correspondentes estdo arranjadas, por esta ordem, do

terminal N para o terminal C

(SEQ ID NO.: 23,
1OV -V {CDAY -V, (CD3)Y (SEQ ID NO.: 43,
3)-Vp(CD19) ~Vo (CDLYY {SEQ ID NO.: &) ou

=V {CDL2y Ve (CDLYY (SEQ ID NO.: &8},

ser administrada

deose diaria de 10 ug a 30 pg por metro

superficie corporal do e em que a

didria deve ser adwministrada ao longo de pelo

mencs & e em gue ¢ referidoe estoio ¢s seguintes

i de 140 ug o a

anticorpo biespecifico

T S . Oy 3 e
G NeLon gara Cs comeonent

forma facllitem a tol

A média da area da s um doente é

agui iculada  no contexi: dc grocessc astaic O

ublliizagio, de acorde com a presente

. P T —~ ] 7 . ~ .2
cervaloe de 1,7 38 Z,Z2 o wh,

Zom cagem, o esteio da presente  inwv:

¢80 ainda

contém, eventualmente {(a) tampdes de reacgdo, solucdes de

10



armazenadgen

da invencido podem s2r emb

imente em frascos ou garrvafas em combinacio ou am

unidades com wn ou variocs conteudo C fabrico deos estodios

segulu procedimentos perfeitamente normallzadces gque sa&o

A A e s iz i v o Pl . o
conhacidos dos especialistas nesta

Para avaliar a seguranga e a de tolerinclia

biespecifice de cadeilz simplez anti-CL1Y x

anti-CD3 {bzcilDl1%=CD3), tal como e descreve adqui, e}

comeosto serd adminidst cor meic de uma infusdo continua

a longo prazo, a dois doentes com recidiva de linfoma

Hodgkin By, Ao primeiro deenta $1d0
SJiagnosticade um linfoma folicular 2600, Embora este

leler=)
Nl o

no passado, tenha sido submetido a varias quimic—

imunoteraplas, contudo & doenca progrediu. Apds

com uma estrutura de anticorpoe biespecificoe de

cadela simples anti-CD19 = anti-~CD3 agul descrita, de
acordo com as utllizagdes e os aqul indicados, a

mas também conseguiu-se, pela primeira

guandao 250 ooen

TN
recebh

de antico:

hiespecifiico de cadeia

ant1-CD3 x anti-CD1l% aocui

des

.
AT

Crit

L

PR

nivel de dose de 15 upg/m /24 h, sob a forma
cde uma infusiZo continua, Surante 4 semanas, ¢ tTratamento

foi bem tolerado, isto &, ndc se observaram efeltos

e oy ot 4 0 RN - e
adversos  si gan ificativoes. L amento  Caugcu

o

forte activagido e expansdc de céinizs T. As células

com um f« citerdxico predominantemente tem em conta a

2lulas T CRET. A activaclc =2 a proliferagh

T foramw induzidas no tumor por meio de célul;

11



comportands a

dels simpl

Cratamento

durante

-~
Lo

eliminar totalmente as cél

—-~./~;

140

a sua actividade

\_.C

linfoma. Numa reavallias

Uma recuac CiLara daas

com a avalla

1

&
(j_.;:_.\

inuicido da sc

linfoma de

dizgnost

icado

BEILY 129

(S

Y
R

de anticorpo biespacifico

acordo com ©s

presente invengis pela

o
iy

Terapéutica com sucess

o)

segundo

e

oua
e

L determinacio

3 tumorals de

et ros

referéncia,

computorizada
[Rhty
Nos 7

doents

e la

o que

anticorps  bi-

anti-CD2 x anti-CD192, tal como

das wgens das

rida estrutura podse

circulacaoe (linfoma)

fUuLias  de

=
(-

ament.o, observou—-se

linfoma, de acordo

LNH: diagn

Y
NS

para

do produto (5DP), d

Ao i G

de 58 %, correspondendo 2

i J_C:LQJ.Q d&

18T

histdria da doenga,

fol a 7

< \,(J _‘LI‘\F po}

s Ass1lm imunotere

demonstrar nenhuma

@

deste deoents com uma estrutura

de cadeia simples anti-CDLY x

farmacéuticos

~

mals

Cion

seguls

da

i linfoma.

sido

rainen

om 15 oug/mT/24 hoda estrutura de anticorpe biespecifico de
cadela simples anti~-CRLY% x anti-CD3, agui descritz, durante

1 i D SCran

compleata

e medila

NAC:

aelimi ao

consistente com

LUMea

gque & dificil de

12



convencional.
-0 uma clara

Cicou-8e uma

diminuicgido de 57, foma

a uma resposta

YD G

5.;)

TUMOY .

As expreasies Fanticorpo

IR, B
Cadicla

e/ou

Um "ligante

Com e

liga o©s domi

exemplo, um anticorpo

ser uma estrt

mente a wm antigénio separado e ligada a outra

através de um

acador  ain

S EF et N 2 e et ~‘ PRV R 1o e o
infericr a 10 amincdcidos) de pol modo  que

dUb]ﬁQT“” Com (O3] Zells

gpacadores interposta existem como uma cadels uUnica

Qutroc exemplo um anticorpos

imples pode ser uma cadeia unica de

o vVariaveiz e

anticorpo, por

um  SCEv,  em que

sadas amad

13



2 1.C sendo este ultimo

(’L; N

de um ligante de polipéptide sinté
muitas vezes tratadoe por engenharia gendética, de modo a sar
minimaments imunogénico, ancora  permansacendo com uma

capaz de ae

resraténcia maxima & protedlise.

ligar especificamente a um antigénio particular e de se

O
,::
i8))
[
[
g)x
4
=4
0]
s

ligar a uma outra regili: do  anticorpo, por
exemnplc, uma regldo VP, capaz de se ligar a um antigénio

diferente do ligado a scFv. Ainda oubro exemplo de um

bieapecifice de cadeia simples pode aser uma
cadeia Gnica de polipéptido com guatro regifes varidveiszs de
anticorpe. Agqui, as duas primeiras regifes varidvels de

anticoren, ¢or

podem formar um sC¥v capaz de se lic

de polipéptidos contiguos, as regides

de anticorpos individuals, de uma especlificidads,

osamente separadas por um ligante sintét
de polipéptide, tal c¢ome descrite antes, em  que G

cgpectivos sclv po dem ser 3 epparados

egpagador curto de polipéptido, tal

ics ndo iimitativos de anticorpes bkiespecificos de

cadela simples, ssim como dos  processcs  @ara a sua

produgdo estéc ilustrados na WO 99/54440, WO 2004/106381,

RO

‘al como =ze utiliza agqui, CD3  humano® dica um

antigénio gus é 2xpressce em celuias T humanas come parte 4o

complexo de receptor multimolecular de células T,

consisgtinde o CD3 em cinco cadelas diferentes: CD3-épzilon,

14



3
=
e

6]

&

uma  active

T, tal como descrito

axprassio "um anticorpo biespecifice

se liga com  uma  das
L, Ao CDE humano®, come se

& uma estrutura

2
LD

capaz oe se ligarx

células T humanas & capas > 1lnduzir a

ol

lulas-

jo3)
b

o
m
==
3

CD32 do anticoerpo bilespecifico de cadeia zimples. & ligacdo

dJo  complexo de

células T, tal como @

na tecnica; ver, por

- T N QO /S RAAA N TRICS AN A ST VAR e . ot
axemplc, WO 89/54440 ou WO 2004/106321. De com isto

uma  estrubura ropriada  para  ©8  MeLOE &  ProCessos

coz da pres

eliminar/fazer a lise de ¢é s—alve 1n viveo a/cu Iin

PSS P SRR B . AT T oo
vitro., As correspondentes células

Saln um

ndc C03 deo anticorpo bilespecifico de cadeils

5% est mencicnada, &
Seg especificidadse & p: humano 14

)
<
UMa
VB do  anticorpo e Vi de anticorpo.

15



7 3 i 5 P R Ao v oy = .  r P S PR g S [ D
Variantes vantajcosas deste anticorpo biespecifico de cadels

simples v&c desde ¢ ferminal N até a0 terminal C.

3

Vo {CDLSy -V (CDL2y —Vp {CD3) -V, {CD3}) (SE{

&)
o
—i
T

NO,: 23

Vp {CDI2) -V (CDLY} ~Vp (CD3) -V {TD3Z;

—
!
3l
¥
s__i
b
=
-/
o
[
N
-

n o

Vp (CD3) -~V {(CL3Y ~Vp {CDLI3} -V (CBLG}

,—\
[#3
[=

e
I__,'
i

NO.: 2} ou

CLZYy -V {(CD3) -V {(CDLY} -V {CD1Sy (3EQ ID NO.: 3}.

14

Mais particularmente, dentro do significado da
presente invencdo, a expressao "especificamente ligado" ou
termos relacionados tais como "especificidade" deve ser
entendida como sendo caracterizada principalmente por dois
pardmetros: um parametro qualitativo (o epitopo de ligacéo
ou onde se liga o anticorpo) e um parémetro quantitativo (a
afinidade de 1ligacdo ou com que forga este anticorpo se

RN

liga no sitio em que se liga). o epitope qua &

ticorpo pode ser determinado, cowm

Ligado oy um

por ezemplo, pelz metodologlia SCAF, ELISA mapeamentoe do

i

epitcepe do lugar do péptido cu por espectroscopia d2 massa.

(n

A dintensidade de ligagdc do anticorpo a  um  epitopo

particular pods sexr arminada, com vanbagem, por axemplo,

por metoedeloegias conhecidas da Bilacore e/ou BLISA., Uns
combinagdo dessas  fécnicas  permite ¢ calculs  de uma
proporcdc de sinal:sruido, come uma medida representativa da

de sinal:ruldo,

a0
ruide representa a
cutros epitcens ndo
de interssse. Unmna
?pvovxr\ e Ay

A \\,C‘L

mas prelsrencialments de cerca de 30, para ¢ respacbivo

Q

por aexempls,

R N - PERR S
epitopn de interesse, coniforme

pror Biacore, BELISA ou SCAF, pode ser tomada <omo

16



gque ¢ anticorpe avaliado

de2 uma man

ira especifica,

especifico®., A expressiao "ligacio a/interacgdo com®™ Lambém

astar conform

Como um g

epitopoe es epitopo Linuo gue ste

invencdo, define-se

contexto da

“ormacional por  duas ou  mals

amincacidos seps

na superfici

epitoes conformacional/estrutural.

De acordo com a

W
o
i
l il
(&)
®
)
0,
(0]
I
FJ
<<
3
&)
O
8]
o

Aa e
\AQ JOLO NN

Zomg

ur fragmento de antlcorpo ou de um seu

N

‘53¢ na presente

engaon

-

eridas RDC & preferencialmente

mente a RDC2 da cadeia

derivados das RDRC

Contudo, oubtros

te, no  termo

17



O)

:L_-¢\,Oll e

SOmentos, antico:

ANT1COrROS, tars  como Lragme

scFv, anticorpos de ples,
wdificade gulmicamente de gualguer um destes,

irados de acordoe com &

invengio ou as cadel

podem ainda ser moedificados

técnicas conv

utilizandoe eliminagi

4o . ~ 1 - e e
a/oun recombinacdes

exemplo, WMo

Lacio e conhecidas

iscladamente guer em comeinagioc. 05

a introdugdn

gpecialistas nesta técnica; ver, ©ox

Cold Spring

al.; Molecular Cloni

edicio

Labhorator Y

o oo
N )r»/ [

grupo de

O come O grupo e peiip O
grupc de & constituido por moléculas com até 30

de anticorpo Cuo um seu

nente,

21301

e  Compr

RDC-P3.,

18



nem peéptidos ou

partes das moléculas de anticorpo

0 medificades por processos oguimicos/

bhicoguimicos O Processcs de  biclogia wmolecular. Oz

hecidos na

erm manuvais de  lakboratdrio  {ver

.7 Gerhardt ot al.;

General

Bactericliogy; ASM Prass, 1894,
Lefkovitas; Immunology Methods Manual: in laboratory manuals
{(ver Sambrock et al., loc cit.; Gerhardt et al.; Methods

for Gen

11 and Molecular Bacteriology; ASM Press, 1

Lef Jv-tu Im

nology Methods

nual: The Compre

Sourcehook of Pre 1987; Golemis;

teculary Cloning Manual:

Cold Spring

rbor Laboratory FPress,

elementcs na de aminc—

para a identilficag

acidos de 1 SAC conhecidos dos

‘o
C0o3 20 Varios

de laboratdrio {por exemplo, no

loc cit.; Miihavdt; Der entator:

Genomics; Spekibrum Akademischer Ver!

o referidos processos ests nplificados nos exemplos en

como  se  ubtidilzs

um  individ

biespecifico de

Youant ldads ez,  aob o pontoe de wvista terapéublco®

foi

cenda-ze uma dose gue produz os

administrada. A dose exacta dep

Como € conbhecido na técnica

19



ajustamentos

para a administragdo sistémica versus a iocaliizada 2

de  sande,

daoente v

particu

admin geral de saude e

nistrados

particui o tempe @ a via de

administracédc, o estado geral de saiude e cutrces fadrmacos

JUE conjuntamen:

Lipid no intervaio

contu

se podem cons

intervalo dos

BEpec

Tal como agul descrito, estudes preévics utilizavam,

se utiliza agul, refere-se a que &

interrcmpida expression

Finfus

prossegu

20



continua® refere-se a uma infusio

interrupgio.

acords com  istao, no

administrada eom randéncia.

inveng oS Tvarmanenta® e

Lizados COmo

v e
oS .

significade da invengao, a eXpressaon

o

velo mencs

"‘_Lt:f,'d eolifice

utllizade nos BUuLicos

com A presente trado continuvaments ao

COTEHO constante & sustentada, ao

neg melios < Lrocessas

invengao. Deve-gse evi

i¢)

introd

cadela unica, quer dizer, niéo  deve ocorrer 2

&c de uma transicio desd

TAado

a ser adminilst

istracac reguerida pelos  melos 2 pProcesscs

i N v T QY T
da prese

Carda con O

niztrado ou

necessarias e similares,. Desde que

ende interromplda”™

gque o anticorpo

doan

te, deve ser

CQon O

o bn

praticame

plane

21



com o5 melos e processces farmacduticos  da  presente

invencio. Especialmente preferidos sdo ¢s cendrios em que a

administragéc do anticorpoe L cadeia unica

ocorre ininterruptaments ou durante pelo

N

mencos 1 semana; ouw 2, 3, 4, 5, &, 7, 8, 9, 10, 11 ou 1

[¥5]

gemanas ou  ainda mals  tempo. Numa nodaliidads  mais

W

¢ anticor jela unica @

c0  biespecifico de

adminiastrado continuamente, ac longo de 24 h, durante 4 a

semanas.  Por

o
I
o
&

O
—
=
i
\}

-
-
-

L
0N

-

.

™.

.

{

-

-

{

—

=

il

O
~

ot

-
&

-

-
C

pode fazer—se apds o dos doentes
tratados apds uma administracio continua durante 4 semanas,
pode-se diagnoesticar uma respoesta minima ou parcial {tal
como  se define a geguiry ao tratamento com o anticorpo

hisspe cadeia Unica. Neste caszso, a

(ﬂ

continua pode s2r prolongada de modo a conssguir-se

resultade teragébutico ainda melhor, por

raegposta completa. A inuacidco da  administragdc  ndo

nterrompida do antlicorpo piespecifico de

maznelra dos melos & processos farmacéuticaos

e invengéao, por periodes de tempo mais  ilongos,

pressa

permite a activagdo wvantaijosa das céelulas T mencionada a

Segulr, para exercer OS5 3eus feitos durante um periodo
suf longo para depurar, oom vantagem, todas as

células doentes do corpo. Desde gue se @

velocidade de administragio nfo intervompida do anticorpo

ia unica, pode-ze continuar a aplicagio

terapéutico durante mails tempo, sem © risco de

secundarios preijudicials para o doe

Verificou-ze que s podem obter efeltos beneéficos e

¢S 2 Processog Iarmaceulicos de acordo

inesperados 408

com  a presente  invengido  por

antLoorpe Diegpecifice de

22



N

10 pg o a 80 ng por metro guadrado da Arez da superficie

corporal. A dose diariaz pode manter-se constants ao longo

do periodo de administrac Contudo, =2sta também dentro do
desta que, para os diazs iniciails do

pericde de infusido, seja administrada uma dose mals paiza
do anticorpce kiespecifico de cadela unica ("dose inicial™}
antes Jdos processos

0 perlodo

Wals eLleva

administrar, noe primeirce diz do periodo de infuszio, 5 ug de
anticorpce biespecifico de cadeia  Unica, seguldce da
adminigtracdns de 15 ug por metro guadrado de superficie
corporal, como dose diaria, durante o periodo remanescente.

dinistrar, no pri

weire diz do periodo de

(O

Ju pode-se oy

infusédc, 1% 1 inticorpe blespecifico de cadeila unica,

L
[N
®]
)
)
_r

por metro guadrado de superficie corpoeral, saguido da

adminigstracde de 45 ug por metro quadrade de superficie

nanascente.

corperal, como dose didria, durante o pericdo re
Também ze consldera gue ze pode administrar 5 ug do anti-

corpe biespecifico de cadeia Unica por metro adrado de

5]

superficie corporal, no primeiro dia do periocdo

-

segulde da administragao de 15 pg do anticorpo

de cadeila unica por metro guadrado de superficie corporal,

do periodo de infusdc, seguido da

45 ug por metro quadrade de superficie
corperal, come dese didrisa  {manutengidcey para o pericdo

remanescente, Assim, no primeirc dia ou no primelro e no

segunde  dias

a de antlicorpo

bisspecifico de cadeia dnica pode ser administrada numa

dose 1 {didria) inferior a 10 wg a 80 pg por metro

guadrado corporal, d=2 modo a adaptarx

lentamente ¢ organismo do doente ag trat

uma dose de manutencido real de 10

23



80 ug por metro guadradoe de superficie corporal do doente.

A média da area da superiicie corporal de

STy s e O o
OO Crocaessoy

calculada no

aCCrdao Com a

invengas, estando no intervalo de 1,7

N
=
C

0s reguerentes verificaram que mantendo
ininterrupta a taxa dde anticorpe Liespecifice de cadela
unica administrade (istoe ¢, infundido continuamante) om

a0 minimo oluto requerido gara alcean

cutice desedjado, ao longo do tempo, pode-se consegulr

o aumento da activagdo das celulzs T descrito antes, como
sendc benefico. Para aiém das vantagens enumeradas a segulr
com a2 simulagdc da activacgio natural

de taxas mais balxas de anticorpo

unica requer quan absclutas
menores do anticorpo biespecifico de cadeia Gnica

administrado. Istce resulita em custos mencres gara o doeente,

almente, tornando possivel o tratamento de acordo

14

Com 08 melos & processos farmacéduticos de acorxdo com a

prasente invern: mente mals alargado de deentes

an
()
T
83}
[
o
5
(’)
LO

cue dele necsss:

nificado da prasente invencao, 2

foma ndc Hodgkin de céiulas BY ou "iinfoma

Hodgkin derivade de células BY  compr tanto ©

Linfoma nAo Hod de células B {(LNH B} indolent COme O

agressivo. A expressac "linfoma ndo Hodgkin de

como se utiliza aagul,

B, O0s LNH B indolentes os linfomas menos wmalionos. Os

.

LNH B agressives =io linfomas altamente wmaligrnos. O Linfoma

Hodgkin de c¢elulas B (LWH B} pode sexr, com vantagen, um

linfoma folicular, um Ilinfoplasmocitico, um linfoma

de células do

de células da zona marginal, um 1

24



(LCM), wm iinfoma de células

1

B infoma ct,

U

(LLE/LLCY e qualg outro

sub-tipo

Ty

a1CIN

(LCR

pagquens

célulias B.

cerovad

& exPressas aucemia de células BY, tal como se u
aqui, pode ser, com vantacgem, qualguer leucemia de céliulas

B {por exemplc, leucemia

linfocitica agudal . Para
i- 5 ey VI Y oY s T
H SO/WWW L, Cancelr ., 0ryg., Hred

Hodaokin células B

Nt L QYoo

hisspecific

&)

Fa)
L

CL3 humano <

Tan

axemplaos que 5

linfoc

crencit

/et e
(NS S o

An folh
oIl

Cr o1 leucemia

ica

cubra referéncia var

Lalment Linfoma nio

,t.;

I

iy

pode COMm um

=ia unica dirigidoe contra
umans, como e demonstra nes

o termo Tprevencgio®, tal como se utililza agqui, deve

entendide comoe se

a7

1
A

Taai
issad

Jepols rem » completa

das lesgdes do linfoma num doents humance, apds tratamento

oS8 -

radloldgico

das  lagdes linfoma,

pode dar-se o caso de nem todas as ilas de Oma Seren
eliminadas do crpe.  Contudo, estas c¢élulas de  tumoer
remanegcentes podem dar origem & 05
melos e processos farmacéubticos de accordo com a presente
invencido podem ger utilizados para matar estas células de

Tumor remanescentes, de modoe a prevenlir a recorréncia <o
ltinfeoma {(com origem nas oélulag de linfoma ccultas gue

no  Coreo

ey e s Ly p N T T PR
Cerapéubica primarlar .

forma, 0s meloz 2 processos farmacéuticos ajudam a prevenir
a recalida da doeng¢a e=m doentes com LNH B ou leucemia de
célulag B,

Em estudos de clinica nterna, Lem

de

perfil seguranca

Gnica anti-Ch19 X

obhgservado t*f‘?"tf)ﬁ

icorps biespect

Como resultado,

da  primeira dose apods

25



infuades em bdluz repetidas de dozes iguais do anticorpo

biespecifico de cadela unica 2 doentes com uwma situagdo

ria células B. Tal come se

maligna re “ra agqui o a

a intensidade de SLC fol a mails alta apés &

administracio da primeira dose, COm wina respesta

a infusdes subsequentes de anticorpo

de cadelia Unica anti-CD1Y% = anti-CD3. 2ands 6

e observou indugac dos nilvels

em comparacio com iniciais. Também

se  aodministram  doses

.5 e anticorpo

bi=zspe

tnica, a doentes com  leucenias

linfocitica cronica fria de células B, pode

opservar—-se uma reducgdo da intensidade de  SLG,

administr atida de Lcorpe biespecifico

»

‘

O

iigade a qualquer teoria, o© fendmeno

Wl

atriouido a uma

& muito provavelmer

das células T a um estimulo repetido {Ysilenclamento de

Sizso, guando se& monitoriza o

contraram—-se

et

. < . s .
robustas dos nltmerces das células 1 aPos 1Iniusasc, SUds

de  curto prazo do  tipo

biespecifico de cadeia sUnica 2anti-CD019 x anti-CDB3 podera

ser denonstrada nest

T, livertacio de ¢itocis

contagens de células B, mas nio

bicidgica optima (DBC). Além disseo, tém =zide chservados

secundiarios adverscs com SLC.

Ao contrdrio e come se verificou, surpreendentemante,

. . o oe e
no da presente invencido, os =2feitos bicldgicos
-3 oy ey T £, - o e oy B - P - T ]

deseados, isto &, & activacao &€ a & Ceiuias 1L a
LOngoe  prazo e 4 acvividade ceilulas
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Tumorais pelo anticorpo biespec unica aqui

COnSagulaD S& rediz,

ninimiza completamente secundarics
indesejavels normaimente associadozs com a a

bdlus de um  anticorpo  terapéutico) por e

administracdc do anticorpa

durante gelo mencog 1 semana numa dose didria de 10

g0

de superficie corporal do doente,

Lor

enguanto a referida dose didria @ administradoe ao
5 h. Tal como estd documentado nos exemplos ndo limitativos
em anexo, administram-se continuamente quantidades pequenas

de anticorpo biespecifico de cadeia tunica, isto &, 15 ng/m”

de anticorpo bhiespeciiico de cade anics ao  longo de

24 hn, durante pelo menoz duas zemanas, & deentes com

QU

ifinfeoma linfocitico peguens {(LLP/LLCY ou linfoma circocular,

T N s g @ ey e o e 2 APNR o ey
suficientes gara a activacic e a proliferacido, in wvive

de células T, a longo prazo, resultando numa resposta

substancial anti-tumor: dolis doentes tiveram uma resposta

parcial (RP), i1sto &, uma diminuicZo de seis linfomas de

dissg, num deg

eficaz de células de

CONS&guUlir poy

abordagens convencionais tais CaImo guimiocterapia. B
importante que esgsas doses bal de anticorpoe biespecifico

de cadeia dnica levem a  uma T mais

A . ~ A

fizioclidgica em doentes, em comparagdc com a administracgio

em wdius 4o anticorpo blespecifico de cadeiaz unica. Além
digso, o8 processos o utlilizacles indic: ; agqul nac causam

N
S

VoS normalmente

adverzos glonifics

com linfoma néo

27



Hodogkin de células B (LNH B indolente ou agressivo ou

leucemias de células B.

com 08 cEguaemas anteriores de administrs

utbilizando infusfes em bhdéius repetidasz, mesmo com a dose

inicial mais aixa administrada internamente

clinicos da fase I, coservou—-s2 um subito declinico nas

contagens de  leucdcibtos do sangue periféricoe, incluindo

T CD3+, Chd+ e DB+ ({(ver exempios). Uma expllcagido
para esta gueda £ a subita adezic e - pelo menoz parcial

migracgaon, para os tecl

A P e e I )
aucdHcitos actrivados.

diatdrbics endotelials resultantes doa perfis locais das

CLLOCINas, oY melo des

anticorps biespecifico de cadeia 4unica administradc

bélus, contribui signi

Sivamente para oS

secundarios adversos Wwe  observy

contrario, tal como demon

Co Meilos @ Procezsos

invengao germitem uma
inconstante) das populacles de células T,

cguantidade de cltocinas Libertada foi

reduzida. sos farmacéutices de

4

acordoe com a presente asgim fendmenos

-

como  um distiérbioc sub

Consegquentaemnante,

secundarios de doentes tratados de

ATCLG0 conm O3 ProCessos & as u,_l+4avp 23

invengdo. Além disso, & administracic de  um

bhisspec de cadeia Unica, de acorde com ©s neios e

processos farmacéuticoes da presente invencdas, ndo causa

guaisguer g T, conforme

28



ohservado, apds infusdes de béius do anticorpe bilespecifico

unica.

Tal como se nostra nos exemplos, embora uma minuigio

o
e
,_J

©ossa  Ser obzservada no

QL

ligeira do numero de

inicio do periode de (gus multc provave

ue mostram

morte mais

esunir  gue

matar repetidamente céiulas B ¢ gue
significativ

s

como h I}J-’? Tege

L

a aumentar a proporgas

consagulr um resultado

cue 05 melios e processos farmacéubicos de acordo com oa

constantes ou mesmo

+

& citoto

axemplo, as células B tumorais, em linfomas
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longoe prazo das céiulas T CD8+, como exempiificado pelo
marcadcor de activaciZo HLA-DR (marcador de activagdc a 1longo
prazao)  em comparacac  ocom  CL6Y ou CDIES {(marcador de

activagde de curto prazo). Como foil referide antes

peguena quantidade de anticorpoe biespecificoe de cadeia

119 = anti-CD2, administrad:

suficiente para aumentar o  noamero

ivadas, ao longo de um periodo
demonstrado, poyr exemnplo, Nos 8xeny

figuras 6 & 8. Isto estid em claro con

de céluias T como uma erupgdo, apds

de anticorpo biespecifico de cadeia unica anti-Cbl9 = anti-

— e
CR3; wvern,

anticorpoe

meios e processos  farmacéuticos da  presente invencio,

permitindoe wuma activacac gradus e a proliferacéo de

T a longoe prazo & asaim particularmente apropriada

de doengas tumorais

tal como linfomas de

P,

disso,

obgservado ocus, apds ©

reinfcio da infusio continua (por exemplo, depois da

muito mais rapidas e fortes das céluias T CDS+

B S s AT e . A e PR e
Assim, oprefare-se varios  ciclos

aguides de periocdos iszentos de infusdc. For

dentro do Ambito da ac que um deente poessa

uma infusdo continua do biespecifico de

agul definido, dux Senanas,

igsentos de durante guatro semanas.
Depois, esta seguéncia pode-ze repetir uma, duasz, trés cu

ou ainda mails
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T a longo

e e N G Gy i i e
s MEeLos @ PDrocessos 208

P N,
SOVErsos

sigrnificativamente reduzidos oy mesmno eliminados. 08

relacionados com SLC pode assim ser

QO
™
ot
O
n
.

(.

itos secunda

aplics do  anticorpo

minimizados )

ke acordo com 08 meios e

0o de

B
eri

processos farm presente invencio.

ser enfatizade gue, emibora se tenham

agqui descritoes,

na dJdeplecac

anti-

pelas co

reducdes da itlustradas

e 13, Em particular, dois doentes tratadeos de

acordo com o

[95]

meilcs 2 Processocs

dos do=n

de linfoma da

TN me me o T, | -
LSS LM, Juando  se

ticos de acoxrdo com a presente

171308 ou eliminadoes

concomit

O modo

da terapéutica com anticorpo

~

Cig a

activadas para o

apenas um peguenc n
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A 5 P .~ o N T TN £ T A
{ na tdcnica, o endotélic pods ser gravemente

tLecidos. Em condicgles patoldgicas, pode-se

células T, por sxemplc,

siva causada P

(20¢4y, Rr. J.

s Res

ST .

a

secundarios adverscs causados por citocinas. Com o8 estudos

QOLUS

antericr

de  dosage

viniatradsa

subito deciinio nas contagens de leucdcitces 4o gangue

D

periférino, TOCD34+, Ch4+ e CDB4+.  Una

explicacio adesdo

o Yoy T S i
Darolal de celul
Y -
2 outros e & hipdtese de essa

sta activagdo e desglocagdo de encrmes  de

T activadas ({(aproximadamente 70 % do conjunto de

as ;. residentes no perifer]
gqualgusrx resuliltar num Sisturbic da homeostase das

locais 4e ocina nos tecidoes.

2
o
{
)_l
i
-
0,
O
&
D
=
M
}._
D

ativamente

Asaim, uma exposi

N

S cadela

significativa da jelela

ant

I, aumenta

32



a & maximiza =2

v X - ~
LR - L. N NP R
croace e COLReranCi

93]

potencialmente a capa

actividade anti-tumor do farmaco.

Cudos colinicos anteriores

seguranga = a tolerénceia de infusdes

anticorpe bilespecifice de cadeia uni

C3, obkservaram—-se flutwy indse veisg do ndmero das

células T apds cada infusio, sugerindo uma activagio de

T semelhante & uma erupgldo, dependente de cada

infusé&c. Nomeadam &, wverificou-se este efeito para a
administracdc tanto d2  doses iguais COme de doses
ascalonadas  do  anticorpo biespecifice de cadela Gnica

INGLTaco.

A disposicac de melos e processos farmacéuticos, o8

acordo  com  a  pregente manifezta um modelo

gualitativamente distinto da activacgdo de células T,

comparade com ¢ obtido no 1to de infusdo em hélus de

mazliores quantidades de anticorpo. Especificamente,
verificou-se gque a administracdo de anticorpo biespecifico
de cadeia tunica, de acordo com o0s meios e pProcessos
farmacéuticos de acordo com a presente invengdo, leva a um
aumento inicial lento seguido da manutencdo de uma resposta
imunitdria celular in vivo constante ou mesmo crescente,
simulando o observado no decurso de infeccdes naturais, por
exemplo, infecgbes virais. Huma infeccao yatural, a
circuliacdo de celulas T, especifica para um antigsnic

atogénico, torna-se activa guando encontram este antigénio
7 7

nos  tecidos linfo de  drenagem., No seguimenbo dessa

activagée, numa infecgéo tural, ocorre

de sub-conjunto de ceéelulas T que séao especificas para o

antigenic pat

cgénico. Este aumento estd correlacionado,

devido a proliferacdo de células T DB, com um aumento do
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potencial citotdxico contra o agente patogénico invasor ou

contra as células infectadas por este agente patogénico. Os

meios e  processos  farmacéutices da pr :nte invencao

s imu

lam assim A a uma infec

natural,

exemnplo, uma

czl, pelc facto de ocorrer um

auments lente 2 gradual do numere de cflulas T activadas.,

fen it

nvei

Em resumo, a orovid

vantagens

significativas:

simulacao cle uma regsposta das células T mais

fisi0ld Fila, nao existéncia de flutua Coes drastilicas aas

células T, niémerxe constante ou  masme  crescente  de

T efectoras {citotdx

as) na corrente

lioertacée reduzidas de cltocinas/sem 03 primelros

efeites da dose devide za guantidades bhaizaz do anti-

unica, com uma actividade

O)

corpo biespecifico d=
P R S o 3 T ey e TP I -3 i - s e de
antL-tumor (CTL} aeflcaz (Gors deentes  Coom resposia

L [T B g ey A e - - -
Ly urm Gos  Juals  Com  uma eficiente de

células de linfoma da medula dsseal.

efelteos sacundérios adversocs redurnidos
minimizagdo da activagio de células T aberrantes por
activacgao repatida oe células T & ciclos ae

desactivas

activagdo a  longo prazo & expansico de  células
cirtotdéxicas

a presenca proiongada do farmaco ajduda a ultrapassar

proporcles de E:T desfavoravel

frequentem

cresentas em lesdez de

71
;

3

células B muito mais lenta do

originalmente,
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lugar a2 morte repetitiva de células B,

ura a redugio

uma 2 a mesma oéiulas T e

massas de tumor sioni

- uma expansdc de um conjunto de céiulas T localiizadas

terapéuticos

a proporgido de E:T & o3

diferentes dadores de céiulas moncnucleares de zangue

cosigdo ao

veriférice {(CMSP). A

TMACO aumenta A act i citotoxica anti1-CDL%

ativa de deoentes.

dirigida, numa proporgédc

S Ficativaments grolongada ao

nificative da dose dada gpor

guando comparados o

|, aumenta potencialiments a

anteriores da fase

I
maximiza a actividads anti-tumeor do farmaco, ©

num melhor periil de seguranga.

iinistracac, crdo com o regime da prasent

B g o o e 3 N - i - T o e ol e o - o Is -
invencio, pode ger fa2ita ao longo de &6 b, 7 ok, 8 h, 9 hy

L0 h, 11 oh, 12 K, 13 h, 14 &b por dia ou alnda ao longo de

24 . Preferencialmente administracio, de acordo com O

2  guperi a 10 h, mals

nais

ncialments Supericr a i2 h ou

>
w
{

e
D
~
-
-
{
=~
-
7
s
.

anciralimente sup

vreferids da estrutura do anticorpos

Gniica  para  sery ubtiliza

bis

J] Ve :L\,d(\',

prrocesso, na ubilizacic ou num estoio da

e

didria da referida estrutura anticorpo

)
a
Ui
D
C

i
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hiespec de deia unica ¢ ninistrada ao longo de

pelo mencs § hy, menos 10 h,

Numwa modalidade ais preferida da estrutura do
anticorpo bhiespecifico de cadeila Gnica para ser utilizada

num  processo, na utilizacdc ou num estodic da

invencgao, a dose didria ¢ administrada ao longo

menos 12z h, 14 h, 18 h, 13 h, 20 h ou

e, a doze diaria durante todo

preferenc

Cr
&)
Q
;
5}
.
t
(DN
.
{u
@]
"
C\
s
O
N
3
<
]

de anticorpo

Liilzada v

processo, na ou nun estoio

-4 3 A7
regides Vp & Vi

de D3 derivam de  um  anticorpo

ne  grupoe cue consiste em: OKT-3, X35-3, VIT3,
BMALSO (BWE64/56), CLR-T3/3, CRIST, YTHIZ.S5, Fi1l1i-409, CLB-
T2.4.,2, TR-66, WI3i, WI22, SPv-13b, 110§, XIilI-141, XIil-

M- D
M-T3C1,

46, XITI-37, 1286, T3/RW2-808,

degscrito

M AN TS — A Sy FN s pT e -3 - o
SMCZ e FLGL.0L. Cada um destes

Mais particularmente, a

IL NG, 11, compreendendc 2

deminio egpacifice de D3,

pelo mencs uma regiio RDCZ gue compreende ou que represanta

iustrada na SEBEQ O ID NGO, 10

secuéncia de amincacidos

a/cu a referica regiio Vp do referi dominio especificoe de

CD3 compreends, gpreferencialmente, pelo menos uma
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gque representa uma sequéncia de

SEQ ID NG, 2.

A estrutura Jda presente

de CD3 compreende pelc menos uma regifo RHDC3 gue compresnde
esenta uma segquéncia de amincacidos ilustrada na

regiio Vi do referide dowinio

o RDCZ gqus

"“E

de CD3 cowmpreende pelo mencs uma regl
compresnde U gque representa uma seguénciz de aminocdcidos

da SEQ 1D HWO. 132 e/ou a referida regido Vy do referido

dominic especiii compresnde palc Menos uma regiio

RDCL  gue compreend ou o que  representa

sequéncia

idos da SEC ID NO. 1Z.

ende-se que, na medalids rida, as EDC

definidas antes (RDCL, RDCZ, RDRC3) estdo contidas mu

estrutura bhliespe

tnica, para serem admi

acordo com a presente invencao.

Noutra modalidade preferida da estrutura biespecifica
do anticorpo de cadeia Unica para ser utilizada num
processo, numa utilizacdo ou num estojo de acordo com a
presente invencao, a regido Vp do referido dominio
especifico de CD3 compreende ou representa a SED ID NG 17,

Vp oo referido dominio especifico de D19

compresande ou representa a SEQ

foerido dominio

- R e 7 ) 9] L - e ¢ - 25 -
A SEG ID O NO 1 e/ou a reglid

de CL19 compreende ou representa a SBQ ID HO 16.

se conaidera

Gnica para
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ou num  estod de acordo com a presente

numa utilize

INVencao de uma estrutura bilespecifica do anticorpo

de cads

dgue onmpreand e uma s5eg

consiste em

saeleccion:

Do gruee g

amincacidos conforme descritc nas

TN TN ., D ~ .
SEQ ID NCs 2, 4, © ou

(hy  uma seguér sacidos codificads por uma

sequéncia de conforme se nost

DT
JE‘.’;Q

{cy uma segquéncia de amincdcidos codificada por uma

A

sequéncia de cides nucleicos alo 70 %,

on

el %, 28 ou 9% % de identidade com uma

Xl
>
e
-
'\‘f:v
8
o

secquéncia de (b, em gue a da

sequéncia d= amincacidos é capaz da se ligax

icamente}) a CL3 e a CLig%: e

1encia de awminoacidos codificada por

om

seguéncia e Acidos nucieicos que eatd
resuitado do cddige  genético, numa sequéncia de

Je

gque  a referids

nucledtides de (),

camenteal a CDZ2

aminoacidos é

& a CDLS,

cula particular de

Ou

F,027 %, 98 % ou 29 % idéntica a uma sequéncia

.\
N
On
=i}

-
L
[2)

ct

nuciedtidos ou de aminoacidoes aqui definida, pods  ser

ubiiiza

determinada convenclionalme:

computador con Um processo Lara a

emparalhaments globkal entre uma

sgulsa {uma sequéncia agui definida; e uma
tarbérm referida como uma saquéncia  de

alinhamento, pode ser determinado

lizande o prog

38



— =

computadoer FASTDR, com base no algoritmo de Brutls

e

aivo sao

N
LA

ambas seguéncias de ADN. pode  ser

comparada conv ends U am T.

rutura biespecifica do

modalidads prefer:

cadeia uUnica para ser ubtilizadsa num processc,

Lizagdio ou num estodc de acordo com a presente

os referidos dominios iigados por

adicionais e/cu seqguéncias espacadoras, tal oomo

ant

e se mostra, por exemplao, na WO

preferida da estrutura de anticorpo

o

biespecifico de cadeia UGnica para ser utilizada oum

VeSO
Worih oGNS

ou num estoic da

inua durante pelo menos 24

semanas, pelc menos 3 semanas, pelo mencs 4 ou pelo

~

menos 8 semanas. De acorde com isto, considera-se que a

administrs

s2  faz numa Dbase permanente durante pelo

e ST AN
s ¥ on

menos & h por dia, preferencialmente durante pelo wmen

por diz, mais

1¢ h por dia,

sende mals preferencial 24 h por dia, pelo menos 1,

tempo, Assim,

pericdoes isentos = infu=zado For exemplce, estid dentro oo

o

ambito da presente invencio gue um deoente possa recsber uma

de cadela Gnica

et e
L

agqui seguido de um

=3a2, durante guatro semanzs. Depoils

2sta seguéncia pode-se repetlir uma, duas, trés ou mesmo

aum nivel

de linfoma

mals vezes, até as

oMo fia
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computorizada. Com wvant

até =e consegulr uma resposta

e
iy ]

todas ou praticamente todas as células de linfoma.

~

Além disso, tem sido observs

infusdc continua {por exemplo, depois de

infusdo ou  apdsz  uma intervencidc médica), ocoryre  uma

o mais fortes o

€ uma eXgans

célulaz T CDEB+ clitotdxicas. Asgsim, prefere-sge

ciclos de infusio, seguldos de periodos isgentos de

prefer:

de anticorpe de cadeia uUnica para ser

ilizacio ou num es3todoe da pre

=
v G

&c e administrads em combinacédce com um ou mals

A presente invencio € também utili

terapéuticas e om {a) regimes de co-T¢

modalidades, o5 anticorpos biespecificoes de cadeia unica,
tal como agqui definido, serdc administrados em cowmbinacio

ou mals outras

de cadeia unica, tal come agui

ministrados a

concomiltantemente  com uma ou  mals outras

essas  iterapéuticas s&c dhtels para o

tratamento de uma LNH B ou uma leucemia oo cdlulas B, tal

S

{

temaente” ndo  se

como  aqui  definido. terme "concomit

Timita A administracio de agentes farmac&ul icos O

terapéuticos, exactamente 30 wmesmo tempo,

significar gue os anticorpos bRies

tal como acui definidos & 0 oubro

a um individuo numa seguéncia e rvalo de

40



tal como agui definidos

para
aguels gue seria conseg
forma. Por ezemplo, cads

pode ser administrado ao

ordam, omn diferentes momentos; contudo, se ndo

for adminisgtrade ao mesmo tempo, deve ser administrado

prézimo, no hempo, de modo a providenois
7 i f K

ou farmacéuticoe deszedado. Cada

pode ser administrado separadaments, scb
e por gualguer wvia apropriada
cadela

Noutras

anica,

as mesmo tempe ou apds uma cirurgla. mente, &

clrurcia elimina etame

A dimens de tumores grandes

ser feita como uma iar a dor.

A=z guantidau

inistracéao
providenciadas agual celos  termos de

S 4 L - - S, " b NN e e . .
eficacia sob o ponto xo, A dose e a

frequéncia wvariario, normalwmente, de acordoe com factores

aspecificos para cada doesnte, conscante oS agente

spéuticos ou ados, & @

de TNH B ou leucewmia das células B, a via de

adminiztracic, assim

Ly a

respcsta @ a hilstdoria
apropriados podem ser sa2lecciconades por um especlalista na

éconilca, congide factores 2, em seguida, por

literatura & reco dadas no

Physician's Desk Refsrence (598 od., sup. 2005).
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Nalgumas moedalidades,

Ny
[QIORS

administracic dos anticorpos biespecifico: 2 Cela unica,

La como agui  definida,

administracdo de uma ou mals bterapéuticas tLals como gquimio-—

]
]

Ter: radioc-ter;

8

u)

LS terapj_as hormonals &/0u tera p%%

m

N
O

([

bicldégicas/imunoterapias. U=z agentes farmacéuticos ou

-

Terapéutices incluem, wmas nac se limitam a uias

proteindceas, incluindo, mas ndo se limitando a

polipéptidos,

eto.:  0ou meisdculas

peguenas (infericres a 1000 dalitons), compostes inorganicos

w
¢
}...' -
o,
O

ou orgénicos; ou molécul inciuindo

mas nado se limitando & ADN

unica ou a ARN de

como moléculas Ce Acidos

agantes farmacdulticos ou poden  derivar de

sy v P R . ~ . LR Rt PR P - B e P
uer Oroani smoe conhecido Cincluindo, mas nas ae

Timitands

o}
Q
53}
o
-
3
53}
)
1))
n
b
<

hactérias, fungos € protistas

cu virus) ou de uma biblioteca de moléculas sintéticas.

co-terapla compreendes a «c ade

<
o
{
(@]
1@
<
=
s
—
i
o]
-
e
Y
-~
a
o
)
s

un U mals cos  owu farmacéuibicos antes

Surante =2/00 ne seguimento ininterrupta <o

anticorpe biespacifice de eferides agentes

farmac ou terapduticos que serdo co-ad

com o anticoerpo biespecifico s30 prefsrencialments

guimioterapéuticces utilirzades na terapéutica-padrio de

linfo

ndc Hodokin (LNH}, © come compostos de platina,

antimetabdl

antraciclinas, acentes de  algul

inibidores de fopoisomerase, antibidticeos, inibidoeres de

mitose, antitubulinas ) Contudso, a Cio

apéutica também  podse Ser

para reduzir 3

inflamacio. Frefere-ze mente  co-administrar, de
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gualiguer das maneiras referidas antes, um agentes anti-

infiamatdrio, por exemplo, wm glicocorticosterdids. Tal

como descrite nosg exemplos em anexo, antes da adminisztracao

continua do anticorpo fico de cadeia Onica anti-

~T D

-CD%, aodministrou-szse azo0os doentes 100 mg oe

Cnl9 x  anti
esteroide, de modoe a suprimlr a produgds de citocinzg na

fase inicial da administrag

continua. Alternativamente, ©

esterdlde pode ger admini

dia 4 da admini

-CD3, A dose de esterdide

unica anti-CDL% =z ar

administrada, por exemplco, 1 h antes da infusio continua no

1% dia pods ser de 508 mg, no 2% dia {apds 24 h de infusido

ma, no 3% dia {ag

ay de 125 mg e no 4% diz {apds T2 h de infusio

continua) de 125 mg. Contudo, também se considera gus ndo

se administrou nenhun esterdide antes, durante ou o

7
o
-

biespecifico de cadela

o

administragé

L-CD

gque também se pode
administrar 2m combinac&c farmaceos/agentas gquimic-

—inflamatdorics. No caso de ocorrar Co-—

rerapéutlices e
admninistracic durante a adwinilstracio ininterrupta do anti-
corpe piespecifico de cadeia uUnica, de tal modo gue a co-
administrag¢idc wode ocorrer durante todo o tempo de

adwinistracic do referide anticorpo ¢u agenas para uma ou

mals das s

as porgdes. For exemplo, dentro do amb:

da presente moedalidade da preszente invengio gus &ssa Co-

administracdc wode comecar antes da administracidc do

~ifico de cadeia Unica e pode terminar apds

administragio dininterrupta do antico:

cadeia unica. MNesse caso, pode  ser

gualguer oubtra co-administracdc ac longo

do  resto da  administracidc  ininterrupta  do anticorpo

ser

b3 rnat ivamente

hiespecifico de cadeia dnica ou poc
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7;51‘-—

'J‘

50 rEsSWnLL a co-administracgio de ghbts) agente

farmacéutico numa fase tardia durante e/ou depois da

adwministracdc ininterrupta do anticorgo biespecifico

5}

cadeia tnica. Também pode ser vantaioso estruturar ¢ regime
de co-terapia de tal modoe gue ocorra a co-adminlstracgido
ap=nas antes e/ou depois da administrag¢idc ininterrupta do

anticoreo fico de cadela Gnica, mas ndo durante a

admninistracic Ininterrupta. Assim, fum  regime de  Qo-

no gicnificado da presente modalidade da

Tendide  come compresnd

CronoilCglLCo, a SPiI'GlE'IlStIE:_(;iaO ninterzupta QG

anticores biespacifice de cadeia unica. Isto significa que

o regime de co-terapla pode, nalguns casos, ser rea

durante um pericds wmais  longo do ogue &

ininterrupta do anticorpo biespecifice de cadeia unica,

gue & possivel co-administrar um agente farmacéuti

como parte da co-terapia e/ou depois da administ

do  anticorpo biespecifice de
o regime de co-terapia pode

Leriodl MaLrs Cureo (919] Gue a

do anticorpo bilespecifico de

gque a co-administracdce do regime

ter  lugar apenas para uma fracgao de2 tempoe durante &

80

administracidc ininterrupta do biespecifico de

cadelis Onica Preferencialmente, ¢ referido esterdide &

adminizstrado de acorde com ¢ esguema &

nos ou como indicade antes.
Qe ) - l I8} b s O 20 A f'c_\ b oy Qi s SRS Ior= TITNA
o8 & ro—administra Gan 2 Lellta S0 & Dorma  de  uma
infusio continua, 20 longo de todo o periodoe da

administracio ininterm do anticorpoe bilespescifice de
‘s’ s I

de a presents 1nvengac amons oS

& uhbilize

& co-teraplia € o anticorpo
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hisspec de c¢adeia Unica -~ podem ser conmbinados n

solucédc. O agente utilizade para a co-terapla pode sg=%

adicionado

[e)

2o/ formulaciao em

aplica ac doante o anticorpo bhilespscifice de cadera unica.

Além disso, o agente utilizade para a co-terapia & o

=

anticorpe Lies também ser

for=Ye!
N

(ﬂ

aplicados, em para ac longo o

A co-teraplie antaiosa ou

Aria, consoante as
doente gue esti submetido

ac tratamentc Se ac m meios e processos farmaceéutic

da presant co-administrac

ou mals aplicacgdes de bdlus antes,

Como i

-

A

cZo ininterrupta,

farmacéuticos da presente inver

co-administracice pode também ser de

ininterrupta e pode, neste gasoe, ter lugar ao

stragaos ininterry

no

biespacifico de cadeila Gnica, conforme

processo, estojo ou

de acordo com a presante

invengao

O anticorpe i

agqui definido e o outro agente
sinergia. Tal come se utiliiza
refere-se a uma combinacgdc de

comoinagdo de um anticorpo biespsac

{a)y outroszs agentes farmacéuticos

aqui estabelecido)

mals terapias individuals

farmacduilcos G

o3
T

uma combhinacio
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Terapias {por exewmplo, wmna combinacdce de um  anticorpo

biespecifico de cadeia Unica, tal come agui definido e (a}

oy

3 P 3= oy A
CoOs QU Lerape:

outres agentes farmacé: ticos, conforme aqui
estabelecido) permite a utilizacdo de doses wmals balxas de

uma  ou mais terapias {por exemplo, um ou mais zagentes

farmacduticos ou terapéutices) e/ou a inistra:

frequente das referidas a um doents  com  uma

doenga, por exemplo, LI

como  agul definido. doses mais
baixas nas terapias
terapdéuticeos) a/ou

Ifrequentemaente,; re

J\,.'_J.kl <l SL

adminiatracic das m individuo, sem

reduzir a eficéciza

no tratamento de uma doenca, por exempla,

de céiulas B, tal come agul definido. Além disso,

sinérgicoe pode resultar numa maiocr eficidcia das terapi

{(por exemplo, agentes farmacéutices ou Lerapéuticoes) na

&8¢, gestdc, tratamentce e/ou melhoria de

células B, tal como aqui definido. Finalments,

o efeito sinérgicoe de uma combinagdoe ds {por

exemplo, agentes farmacidutices ou terapduticos) pods evitar

ou radurir efeltes secundérios adversos ou indeseidvels com

a ubtilizagdo de

Noutra modalidade, a co-terapdutica ypode ser feita
para zreduzir 2 1inflamacio. Prefesre-se esgpeclalmente co-

administrar, de

agente anti—-in

corticosterdide.

O regime de co-tevapla desta modalidade da pre

invengiao pode também providenciar, com wvantagemw, uw
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de activaclo para as células imunitarias efectoras, para a

proiiferacido das céliulas ou para a estimulacgdo das céiuias,

A administragdo ininterruy do anticorpo bisgpecifico

de cadeia unica pode ser intravenosa, parentédrica,
zubcutdnea, Transdémica, intraperitonial, Iintramuscular cu

pulmonar. O modo de administracgdo intravenoss serd, na

maior pax dos Cas0s, 0 modo escolhido cara a

administrs

inintern: do  anticorpo bDlespecifico de

cadeia Gnica e, conforme o caso, para a co-administracdo de

agente farmaceéutico, como parte de um regime de oo

Como tal, a advninistracdc intravenosa &

especiralmente preferida Neste caso, pode-se esgcolher, com

vantagew um dispesitivo de medicdo apropriade, tal <omo

bomca de infusdc para vérias terapilas, do modelo 60

fabricada pela Baxter. Seta  woual  for ¢ dispositivo

escolhido, deve  tLer wum  desennhnc & uma  construgac  que

minimize ou gue impeca uma interrupgao Jda

administracdc do agente terapéutico no evento de permuta de

recarreganento de bateria.

cartucho

exemplo, escolhendo Uit

dispoesitive com um regservatdrio secundario da sciugdoc do

-

2specifico de cadela tGnica fora do cartucho a

de modo gue a infusdoe continua a partir deste

secunddrio, no doente, possa continuar mesmo
enguanto o© cartucho estiver vazlio ou  guase vazic fol

removido @ substituido com um fresco,

se for O caso,

Qu

de co-terapl

implantagds de uma bomba ne corpo oo deoente para

medir essa administracgdo. Umna tacnica na ma ia conhecers

47



A B

3 Dombas medidoras, por axenplo, o modelo

D
o
3]

\
)

[
w

fabricado, pela Baxter, conforme refsrido

Como  exemplo  ndo 1

R
STO

A

iniat rag 20

raga

continua gue pode POY um Com uma peguena

homba usada ou no doente medir o infiuxe Jdo

oo no corpoe do

hombas s83o no téonica & normalme

bazeiam-se na troca periddi

9%
1]

agente terapsutico para a

cartucho, nasge silistema code  acentecer uma

ARGV "\,o‘. DR Al

yraria do

N
L
Y
>
i
N
J
[
=
b
D
-
=
S
3
)
[0
O
Q.‘
I
i
Qs

do agente terapéutico para o corpo do

LAt T

O
O
)
o3
H
o
0
I
O
183

fase de administraciZo antes da

a fase de administracgic

saerdo ainda consideradas

LCOS

coniunto, constituem uma "administracio ininterrupta® desse

agfutico. O mesmo ae seg de

ags

nmng subst ituig

Q
—
[
P}
i
)
Qe
Ui
.
[
lon
O
Q
2
Ch
2
o
>
ot
)
e
AL

>} unmea

rerapéutica gara

Devem tomar-se medidas apropriadas para npinimiz

de infecgdo no sitic da cara a administ

Aacao

ridas, a longo prazo

”l’lT'Al"(‘EO. 0 mesmo se

por via de um sist

admind
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A administragidoc continua pode ser jalea

meio  de  um adesive usade na  pele @ substituidos a

intervalcos tempo. Um téconicoe na

ind

e adeIlvos  tara a admi

wara esta finalldade.

administracéc Lransd 1ica ¢ especlalmente apropriada

(‘0
T
)
[
&b}

dadoe que a troca de

A vinistracédo

primeiro adssgivo ser felita, com wvantagem,

simultaneamente com a colocacido de um nove segundo adesivo,

Camente

ac primeiro adesive esgoetade e ilmediataments

Ge e Y RPN . - -, g 3 7 N1 -
tirada Jdo primeivo adssivo  escotado.  As guest

o oou de

~rupcdo do f1 néo se pdem.

modalidades

nAarinas,

Lzado, Cuioe &

medido com

como se 1l

Contudo,

anexce, o modo de  administracdce mals

administracidoc latravencsa ac longo

)

de tempo.

icorpe b

SEyelctel

utiliza agui, estard o

composigdo farmacdutica gara ad

anica,

Dregpecliiice de

3

tal COMo 58 ntiliza Tek i wode ser adminizstrado

sob o pontoe de vista

vaelculos apropriados spb
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bhem conheci

Tamponadas,

molhac
jelohn

proceszos convencionails bem conhecidos. Estas composicdes

farmacduticag podem 3 administradas ac individuo numa

e apropriada. ¢ regime de dosag

nado pelo

Co assi

conhecidoe nas

conjuntamente. Ag

inistragdso parenterica inciuem solucdes

l=Ve
[

o

aguosas  ou néc esterilizadas. S&o

exemplos de

polistiienc-

como oleato

aestar vresentes
conservantes 2 outros aditives

anti-microbilancs, anti-

5

o, Adlem disso, a

dceos como, por exemplo, albumi

soro ou lmunocglobulina, preferencialm Srigem humana.

Consid

a—-se gque a

anticorpoe biespacifice
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agentes activos scb o ponto de biolégico, consoante a

utilizagdo pretendida para a sigdo farmacéutica.

gser agentes que come  cltoestéaticos,

ja hilperuricé de Inibicgio

agent

i
corticosterdides
C icosterdides,

actuam no

ladoras de células T ou

is como moléculas

cltocinas conhecidas na A . Prefer

cialmente; o

especifico de s A CE,  COmno definido,

formula-se num tampio, um establiiz e um tensicachtivo.

O tampidoc pode se RHe de fosfato le cltrato, de
succinato ou  de { izador pods ser um

sacido Ou

podem ser

detergentes, FPEG ou simli . Mzis preferencialmente, o

o
LoOYrE0 unica, Ccoma

an
formuia—-se enm ~halose =2

a, farmacéuy

isotdénica

estruturas de cadela unica para

ser ubilizada aem

a composicio

humano.

apéutica com o anticorpo biespecif:

5]

inica pode ser monitori

normal para as respactivas entidades de

SAoenos
AL ,u,

terapsdu céliulas B, pov

contagens de rodem utilizar-

célul activada por

de medula
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niocos oy
L2 oo

cificos da

IS 0 —
oy [ A 1S
iy

o tomografia assisti

jelohn
computador, raios X, tomogratia por reszonancia

magnetica nuclear {por para avaliacio de

i por tomog

0

Jde glidbulos brancoes, dife

de células acti

medula

SEOCE8S0

G

0

anti~-CHDH3 (oscCDioxCD3) acministrado

um  doente Hodgkin de

cé. 5 {LNH B} - efeito sobre as contagens de

Chdy e

lLinfocitos periféricos

com um diagndstico

intravenc

longo de 4 horas FLLI
] F

,

de  linfoci
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2 PR T U3 £ A P
13 ITOS L LANTOC1LTOS A

CDhE+ {trildnguli: centagem <c

total nads poxr

de infusio

ctivamente., O0s

o}
N
.
o}
}
o
~
\
b]
-
-
O
-
[y
~
®
3
(o)
Iy
-
3
ity
[
]
&

periodos de infusic de 4 h estio indicados por setas e

um

do manto  {(LCM} recebeu =zels infusdes

Q
M
ft
-
1
—
)
€2
O
]
6]

inicral no dia

{dose de manutencido nos Jdias

tudo oue se de bhecChl%xCD3, ao longoe de

16 & 18 do estudo.

aifa no scoro foram determinadas
periodo de infusdo de 4 nh. Os

veriodos ndicados por setas e

Larras CLl

escalionamento da dose  de

Figura 3: C esstudo

ycCDLo9gCRE  adwinistrade intravenosamente a0

da figura 2 -~ efeito

Figura 4: C e2stude de escalonamento da dose de

nseCD1ORCD3 admi

intraveno O dosnte

\1!

oy v B e ~ - T sy
303 e conforme indicado na ilegenda

1f
daz concentragdes de IL-6 nc soro.
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¢ estude de  escalonamento da  dose de

administrade intravenosamente ac doente
1003, conforme indicado na legenda da figura 2 - efeito

das concentragcdes de TL-10 no soroc.

cédlulas T CDRT /

Figura §6: 2rndlisze das contagens

ey . oAt 2 R AN P et
2 D3/ Ch4". As células T CLZ" e CD4" digpsarsam-
se  bastante do sangue peviférice apds o inicio da

infusgio de bhecCDl%xCDZE, o que

distribucional provocadoe pela

straves da reticulacace mediada wpor bscCDi2xCD3  das

células T o B odo sangue periférice. Contude, apds meia

N O T - i |
i Do & it i

samana  de  tratamento, a8

reapareCem nNo

2 2i¢ dias, . comgparagas  com 08
R . P PP 3 TP U ot Y - o A e oy o o
valores iniciais, as océlulasg T CRE o CD4 nmestraram um

no sangue de 3,5 a 4 vezss., As contagens das

CI
\
Q‘
=
6
D
<3
\
&,
1§
[$)]

células T CDS e CD4 permanece

Z 2 3 semanas de tratamento, antes do numero

T diminuir durante a guarta de tratamento. As

contagens das células T (D8 & Ch4d~ ineceram alnda

zoima  dos wvalores correspondentes pré-tratamento com

guando se diagnosticou uma Jiminuigdo

P
o

substancial do tumor, preenchende assim 08

,.
o
¢

resposta parcial.

Figura 7: »2nalise das sub-populagd

s
nGria 2rLe

subb—conjunto da

ivamente o responsdvel pela expansido das células

T C08" T induzida por bscCDl®zCD%., A contagem das

células T CD8 no gue respelta a mailor partes dDa
actividads oitotdxica, entre todas as T & as

P

céilulas de TEM, em conjunto cowm A

varte da
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- o : ot ""~rrv-.—~
as T CDY ., mxecepto

actividade citotdzica entrze as

nc gue respeita  ac sub-contunte de TEM, nédo  se

chzervaram alter significativas nas de
céilulas entre as oubras sub-populacgdes T

CDE" come as células T maduras gue

depeois Ce uma unica  act

crovidenciado por bscCDLloxCD2 ou o

TEMRA aque ndo € wmesmo capaz de proliferar. Assim, a

expansdo selectiva das célula TEM CDsT,  concorrentes

com o a proliferacico, pode szer claramente atribuida &

e proliferagdc das céiulas em respost

5 T

93]
)
<

st - -
wlas  TEM  CDE oOm as

xr\’_\.

dentro do tumor. Pode-—

comportando bscCDLoxC

~

comportando o acCDIgxCD3

e i fe: A

linfoma em cilrculacic, &z partizr do sangue periférico,

no 3% dia, isto &, antes de se chservar a expansasc das
células T,
FPigura 8: des  marcador de activagd de

células T C€D8'. A expansdo das células T <085 &

bt
(1)

Tred edida

PN, oy ey ] "
marcador cadores  de

lram uma curta

reculagio da infusic dJde

e ey T oy (T 72 e T e a1 s T N N
oaclCDlY9xChs, o gue se explica pels SLVAacao atraveées

comportande o bsclRi2xUCD3 em

porgue J& se tinha feitc a

o 3 T T iy o e Py RN
B de linfoma circulacdo, a

Lo, noes primeiros 3 dias de
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ratamento. Ao contrdrio, a regulacdo sustentada de
HLA-DR, a0 leongo de 3 semanas reflecte a activacio das
coaiuiaz T CR8T no ptumor atraves doe contacte ocom as
céiulas B de linfoma residentes no tumoy gue comportam
PeeCDl9zCD3. A activagido intra-tumoral das células

resuita  numa resposta proliferativa das celulas 1

dentre do tumor, o que leva & rpansdo das céiulas T

dgarecen o sahcue e

PR = - D SR, . o e
circula Cas. T oactivadas no tumcr e que

migram depols para ¢ sangue ainda exipbew o marcador de

zctivacdo de longo prazo HLA-DR, mas 14 desregularam ¢s

marcadores de actlvacdo de curto prazoe D62 & CDZS,

Figura %: Contagens das células B do doente #105083. &

deente comegou com cearca de 140 cdiulias B (linfoma) por

ml de sangus, antes do tratamento.

infusao, &  circoulacao de gélulas

rapidamente nos primeircs 3 dias
finalimentes desaparecau cmpletamente da sangue
pveriférice no fim da grimeira semana de tratamento.

Asgim, hecCDl%xC03  pode  eliminar  completamente  as

devido &  sua

e
(1»
o
(o))
953
el
i

3
Cr
=3
a
I
=

o
ﬁ
&l‘

o«
r)/‘
>

actividade citotdxica contra as refsridas cdlulas.

Figura 10: {A} Medicic da dimensio das lesfes de

linfoma #2 {(conforme ez ne guadre naz figura

18(B}} antes {painel da esgusrda; 26.09.00) e depols

e
o LA

(painel da  direit 21.18.85) de 4 zemz

Lratamento oM bhecCDl %2003, Lo Lomografia

computorizada  {TC)., {BY A redugido da dimensdo do

linfoma, tal como se wmostrou em (&)Y fol guanti

comc sa descreve no

juadro mestrads em (B, em conjunto

Com Cancs o
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zvaliacgdo. A reducgio toral da dimensadc do linfomaz &

ZOmo O cimo, enm percentagem dSa soma dos

com 03 malores didmetros

£ e 2 - IR - N e P e oo 3T Y —~ - -
(LSTO £, a soma oS didmetros dag lesdes SDL} de seis

seleccionadas De acordo com isto,

pode~-se diagnosticar uma diminuicido de 58,0 % do

Figura 11l: Contagens dasg

oy

doents comegou com 92

de se inilciar =&

antes do

nfusido de bscCDl9%xCD3, a

no fangue mestIou

de uma fase tempordria de recup

celulas por ml, nos 3 dias, o gue @

com A redistribuicio das

nas de  btrat

bscCD1oRCns &

ompletamente 28

céiunlas B {linfoma) da circulacgic, come parte da sua

Figura 12: Histopatologia da

#102C003 antes e apds 2  sen
beclhlo=CDI,
O painel da esguerda -  anbtes do  tratamwento  com

o

LseCDloOxCRZ: A medula dssea mostra 40-380 de
infiltracdo da medula ossea por ceélulas linfociticas

pagquenas de linfoma. Painel da direita - passadas duas

S 2 d] ~ NI N ok i 2 ) N N Py P e N (&)
FEmAanas ofe’ tratamento COm LbsoCD LS
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sidéncias

que se possa encontrary mais infiltracéo
com células linfociticas peguenas de linfoma, onde 3se

7

significative de c¢élulas T,

n

code obgervar um aumentac

Figura 13: {&} Medicdeo da dimensdo das lesdas de

linfoma do mediastino do  doents  #102003 {conforme

{pain

no guadro na ficura

da esquerda; 2 Jdegols ({painel da direlta;

e semanas

2 sons ~
31.05.85) Cie

depois do  Lratamento ¢

93
o
9

Hn

computorinnad (TCy. (B} A

Lomoegral

reducao da dimensao do linfoma, tal como se mostrou em

(A)  foi

coms 5€

e percentagemn

da soma dos produtos com os malores difmetros da

Lransversal ildmetros das lezdes

SDL) de seils acclonadas.

com isto, pode-se diagnosticar uma diminulgdo de §

do linfoma gue preenche oz critérios de uma resposta

Figura 14: A expansao

relaclionada com  diferentes regspostas  ciinicas. 05

dos sub-conjuntos

Z decentes, isto &, os doentes #

( e .:Jp osta C C‘P’HJ [Shas

carvcial) gue atingiram diferentes respostas clinicas.

Também ze descreve a contribui ;ac Ja primelra & segundga

das 4 semanas de tratamento, respectivamente, wpara a

T PN B 3 PR Nt A s e e -
CLinlca Jiglal, assimn CoMc a arxr=a 380 a4 Curva
I AT SR -3 < - q .- NG - N e e o) JE I ?
(ASC)  do  sub-con Lo de EM pa 2a primeiras 4
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semanas. A contribuicdo médxima para a resposta clinica
dos doentes ocorre nas primeiras 4 semanas de
tratamento e estd bastante relacionada com a expansao
do sub-conjunto de TEM CD8'. A yproliferacic destas
células T altamente citotdxicas parecse ser wnm pré-
raguisito para um beneficic clinico, conforme

subrlinhado gelas obgervagdes tanto do ntmero absoluto

de células atingido

aumento relativo, em comparagic com 08 nivels pré-
tratamente gue contribuem para uma regposta olinica

Gptima.

Figura 15%: Linfoma do iliaco detecta

treio por

TC imarcado por um circulo) no doente #0 109002:

Dim 0 ant

de cadeis Gnica anti-CH 1%

A mesma lesdo de linfoma decresceu &

&

1,7 x 1,2 cm” apds 4 semanas de i

anticorpo biespecifico de cadela tnica anti-CDLIS =

ant1-CH3. Passadas & semanas de infusio continuas S0

anticorg de  cadelia dGnicsa

2

znti-Ch3 o  linfoma tinha desaparecideo, izt &, 2

dimensio dos ndédulcs iinfédticcos tinha normalizado para

IR S AR e
o nermal ‘{i', € x G,8 am Y.

inua da a

Figura 16: A infusdo con icorpoe biegpeciii

1% = anti-CL3 zo doente

de cadeis Unica anti-f

normalizouw a dimensic do  bago, tinha

mente antes do tratamento.

MASS LV

lnvengdo val agoera ser dsscrita  com

plos gque a8
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ilustratives e nao foram natruides como uma limitacdo ao

ambito da p

ExemElo 1:

1. Preparagdo de anticorpos biespecificos de cadeia unica

de CD19xCD3 and CD3xCD19 que compreendem vAarios re—arranjos

de dominios.

Geralmen as moléculas de

LCcorpo Li-especiiicas

de cadeia simples, conmpre2endsndo, cada uma, um dominio com

L egspecificidade de ligacgdo pa ca antigénios de CD3 de

seres humanos, assim como um dominioc com uma espect

para o antigénio de  CD19  humano, Toram

se explicita noe guadro 1 que se segue:

adro 1: Formates de moléeculas de anticorpo biespacifico

de cadela siwples, compresndendo

(nacl/pre

z 374 VP (D1 9) —VE (DY D)

P iz [ R T oA

c 3/ 6 VE (CD3) VL {CD3)

4 e e R )
// o OB

e de cadeia pesa (VP do hivridoma

de acordo com process

Immunol. 138

-~ N e | ey e o o e Ty Y T e oy D T TTTT YA
de RCP {(Crlandi, Proc. Natl. Acad. Sci., BUA g

3633~7). Fez-se a sintese de

oligo d¥ e a polimerase Tag. Para a amplificagdo dos

dominios anti-CDRLS VYV por via da RCP, utiliraram—-se o©3

indciadores 57 LI (SEQ ID NO: 19) e 37 K {(5EQ ID NO: 243,

pesada, com base nos
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mol. Methods 175

indiciadores descritos pox

1]
O
i_J

{1994, €9-9%5., ¢ ADNo do  fragmente scofV anti-CD3
- .

gentilments cedidoe por Traunecker {Traun

{1291

'._‘.
<

r, EMBO J.

n
(e
i

i, tal como estd estabelecida no guadro 1,

scEv

. Para se obter

fragmant

N i - 7T - 7 L P
regidtes VL e VP correspondentes

de plasmidos gue serviram como

i

rizes para a RCP especifica de VL e VP,

pares de iniciadores de oligonu

ID NO: 24y e SIVEG

ntares de sobrea-

Introduziram-se2 as compl
posi¢do nos produtos da RCP gue se combinaram para formar a

de 15 ligantes de aminoacidos

alo {ou et ao L1

de coedificacgiao

{(RcoR1/%all clonade} do anticerpo bhiespecifico de cadelas

a

{(Kufer, Cancer Immunol. Immuncther. 45

cis substituliu-se a especificid

T
\/

P7-1A pelo fragmento acFV o anti-CDLY2, conservando o ligante

de 5 amincicidos GlysSer gue liga o fragmente scoFV anti-CD3
S0 terminal C. BEm seguida, sub-clilonou-se o agmentc de ADN

ague codifica o anticorpos Lis cadela Gnica anti-

CR19/anti-CDh3 com o arranioc



descrito (Mack, FPrcc. Natl. Ace

por elect

z a ucio de
proteinas, tal como fol pr zck, .

MNat i, Acad.

G2 (1995)y T0z1-5)y. A seguénoia de ADN

Como

cor tal

esponds

- - TN - DT M
no quxl‘-_ O na SEQ ID NO: 1.

proteina  desta

(.
9%

k)_.

- N T - "
a na SEQ 1D KNC: 2. As

ks
®

pres

2ntas

i ,r)
0

Pyl

astdo dindicadas

prena

raenarads
- i

a SEQ ID NO: 1

dirm D v flm aamende e Doy = e - e
t’tdiiui,di Ga Droteina «gita represe

como matriz de RCP na

oreos bisspecificos de cadela

ecido no guadro

ci rest

[

combinacio de
ITWPRCDLO
33) =

de RCP intro

complementares, formand a seguéncia de codificaca

a subseque

T

fus&c. Os dominics VL e VP amplificadeos fundiram-se numa

segunda reacgdo  de ECP {(BCP  de fusdc) na gual  sdo

NeCessarlios adpenas O8 nlcradores  extermos; nomeadamanie

D19BsrGT (SEQ ID NC: 3868) e 3'VLCDI

o
U)

50 ID NO:

29y @ ambos 08 amplic @  um  procedimento

+lizando

similar u

CONnStrULL oubros do dominio.
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s
o
[}

ot
[s))
b
Q
i

coniunto apropriado de

]
[v5}
-
0
I__I
t
O
£

a kase

(U

clonagens

finalmean nosg  varios arranios  dos VI-VEP. Asg

asztAdo  listadas no

3 basge de

a 4 das

-

O
~
[N
a3}
ik
w0
0
w0
o
4
o

. (}. C

A1 e AZ, Ccomo s mostra no

e

5'VECDLSEs

WO 2Z)

3V

ID NC: 3%

)3 VILLZKEG AL STV (SEG
RCE AL e
TDONG: A1) Az ID NG a0
BEQ 3TVPLZKBspEY SEQ

Para o arranjo do ao
Tterminal €, nomeadamente nas posicdss BI e B2, tal comd

A1/106381, conceberam-—

ol

I
{

Ltapa de izados resultantes

do terminal
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(o
q

S'VPCD1%BspEIGS |3'VLCODI2BspEX SEQVE-VL

NO: 303 CDLS

T
N
41
N
e
]
<
1

STVLLZKESPEIGS 3WFLZKBsoET anti-

-
ot
"\

.
9
(o)
~—
=
€2
=
3

O produte de

por dois sitilos foi clonado puwm plaswmido

por BS-CTI,

130 Ccom as

¥mal. Inzeriu-se um poli-ligante

NO: 45} antes So vectcr Bluesc

smero de acesso X5

de modo a providenciarxg

livagemr, assim cowme a sequéncia

oo N L e oA~ 4 tr e e
545, seilis residuos consecutivos de

de  p: em,. Durante easta eatapa de

do dominico VP fundiu-se com o sitio

n

Aassim s sitios. A

varidvel foi

crificada pela

con protocolos—pa ).

Todos og proecadimentos moleculares indicados antes

foram feitos de zacordo com protocolos-padriao 2
Sambrook, Molecular Clonin A Laboratory 32

ring Harbour Laboratory Fresg,

(2041

Trangfs

de cadeia unica no quadro

,_J
i
3]

O

4
e}
-
&
N
]
o
20

-

{

-

deficlentes em DHFR, para =

de océlulas sucaridticas em cd£liulas
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como descrite em Mack et

SUA 92, (1929%5y, T702i-Z33. A
amplificacdo dos genes da e2strutura  foi  induzida por

e metobtrexato (MTYy até a

concentragdes Corescentes d

final de 20 M de MTHX., As cadiulas

expandiram-se e produziu-se 1 litroc de

2. Expressdo e purificacdo dos anticorpos biespecificos de

cadeia Unica dirigidos contra CD3 e CD19

.

Os anticorpeos bi-esgecifices de cadeila simples foram

de namster chinds (OF

no segulm

Sas iuias com fosfato de calcio ("Molecular Cloning'®,

Sambrook et. al. 1989). As oélulas cresceram em

rolante com meilo dificado com ORC

{(HiQ®, HiCloney,

il

Surante 7 dias, antes de serem colhid

h

o))
&
O]

células por centrifugacdc e armazensu-s2 o sScbhranad

.- )
W

contendoe a proteina expressa, a —20

FParaz z cromatogra ta® FPLC
{Pharmacia) e o programa 1informatico Unicorn®. Todos o3

n

cos eram de grau de investigacic e foram

produtos o

comeprados a Sigma (Delsenhofen) ou Merck (Darw

se a cromatografis por afinidade de metal imobild

youtililizando uma coluna

actogel® (Merck; que se

CAYrY com  ZnCl,, de acords com o protocolo forned:

fw)

pelo abricante., I

A coluna  com
{(tampio de fosfato de sddioc 20 wmdM, a pH 7,5H, NaCll 0,4 M) e

aplicou~-se 2 coluna (10 ml} ¢ sobrenadante {500 ml) oSa

3 ml/min.,

de células, a

vaelocidade de fluxo da

Lavou-se a coluna com A0 AZ para remover & amostra ndo
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ligada foi

4 s 1 -
Llgada. A

gradientes, em Z etapas, de tampdo BZ

sédic 20 mM, a pH 7,5, wNaCl 0,4 M,

acordo com o geguinte:

Etapa 1: tampdo B2 a 20 %

em 8

Etapa 2:

Aglutinaram—-se as fracg

etapa 2, para posterior purificacéo.
A cror

natografia por

e

coluna

com STF {Gibco). As amostras de prot

de fluxo de 1 mi/mind cram submetidas a

stern blot®,

C ara

a coluna para

1A

marcador de

Det

ermincu-

se a concentracio protein

188 J_ o

corante de de proteinas  (Mi

"'_'.eiJl'Jc;.”"""l(‘ﬂ’ ST

{(Biorad)

~

A

Isolaram-s2 <8 anbicorpos

processo de purific

O produto principal few

2m condi f‘,CfHS

em

gel  em

molecular corresgonde aoc anticorpo i

Gnica. Todas as estrutur foram ot

i
coie

LDrocesse,

anticoroos

eluida
{tampao

volumes

volumes

oces de  prorteinas

do peso

CroROA
L. /—",J——L"

utilizando

de fosfato Se

imidazcel $,5 M), de

de coiuna

e

tuidas

fol realizadsa

uila

purificacic,
molecular

igma MW GF-200).
a2 utliliizandos  um

Fierce) = I1IgG

TR

MalL e
yiaegular

conforme

peso

acocrdo com

de

e

A

biespecifico,

‘o v T T a o N p
uma BGFRFA-SDE, am
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ondigdes de redugio, feita com os

Tris ({Invitrc . A preparagas da amostra
oram  feitas de acordo ocom o grotocolo fornecido pelo

fabricante. Determinocu-se ¢ peso molacular

nvitrogean) . Corou-ze o) gel com

.
1
\

proteina  MuitiMa

A .

Coomassie c¢olcidal {protocolo da Invitrogen. A pureza da

o
o

\‘f.)

proteina isolada foi > 85 %, conforme se determinou por

EGPA-EDS.

5y

Feallzou-sa a Western blot utilizande uma memd

Uptitran® BA-383 =2 ¢ mddulc Blot da Invitrogen, de acoxzdo

om0 protocoelo 1do pelo fabricant Licoroos

dor de histd

utilizades foram gidos cont

O mandc

{Penta His, Qiagen) e Ig de cabra anti-murganho marcads com

fosfatasse alcalina (FA) {Sigmz) e BCIEP/NBT {3igma) comd

substratce. ¢ anticorpe biespecifice de cadeia Gr eodia

sar aspecificamente detectado por "Western Lliot®. Detectou-

se uma unica banda a 52 kD correspo

specifica purificada.

3. Andlises da ligacdo, por citometria de fluxo, dos

polipéptidos especificos de CD19xCD3

funcionalidade dag estruturas noe que

de ligacgio a CDL1% & CD3, realizou-se

ilizaram-se

uma analise de SCAF. Com esta finaliidads
célulag NALM-G  positive para CD1Y  {células B humanas

percursoras de leucenla) e células de Jurkat pos

D3 {células = humanas de i Incubocu—se,
respactivamente 200 0080 células de

células

w
0
oy
{

o

Jurkat, durante 30 min,

—

I

sobrenadante puro de células de culturas



3

\ 3

cada uma delas expressandoe anticorpo biespecifico de cadelsa
tnica com diferentes arranics dosz dominics VP e VL de CD19

e D3 {tal como descrito na secgdc 2, 3upr

aj .

las, duas vezes, em 3T e detectou—ae da
estrubura  come  se  segue. Fez-se ocontactar as  cdlulias
tratadas tal come descritce antes com wa anticorpe

e muring ndo marcado {(diluide a2 1:20 em 50 ul de STF com Z
% de  SBF; Qilagen; encomenda no., ; gue se dga
espec A ligada & c¢élula por via do
marcador de hiztidina do fterminzal €. Segulu-se uma etapa de
lavagem wara =liminar ¢ anticorps Penta His de murince nao

Detectaram—se anticorpeos

anti-His

ligadeos com unm

ANTLCOLDO de Fo gama (Dianowva) contugado com
ficoeritrina, diluide em STF & 1:100 com SBF a 2 %. Conmo
controlo negativeo, utilizou-se um meio de culitura fresco 2m

T 3 3 PR R
Vaern Qo Ga Cuirtura.

= \,_\‘L K,Ilf).u.uf.l =

citomet

325 POr

{Becton Dickinson,

coloragds  por  SCAE e a  madigidc  da
fluorescéncia foram feitas como se

Protecciz  in  Immunology  (Coliga Kruils

shevach and Lrober, Wiley-Interscie:

lade de ligaclic de arranios

capaci

claramente detectiavelils tal como se mostra

Na anadlise por SCAF todas  as

diferentes dosg dominios

dascrea:

ria Cluxoe num

Heldelberg) .

SN
AL

intensidade

ve  em  Current

Marguliies,

beek,

nce,  2002)

.

for

30 A

arranios

a v

CBLY

o v 2 day rara @
MR et raram 1 cmeSe a0 O 2 ~coMoaracido com o contbrolo
el D nosSTraram Lrgag 3o 53 Lhsem o \Jinl\) ara - a0 com O CONTroLo

tizando meilo de coultura e

uid ]

2.

ant i

oo

O

ao 1., e Obhservou-se uma actividade de igacéao

fortes resultando nUma deslccacao da intensi de
- -y . P

fluorescéncia >  H=ll as 1o
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4. Bioactividade de anticorpos biespecificos de cadeia

unica para CD19 e CD3

Determinoeu-s actividade citotdzica dos 1COorpos

’P
Qs

bisspec L o08  o0m

O

& dominics VP e Vi re-arraniadcs num
angailo de ciltotoxicidade a base do fluorccrome libertads

Utilizaram-se como células—alvo (1.5x107) células NALM-&
positivas parva CDR19, wmarcadas com calceina AM 10 uM

{(Molileculaxr FProbes,

Holanda, no, C-14320), durante 20

7o°C, =m melo de cultura de célulias. Apds dJuas

(e

min, a

vagens em meio de cultura de c¢élulas, contaram—se  as

células e misturaram—se com ¢élulas

células T posgitivas para (R4 (gentilimente cedidasz pelo Dr,

Fickenscher, University of Brlangen/Nuernberg, Alemanha).

Misturou-se 2 2 x 147 células NALM-G

ror ml {(proporgd ubilizou—-se 50 pi

a2 de fundo redondo de 26

pogos. Diluiram-se o5 anticorpos em HEPMI/SEE & 10 % para as

Sree

eridas & adiciloncu-se 50 pl desta solugdo

A suspensdo de células. Fez-ze a incubacic de uma mistura

~

L

S U o, DU S, . 3 [ 7t ; - O . B A
reaccional-padrédc a2 27 Jem CO. a2 - %, durante

Ap&s a2 reacgdo citotdxica, pode-ze o Ccprante

libertadc ne o mero de i com  um contadcor de

fluorescéncia {Tecan, Craillsheim,

o =zinal

10 min  em

sagonina a 10 %y, Cowm

leituras, cziculou-ze  a  cltcotoxicidades  espec

W
[
[}
]
0
[
Q
s
o
5]
v
Q
o
’ A
)
o1
M
H}

fdrmula: [Fluorescénocia {(amostra)

sceéncia  {iise total)-

Fluorescéncia {controlorl z 100.
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As curvas sigmoidais de resposta a dose normalmente

2 ~. s o7

tinham wvalores de R > 0,87 conforme d

terminade pelo

£y
l

procgrama  informético Frism {GraphPad Software Inc., San
Diego, BUAY. Os valores de CEsy calilculados pelo programa de

2

anadaliss foram utilizados para comparagdo da biocactividade,

Tal como se mosbra em WOR0D4/10467 truturas

i, todas as

itotds contra células NA

revelaram actividade ¢©

exprassam CDL2. A bicactividade mals forite, com valores de

Cwm 53 < 500G wara as  estruturas

Exemplo 2:

Utilizagdo clinica de bscCD19xCD3 num doente com linfoma de

células B

Numa utilizacio una doente

{(do género feminino, 1 de leucemia
linfatica corénica derivadas de c¢élulas B O{LLC-B) tinha gid40

tratada com o anticorpo bisspecifico

bhzcChl2xCD3 {SEQ ID NC.Z)Y, tal como descrito

Yo A i N 2 2 2~ N ST T T reg s BN 9. o=
Wo 99/5444C0. A anélise por SCAF revelou gus 95 % das

e
a CDLS, enguanto 77

antigénic CD20, A incubagio de

aas Joentes com  bscCDio2x(CD3 mostrou uma diminuicéao

AN

pronuncrada da guantidade de células B gositivas para CDLS

de  citoolina

praLsgquer rea L,C}(‘tﬁfi

T

de  lise do tumor, o© paclente tomou doses

profiiacticas de 1V, de 2 mg de clemastina {Tavegll®) e 2004

mg de cime asaim come 300 mg de alopurincl

IS¥a . Sy fT e ey vep e
e 20 mg de omeprazol
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36

O dgeente recebeu uma dJoge de 3 ug

bgoCDisxCD3 soby a forma de uma 1ir de 20 min em Lamy

fosfato contendo 5 % de de soro
Durante =z Iinfusdo o doente nidc experimentou

4 N

itos adverscs. Cerca de 1 hora apds a infuséo

(,’)

(n

teve arrepics durante cerca de 5 minubos seguido
de zuores, uma descida moderads da pressido sanguinea para

cerca de 10 mm moderado

T
o
A
&
e}
I
o
.y
i
-
CJ

mals Z mg de

praednisclona (Solu-De

G30s s 81
dia mals Taxde

beoCR18xCD3, nas mesmas condig

apds  a infusdc oz doentes Uiveram  Arrepios
o  on b g 1G o S A TP A e e o
catives, febre (38,2 “C), hiperventilacio ligeira e

50 de hipotensdc., A doente foi tratada com 2 mg de

sritina 2 15

00 mg de Tacamet o 300 my de

myg de pir amida {(Digidolor®) . Para a iracdo da sua

a doeente recebeu uma  infusiao

funcé&o cardiovascul

Jopamina e obteva

~atame

efusio pleural menor no diaz a seguir a ssgunda dose 2 wm

~eraidad: inferiores.

ma ligelro nas e

O exams poOr ultraz-sons {ecograiia) do kagoe e de cinco

ito wum dia o 4 dias

£ 4 e e e PR
nodulos linféticos akbdominais foi £

2 aCIniIni sy

w

acgdo da segunda dese de bscolCDl3xCDR3. Apana

un dia apds a dose de 10 ung, os ndodulos linfaticos assim
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- umne de cerca de

como o bago mestraram uma diminulgdo de vo
20 %, em comparacdc com a dimensdo dos nddulos linfaticos e
do bago, antes do Lratamanio. Esta observagdo foi

confirmada numa segunda avaliagdo por ultra-sons., O pesoe do

3 QI ~ Y e i PR ~ Ty N N e A ey -y 2 =y
baco decresceu 350 g (de 1 230 ¢ antes do tratamentoc para

1280 g apds tratamento) .,

de globulos brancos, incluem

decresceny durante ©

decurse do tratamentio e noes diaz de seguimento. A proteina

C reactiva {PCR} é& uma proteina da reaccio da fase agusa

gue raflecte a activacio das céluias T 2 o efeitc das
citocinas pro-inflamagio. Aumentou marcadamente depois da

administracéc de

5

10 pg de bscCDLOXCD3, seguido de uma

diminuilgdo continua durante os 32 dias de observagio

Julram,

a resposta

imuncidgica do composto, fol medido

antes e a varios intervaios apds a2 administ

composto. Mediram—se o8

meio de um enzalo guantit de acordoe com as

instrucgdes do fabricante. © facts e necrose do tumor

o aumentou significativamente de uma forma dependente da

dose na primeira hora apds & de bseCD1o95xCD3.,

A interleucina 6 {(IL-%) & a 2 {IL-8) tambdm
exibiram um aumentce significativo e dependsnte da dose.

3 S N g o R k) - 4 NN - JEAp -
Obgervaram—sa o3 niveils maximos o = “ horas aPOS i

Em concliusaoc, administrou-ze de  forma

a um deente gque scofria de LLC B refractiria. Embora

sido observados efeitos secundidrics adversos, mUito
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[0

provavelimaente  devidos z libertac¢g&o d citoecinas, 2

®
2

e JozZes O

toleréncia a ng = de 10 ug, foi

acaitavel e gpodem sor bem controladas por meic de medigdes
O L . . s o . R
profilacticas sintomético. B imporiante notar

gue pscCDiSzCDR3 causou uma diminuilgdo de volume do baco
praviaments aumentade e dos nddulos iinfaticos do deoente,

como  se demenstrou ne exams por ultra-sons. Dado que o

aumento do bago 2 dos nodulos

infiltracdes com células B malignas, a di

vinuicgéo

a destruicidc de celiunlas B malignas, emn

Exemplo 3:

Estudo de escalonamento da dose da fase I - doente 0202

astude de escalonamento da dose da

dependéncia da dose das

da  actividade 1munclogica em Tecido-alve de  tTumcr de

linfoma ndo Hodgkin {LNH de celulas B

Com esta finalidade, cada deente seguiu um

am gque recebeu seis administr

intravenosas de anticorpo bilespecifice anti-~-CD1Y9 x

(SEC ID NO.Z; ver tanbs

num  regime de tratamento de  um ver ou  dua Lo

semana, nos dias 0, 2, 7, 9, 14 e 16. A dose

anti-CD3 fcil escalonada, intra-individuaiments, nas

2, 4, 7, 10 2 12 ug/m” area da

. PFPara avaliar & fluéneia de doses

eacaladas de bscCD1o9xCD3 no nimero & na distribuicio de
sub-conjuntos de linfdcitces 2w circulacao, recoliheram-se

amostras de completo antas & durante a

Lnouw-se o numers Lotal de

administir:
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pela andlisze diferencial da contagem do sangue e do niémero

e

de sub-populaces de linfécites determinados wor andlise

por SCAE &

rressas 20mo & percent

rgem total de

al como descrito no exemplo 2. Em

céiulas T CD3+, Chid+ & CDS8+

determinados por

maio dJde  geparacac 4 céelulas

por fluor

SCAFy . Como exemplificade na

para uma  doante

{isto &, a doente

completou a hamento

com A dose dinicial baixa ode

anticorpce ki Tem-se ckservadoe uma sublita gueda
dog ntmerod de T 3+, Ch4+ = DB+ (ilustrados como

SRS

de linfdcitos) no periode de

Oa numercs das células T recuperaram para

os valores ~dose em Z4 a 483 h. Chssrvou-

de progressio

melihante das contagens de

sstudo. Una

pelo menocs parcial -, para og tacidos,

activadas 2 outros leucdHcitos activados. a hipdtese

acao e deslocacio de gpopulacdes enormes

activadas ({aproximadaments 80%

células T humanas

sangus

MOMENT O ) da homeas

SSS8Lm Come na dlsr cer fis

nos  tecidos. Na

farmace a doentes, de accords com ¢ modo i

i P y T e o T oy 3
i leva @ Sy Easte resulitado

twa deslocacio das

lagd préximas  de
>sta fizioldgica evita fendmenos

como um stbite distarbilo das ioo de citocina

adversos d esuitantes
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ExemElo 4:

Ensaio clinico da fase I

doente 1003

ensaio clilinico,

O

intravenosa repetida do an

cadela Gnica anti-CLhLY2 x anti-Ch3

maxima

doentes

om

{SEQ

tolere

perfil de seguranga da
ticorpo biespecifico de

Lambém
ioldgica

Hodgkin

de céliulas B (LNH B} indclente ou agressivo, refractdrio cu

B.

. s
Pl
Laldia

anti-CD3, ao longo de

O, 2, 4, 14, 16 & 18 do e=studoe. Um

tratade com doges ats 3,0 pg/m’.

ade

doenta

s
coene

T u

a8 ou guatro, nos
total de 15 doentes fo:

momentoes, 2 durante a administragac do firmaco para
segulr oS parimetros pPicguimicos, hematoldglicos @
imunoldgices. O numero de células T foi determinadce come se

segue. Além disso ubilizando  um

’l?

.

Ligado a  enzimas e ol
citométricas (MPC), determinaram-se
e sorn dos dosntes.

Juando se monitoriza o numers

encontraram-se flutuag

dag células T apds sugerindo

~

10

.

conforme obhservad e

oes

imunoc-abhaorvent

'JD

t‘“c‘*d 1o

z matriz de peércla
o5 niveis de citocinas

-\

iul

H

<

de

x‘\

em doentes

%

(¥

oL

e
LT

robustas dos numercs

activagidsn sub:

s

estudos ant

o exemnplc 3. Além disszo, conforme se mostra nas figuras 2 2
5, wara um doente {izto &, O lcente 1003 Somo um
diagnoéstico de linfoma da células do mante (LCMy, apds

do anticorpo biespecifico,

Veriiioou—se

Lira
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libertacido co c¢itocinaszs do  FNT intarferdc gama,

interieucina—-6 € interisucina-10, nos deentes tratados. A
intensidads de libertagdc de citocinas foi mails elevada

arcs & a dministrag r\ o da primeira dose oo um & lecréscime da

subsequentes de anticorpo bi
anti~CD1i%x anti-C03 {efeitc da primeira das2), Apds o

se chservou praticaments nenhuma indugio dos

niveis de citocina. Tal como no estudo iliust

no exemplo
. A activachdo abrupta de células T & a libertacio de

clitocinas levou a efeitos secundarios advers

G
923
=
@]
923
C\
T
o7}

moderada & foram

antes

ac spu significade clinico. Os

estuds  sugerem gue pode  ser

mals gradual dasz células T parx

come um distirbio subits das redes

nos ensalos linicos

Exemplo 5:

1. Estudo para o tratamento por infusdo continua de doentes

com linfoma ndo Hodgkin (LNH B) com um anticorpo

biespecifico de cadeia uUnica anti-CD19 x anti-CD3 (SEQ 1ID

NO. 2)

Parz avaliar a seguranga e 3
biespecifico de cadeis tnica

{(scCD19xCD3; seguéncia de amincacido:

G.2), administrou—-sg o composto
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continua de longoe prazo. Na secgdes 2 e 3 gus

ilustram-se dols doentes com reoincidéncia de

de  células  {(LNH  B) {(doante #105003 =

#102043y . No primeire dia de tratamento, tos dols deoentes

o e b = 1y K S S e oy v s N N T B ame Sl SO AV N
receberam tdose inilcilzal de exposicio® de D oug/mT/ /24 de

anti-CH19 x anti-~-CH3 sokb a forma de

dﬂi;CO'DC

uma infus

intravencsa {i.v.} continua. Depols, aumantou-

"doge de manutengio® de 15 po/m’/24n que

cara

foi administrada sob a forma de uma infusdo intravenossa

continua paraz o pericde remansscente da

semanas {(para o doente #102003) ou de 4

{(para o

doente Administrou—se a dese do farmace em

vy

investi

numa  solugio

contendo ASH a 5 %, Cada um dos doentes

Terapéutica com um glicocorticosteroide {metil-

pradnisolona), numa concent de 1 =2 100 mg {i.v.}, 1 n

anticorpgoe biespacifice, de

N
20

dests exemplce 5 4& ainda um

regumo dos dadoes des doentes

sados com

manutencido® de 15 pog/m

2. Doente #105003 com um diagndstico de linfoma folicular

(linfoma ndo Hodgkin de células B)

Foli diagnosticade, no ano 208o, um linfoma foliliculilar a

K
a5te Joe

, um homem com 44 ances de idade. O doente tinha

slao subwmetldo anteriorm a varias quimioteraplias CHOP;

Bendamusting e 1lmuncterapila

m

{(Rituximab; anticorpoe monoe-
Apds uma participacéo durante 2 ancs num

W -

S 23

a doenca cor

GOy, urma ve:z

r. No Outono de 2085, o doer

progredi

experimantou
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mazior infiltracio da medulzs O
infiltragdc do pulmio com prejuizo da fungdc respiratdria.

AT A - T R 3 crh A RPN~ o . S
Além  disso, a qualidade de vida deste deente ficou

claramente reduzida devido ao facto de a sintomatologla ter
piorade (esplenomegidlia, aumento de suores nocturncs e
perda de 3 kg 3 semanas}. Este estade clinice torncu

¢ s
Ny S
negessarla

nova terapéutica.

A seguir, o doente tomou anticorpo biespecifico de
cadeia uUnica anti-CDL% » anti-CD3 (SEQ ID NC.2) num nivel

2 0 5

de dose de 15 pog/m°/24 h sob a forma de uma infusio
continua, durante 4 semanas, tal como se detalhiow antes. ©

NS

tratamento iniclou—-ze em 03.10.2005 e foi bem tolerado,

isto &, nace se observaram efeitos adversocs

significativos,

2.1 Activagdo e proliferacdo de células T por meio de um

anticorpo biespecifico de cadeia Unica anti-CD19 x anti-CD3

7

Analisaram-se células

(:}

de sangue

periférico obtide do  dcente $105003, 2w Siferentes

Al i@

momentos, de acordo com o protocelo do estudo, por meic de

fluxo—c:

com 4 cores, apds colorag

com a segulnte

complnagdo de 4 anticorpos ou marcadores de superficie

ﬁ‘ el
()')

diferen

Painel 1: {(células Ty CD2Z x CR3 = (CDh4 x CDE
Painel 2: (contagens de ilinfdocitos: células B, T e AN)

D

[@N]

X CoLs = CD1Y9 = CD5S
Painel 3: (activacdo de células T {D37) Co& x CpzZ5 =

CDeS z HLA-DR
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Painel 4: (sub-conjuntos de células T €D8') CDR x CDIE

x CD45RA x CCRY

As contagens absolutas de céliulas. dos sub-conjuntos
de linfdcitos, isto €, células B, T & AN, definidas como

Lo - ey oy T Ty 2T \
céiulas CD197/CB3, D3 e CD3 /Ch567,

foram calculadas a gartly do painel 2 como

P ; SERPR] P S T B . 3 3 T SRR TR S A T B
ow ANy /(% de Ccélulias B o+ % de células T + 0% de ¢éluias

pelas contagens tobt

amocstra de sangue, conf determinado por uma

rotina de laboratdric. As contagens abksoclutas das ceiulas 1

Ch4 e D37 foram calculadas a gartir do gainel 1 como 3%

das células CD3ICDATCDE /& das células CB37 ou % das

células CDI'CD4CDS" / % das células CD3', rezpectivamente,
multiplicada pela contagens absciutas das  céiulas T,
conforme calculado no painel 2. As contagens absoclutas dos
sub-coniuntos de oélu foram calculadas a partir

88 Propor ”’39t

uma delas wmultiplicea

T, conforme calculado no painel 21

% de células COSTCDARRATCD2RT /% de células cogt

{correspondende a células 7T CBRY naturaisy,

de células CO8TCDASRA CCRT /% de células ong’t

Y

{correspondends a células T CDBY da membria central = Ty),

de sélulas CHETCDASEATCCRT /% de células cog’

{corraspondendo a células T Co8Y da meméria efectora = Tw),

% de células CORTCDABRATCDZ®Y /% de células wisl

{corvespondends a {(celulas T citotdxicas) CTL diferenciadas
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terminalmente = células T DY da memdria efectora

}

pogitivas para CDYBRA = Tyena.

A activacgdo das células T nasite doente fol determinada

como a % de células T (D8 gue expressam 08 marcadores ode

acrtivacdc da superifiicie das células, CDzZb, CDSY ou HLA-

{painel 3 da citometria de fluxo) de todas as c¢olulas T

Primeiro houve que anallsar as contagens das células

i eyt i P o~ A L I o me o ~A T T Y e C R
4" e DB, Como se mostra na figura 6, as células T CRE e

N ] - r R s P VR RN 3 o~y P A N
LA cesaprareceram em Jo anda parta do s andue periiericd
apds o inicio da infusdo do anticorpe biespecifico de

cadela tnica anti-CDI% x anti-CD3, gue se explica como

fenomeno de distribulcZo provocads pela activacio de

i

células T através da reticulagdo das células T =2 B do
sancue periférico, mediada pelo anticorpoe biespeciiico de
cadeia unica anti-Col1l9 =z anti-CD3. Contude, apds meia

semana de tratamento, as céliulas T CD8' e C04° reaparscem

gangue £ o geu nimerc ate aps 7% e 21% dias,

zotivamente. Em cowparacho com o valores iniciails, as

mestraram um aumento oo

a 4 vezes. As contagens das células T C0S° e oco4f

permanaceran  2levadas  durante  as 2 e 3 semanas  de

Aatamento antes do ndmero de celulas T diminulyr durante a

guartTa

CDB8Y e CD4T permansceram ainda  acima dos valores pré-

correspondentes, passadas 4 semanas de

de cadeia Onilca anti-CDL% %

roorpo bie

quando e diagnosticou uma diminuilcio

o0 Tumor, SSSLMm oS critérics de respoesta

parcial, tal como se estabslecs

a seguir,
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Em seguida, analisaram-se com mais detalhe as sub-

na figura 7

53]
53]

I4

populacdes de células T CD3'. Como s& MOS

andlise das sub-populagdes das células 7 CDET revelou gue o

sub—coniunto memdria efectora TME foi gquase
exclusivamente responsdvel pelia expansio das células

T3, dinduzida pelo anticorpe bRilespecifice de cadeia Gnica

anti-CDL% x anti-CD3. A contagem das células T D37, no que

yLoxica, entre

de TME, em conjunto com &

toxica entre as océlulas

CD3". BExcepto nc ac sub-conjunto de TME, nac

servaram alteracdes contagens de

P S T =y e oo PR JE : Q
células entre as outras T DB,

2

como as células T maduras de proiiferar

Jepols de um Unico sinal S activacgao, conforme

ticorpe biespecifice de cadeis

bt

}J"’\ v J.d,)u\,.'_:}.kl\ 1053]_0

anti-CR1% = anti-CD3 ou o sub-conjunto de TMERA que nidc &

mesms capaz de

iferar. Assim, a expansao selectiva das

células TME CDE" concorrentes com a prcliferacic, pode ser

clarament atribuida a divisdo e 4 proliferacac das

AT e o G AT T e TG CTNAT i e
celulas, em ac contacto da celulas TME CDET com Aas

comportando o anticorpe biespecifico

e unica anti-CDh1% =z dentro do tumcr; ven

também a ficgura 14, Pode-ge contribuicao

o

2

1

{
{i
-~

J
I
P
]
U2
-

significativa para a expansio

de linfoma compoertiands ©

Cul

sangus porque

celiuias B ode linfoma anm
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terem @ido zeguldos come se mostra na figura
das células T CDB8' ¢ precadida de uma fort

AT 1 : G s T s e LN, . -
células T Chgo, conforms indicado  por

-

sustentada do marcador de activagio

~

marcadores de zcotivacdos como CDEY e CDZH

uma curta regulagdc temporaria apds o inicic da infusdc da

astrutur da gresente 1invencgido, <o que se explica pela

das c¢elulas B de linfowms comportandoe o

ia unlca anti-CDRI2 x anti-CD3

sangue, porgue 34 se  tinha felto a

iz B de linfoma em circulacio, a2 partir

2rico, nos primeiros 3 dias de tratamento

Ao contrario, a regulacgdo sustentada de HLA-DR, ac longo de

3 s s, a activacio das células T CDA' no tumoer

através do contacto com as células B de linfoma residentes

ne tumor gue comgortam ¢ anticorpo biespecifico de cadela

unica anti-Ch1l% = anti-CDRIZ. A activagdoe intra-tumoral das

T resulta numa resposta proliferativa das células

dentro do tumcr, < gue isva & expansio das céiulas T gue,

sacundariamente,

SMAam agarecan oo

prazo, HLA-DR, mas

P e P NPy ey A WA T TN Y O
AT IVa 'r al Ge CUurto Drazd Coeg o CD25.

Como conclusao, 0 tratamento Com anticorpo

biespecifico de anti-Ch1l9% x anti-CD3 cau

it
(=

v
k.y

activagdo e exgan celulas T a longoe prazo. As

células T, com um

Cé&m em conta a exzpansa

de linfoma comportandao ¢

cagealia UnLoa
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diminuicdo da activagio das céliulas T durante a terceira

semana e a diminuiciZo das contagenszs das céluiaszs T durante a

Sema

de infusdo, podem ser explicadas pela

iedia Gnica anbi-

eficacia do anticorgo

Chl9 x anti-CD2 neste doente, ¢ gus leva a inulgan

do wvolums oo tumor de 28,0 %, como se

apds 4 semanas de tratamento com ¢ anticorpeo

i-Ch1i2 = anti-CD3  {ver

inde assim o ndmero total

ir a activacgio de

de celulas T medlads peslce anticorpo

2.2 Deplecdo de células B de sangue periférico (linfoma)

por meio do anticorpo biespecifico de cadeia uUnica anti-

CD19 x anti-CD3

AT ilsaram—se as lLas mononuclieares de amostras de
sangue periféricoe obtidas do doente #105003 deo estudo, em

diferentes momentos, até a melhor respesta clinica, pox

Tluxo, de  acordo  Com processos-—

irdo, apds coloragdo com wna combinacdoe de

contra o35  segulintes 4 marcadores das superficies das

células: CD3 (marcador x D16 {(marcador de

TTT L vy oy oo e A 4T e Y - - s AT H N oY
AN/macrois 3 dor de ¢élulas BY X

36 {(marcadoer de células AN} . As contagens abszociutas de
células dos sub-coniuntos de iLinfocitos, isteo & células B,

CoLe /Cn3

(S

JeNTL S LT P S S NP . N Toany o ey o JERRR PR f o A T oy ¢
VASIDIGES P resped Civamante, foram calcoculadas comoe % {Ceiluias

B, T ou AN} / (% de B + % de T + % de AN) mulitiplic

contagens total da espectiva

ngue, conforme uma rotina de laboratdric.

83



Assim, o0s numeros absolutos das células B (linfomas) foram

calculados como os numeros totais de células CDLI2 /CD37.

Como se nmostra na Lilgura %, © Comegon Com Cerca

ity
-
o
<
i
N4
oS
Q
10
9

poer wml de sangue, antes do

&

circulaciao

primeiros 3 diasg de tratamentc e finalmente degaparecsu

completams jue  perviférice no  fim da  primed

Semansa Aldém dissce, as oélulas B (linfoma)

ausentes a0

periférico

apda 4

mostram

anti-CDh12 x anti-CD3

corps biespecificeo de
pode eliminar completamente as células B (linfoma) da

cirvculacdo devido & sua actividade citotdxica contra as

\L‘
(Tr
i,_a
jab
U
.

referidas

2.3 Reducdo das dimensbdes dos linfomas por meio do anti-

corpo biespecifico de cadeia tnica anti-CD19 x anti-CD3

Para a2 avaiiacgdo da eficdcia do tratamento por m

anticorpe bilespecifico de cadeia Gnica Li-CD19% x anti-

CD3, ubilizaram—sze o5 critérics de resposta norm

para a avaliacdo de respostas ac linfoms ndc Hodgkin (3

o

De acorde com estes critdérios, tem de se selecciconar 6
legdeas repregentativas de linfoma. A soma do proedutce dos
diliametros wmaicres da  secgdo ransversal das lesgdeg de

Linfoma

mase da SPDL {(soma 4o
produte dos didmetzos). Avaliia-se
durante

SPL, m base ragul

pericde de seguimento do estudo. For
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respesta parcial como uma diminuicgédc > 50 % na SPD. Como

cmonstrade na figura 10, no novo estadlamento, apods 4

semanas de tratamento, verificou-se uma clara reducao das
massas do tumor de linfoma, de acorde com a avallacgho da

Ay N
res IfJQ [

Q
vt
Qs
=
0
Qs

diagnosticou-se uma diminuicido na soma

linfoma de

eréncia, da 58,0 %, corregpondends a uma

; Y m eny
(EFy na

~d0  da resposta as tunor

feita por tomografia cowpubtorizada (TC). & Semanas apds o
tratamento com o anticorpoe biespecifico de cadeia Unica
anti~-CPLY x anti-Cbh3

tomografia computoriza diminuigdo do

volume do tumor de 68

3. Diagnosticou-se no doente #102003 linfoma linfocitico

pequeno (LLC-B)

o Abril de 1999 3y I

doente, um homem com 60 znoz de

idade. Chservacdes relevantes na histdria clinica

da  apnelas do aono, insufliciéncia

sguda, herpes zoster, brenguite  intermitente e

hepatopatia intermitente. O doente tinha uma histdéria de

varias quimicterapias {(clorambucilo; fludarakina; knospe;

endoxano), imunoterapias (rituximab; anticorpo monoclional

iominal.

anti-~-CLZ0} e tratamentoe radiclidgicoe da reglio

recaebeu 7

Na histdéria Jda doenga, de 7 G

assim como rituxis

de guimioter

regimes difs

como mono-terapia ou fterapia de combinacio & radioterapia,

(/)

am demonstrar qualguer resposta importante, A

administracdo do anticorpo biespecifico de cadeia unica

anti-CD19 x anti-CD3 foi o regime terapéutico para este

85



doente. O doente tomou anticorpo biespecifico de cadeia

ks 12 ~
i

unica anti-CDI% x anti-CDH3 {(SEQ ID NC.2) num nivel de dose

de 15 ng/ I, sob a forma dJde infus inua,

durante 2 semanas, tal come se detalhou antes. O tratamento

teve inicic ewm $2.05.2005. Apds duas semanas de tratamento,

05 resultzdo

N

LA

Pl

fez-ze uma reavalliacido completa, cu

¢
&)
%

apresentam a seguir.,

3.1 Deplecdo de células B de sangue periférico (linfoma)

por meio do anticorpo biespecifico de cadeia uUnica anti-

CD19 x anti-CD3

Determinou—s

i

> as conbagens  das  células B como  se

0
0
't
953
o3
q
1§
9]
a
]
|95
6]

seccdo
il, <« deents comecgou com 920 células B {linfoma) por mi de

a infusao

~ J 3 .
. UR2P0Ls e Be

tes Jdo btratar

do anticorpo bieaspecifico de cadeia unica anti-CD1% x anti-

3, a3 circulagido de célul

—
')
»
o

Tangue moestroun

rapide decréscimo no seguimento de uma fase Temporaria

de racuperacgdo limitada a 600 células por ml, nes primeiros

o gue & consistente com a redistribulgio das

o

N2 seguimentc  do  tratamento, zs  células

N

{l1infoma} deszparecsram completamente da

diagnosticar uma resposta parcial, vassa

tratamento. ates Gaos cont main

de cadela Unica anti-CDLY

biesr

de  eliminar as celulas B {(linfoma) &rm

clrculagdo, como parte da clinica.

3.2 Eliminag¢do do infiltrado do linfoma da medula dssea por

meio do anticorpo biespecifico de cadeia uUnica anti-CD19 x

anti-CD3
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Al realizou-se & hilstopatologia da meduls

Sszea antes e depcis do tratamento com o anticorpo
bisszspecifico de cadela unica anti-CDI% = anti-CD3., Como ge

mostra na figura 12, no inel da

Tratamento, podia-ze observar infilt:

medula Szsea por linfoma lin

Confirmou-se o diagndstico

Tal como

painel da direita, apds o tratamwento com o
biespecifico de cadeia Unica anti-CD19% z anti-CD3, J& nao

houve evidéncla de

linfoma linfocitico, U aunento

demonst ras

Lficative das c¢élulas T. Eates

eliminacdo de célulias de linfoma da medula Sszzea, abaixo do

iimite de deteccido do anticorpce biespecifico de cadeia

: st a obasr
B }_ oA O (ORGP ha gt

o) OIS @
CCnSiy

tnica anti-CD19 x &

com uma resposta completa da medula dssea gue & dificil de

consagul por ezemplo, pela quimicterapia convencilonal.

3.3 Reducdo das dimensdes do linfoma por meio do anticorpo

biespecifico de cadeia tnica anti-CD19 x anti-CD3

Além disso, numa reavaliagdo, apdés 2 semanas de
tratamento, verificou-se uma clara redugdo das massas
tumorais de linfoma: como se mostra na figura i3,

vinuigdo de

ok LAGnost icou-se uma

=
(9124

computorizada (TC), correspondendo

(RPY, na ava

submei ido

P U P, 4 e - . I N
histdéria da doenga, durante oz gquais o

/
i

de guimioterapia, assim <omo oe

@ radicterapia, sem

ragposta significativa, o tratamento deste doente
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estrutura de anticorpo biespecifico de cadeia simples anti-
Cil9 x anti-Cb3, pela primeira vez, providenciou uma

terapéutica com sucessc gque conseguiuv mails do gus 50 % de

diminuicgido das lezsdes de do Linfoma.,

4, Resumo dos dados clinicos

Os doentes que tiveram uma recaida do LNH indolente
foram incluidos, de acordo com uma concepc¢do clédssica de um

escalonamento da dose de 3 + 3, com doses iniciais de

4,5 ug/m’/24 h. Foi dada uma cobertura ini

asterdides para mitigar o5 sintomas assumides de libertacgdo

3 S T N A vy S - . N N Y S 1 e - - il
de citocina. Avaliou—-se a seguranga € a

por CTC-

AR (o critérics de ferminologia

para eventos

adverscs) . O critérics de terminclcgia

rara eventos

1) Sa0 UMma

(National Cancer Ins

adversos do

Termincicgia descritiva gue pode ser ubiliz:

S i PIPS, PR S I B (Y =
evaentos adversos (EAY Daz-se uma &

{(gravidade) para cada critério do

ascalonamento da dose ¢ ¢ germitide degols de uma comigsido

LANPNI B -~ - sy e N ama =) e 3 ey oy e e ey e
Ldo sobre & seguranga da dose anteriocr

{toxicidade limitative

1
s
=
)
93}
(@3
N3}
&
.
O
fa
5
O
Y
o

dias. Monitorizou-se a actividade biloldgica investigando o3

iCasn utilizando ensaics

nivels da

PR —T T

ER O - o i T TR
SEPeCilLLCOs Ppor minla &

folels: de
-y 3 -y ~ AT 3 . 3 ~ 4 o ~ =
ria  de uma  analiliss  de asadas 4 semanas de

de cadeia tnica anti-

nto com anticorpoe bie
C1l9 x anti-CD3 realilzou-se um rastrelo de controlo por TC
a). BSe os doentes filcaram pelo
com o35 critérios normalizados de

causa da radiciogia

mais um ciclo de 4 semanas de
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Ty

anticorpe biespecifico de cadeia Unica anti-CDi2 z anti-

foram desenvolvidoes pelo

indastria farmacduiica inter—

para providenciar uma ori

ceaposta clinica na LNH. De acords com o8 critérios, obtém-

e uma reasposta complieta guands ha  um desaparecimento

completo de todas as evidénclas detectédvels c¢linica e
roamente da dosnga e de sintomas relacionados com

todos og nédulicos linfaticos wvoltaram & dimensdo

Qe
@}
{]‘ )
Q
-
gy
o
o
Q

Sesea 2stava claramente livre de linfoma. Para uma resposta

rarcial, deve haver uma diminuicic da dime

sels malores nodulos linfaticos domis sem aumento na

dimensao dos ocutros ndduliocs, fi ‘Tgado ou baco, oz nédulos

o

espistnicos e hepdticeos devem regredir de pelc mencs 50 % e

haver noevos sitios com dosnga.

doentes conm numeroe medio

de 4 terapéuticas prévias de quimicterapla/imuncoterapia.
BDurante ¢ egcalonamento da  dose a partir do NDBI
(0,5 ug/m*/24 hy (WD = nivel da dose) até ¥ND3 (83 ug/m™/

rvou toxicidade wpor limitacdo da dose o os

rscas}y foram T2 moderadcocs. Com o ND4

- Y B 3 B e 72 IS A e e 3
(5 ug/wm™/24 h no primeiro dia, 15 po/m/Z24 L come dose de

trataram—se 7 deoentes com 2 deentes a receber

menos de 14 dias de tratamentce (1 NDT, 1 interrupcic por

do investigador) . Cheervou-ze uma eliminacao

ilulas B (linfoma)

clirculacdoe no fim da

completa das

-

infusédo de anticorpo ico de cadeia dnica anti-CDLY

x anti-CD3 em 9 dos 14 doentes avalidveis (tratamento > 2

semanas € celulas B

da infusido de a

T2 x o anti-CDR3I3) . Um
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dose, atingiu 100 3 o ND4, 3 dos 7 tiveram

infiltracédc relevante da medula ossea (MO) {(» 10 %) com

P N s 3 il ~ - o -
uma melihoria e 2 deentes &

doente a mo!

degaparecimentc completo das células de

melhor

h

respoata gliobal ac tumcr nes 14 doentes avaliados
{(tratamentc > 2 semanas e

-, e PO Fra IoTal LN = WP s
anvolvidas)y foi 1 RC {(resposta

um homem com 61 anos de idade com um dizgndstico de

folicular, grau 1, estadio IItaj}, 2

/ o3 v e TR, [EPTRN .
(reloosta Dara:

progressiva) . Em particular, o doente 10901 nostrou ainda

regultads remigsdoc

. ol o e ms 2ma - - A i FRN YR 7 iTe ct 2 JE P S
figuras 14 a 16. Hsta remigsidoe completa

referids doente com uma dose

erimeirce dia de tTratamento &

e . B e 2 1 e 4 o
subsequents de 15 upg/m*/Z4 h, durante 4 sema

estas 4 # 109002 exibiu

de imedizto mails uma dose de

15 pg/mt/2 h, durante mais 4 semanas, lesvandoe a3 uma

rese ) nDsta Com pJ_\, ta.

Sem esztar limitadce ao guse

M
[¥53
D
C 2
l "‘)
jor
[
~
A3

Tresposta completa®, frasposta parcial®, fdoenca 2m

:sposta menor”™ Como se egua:

I

M
=
L
1¥77
6

nUitas véezes uma résposta comp leta =ze as

lesGes nac sdo detectadas por imagiclogla por TC e
oubtros g, Se a imaciologia por TC 2 o exams da

madula dssea ndo evidenciam a mad s

rigorogsamente COmo Wha resposta
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em gue se mede pelo menocs 50 % de reducgdo da cargas tumcral

mensur

Considera-se que um doente Lem 2z doente em progrezssio

guando expsrimenta sintomas (febre, sU0res NCOCLUrnos, etc,)

2 quando cs ndédulos linfatices aumentam de dimens DU 8e

chaervam noves nédulos ilinifaticos aumentados.

tem a doenga estavel ou em

an

regressdc quandce néc tem sintomas e guando og ndédulcs

N

a sua

linfaticos

O 5€ observa re grecs

dimensao. ALgumas VezZes este eztado clinLoeo Ou a

clinicamente observada da doenga &

Uma "resposta mencr®  s1lgrn

Jrosselramen e, N

nuaigdo do volume. Resgposta menor ndc € um

nas utiliza-se cada vezr mals, PFalando de

6]
=
=
®)
T
o)
0
n
o
]
-
=

forma mals vulgar, uma respoesta mencr & mais do gue 25 % do

volume total do Ltumor, mas

do que 30 %, 0 gque a

tornaria numa resposta

<110> Micromet AG

atamento de dceengas tumor:

170> Patentin versio
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213>

>
[N

P

oy biespecifiico

o>

gaattccacc
ccacktccgat
ggccaccatce
ctggtaccaa
agtttctggg
catccatcct
tccgtggacyg
cggecggetece
gaggcctggg
ctggatgaac
gcctggagat
agacgaatcc
ggtctattte
ctactgggge
actgcagcag
gacttetgge
gggtctggaa
gttcaaggac
gagcagcctg

ttactgcctt

Artificial

atgggatgga

atccagctga

tcctgcaagg

cagattccag

atcccaccca
gtggagaagg
ttecggtggag
ggtggtggtyg
tcctcagtga
tgggtgaage
ggtgatacta
tccagcacag
tgtgcaagac
caagggacca
tcéggggCtg
tacaccttta
tggattggat
aaggccacat
acatctgagg

gactactggg

de

gctgtatcat
cccagtcetee
ccagccaaag
gacagccace
ggtttagtgg
tggatgetgce
ggaccaagct
gttctcaggt
agatttcctg
agaggcctgyg
actacaatgg
cctacatgcea
gggagactac
cggtcaccgt
aactggcaag
ctaggtacac
acattaatcc
tgactacaga
actctgcagt

gccaaggcac

cctcttettg
agcttetttg
tgttgattat
caaactccte
cagtgggtct
aacctatcac
cgagatcaaa
gcagctgcag
caaggcttct
acagggtectt
aaagttcaag
actcagcagc
gacggtaggce
ctcctecgga
acctggggcce
gatgcactygg
tagcegtgge
caaatcctce
ctattactgt

cactctcaca

)

D3

gtagcaacag
gctgtgtctce
gatggtgata
atctatgatg
gggacagact
tgtcagcaaa
ggtggtggtg
cagtctgggyg
ggctatgcat
gagtggattg
ggtaaagceca
ctagcatctg
cgttattact
ggtggtggat
tcagtgaaga
gtaaaacaga
tatactaatt
agcacagcct
gcaagatatt

gtctectcag

ctacaggtgt
tagggcagag
gttatttgaa
catccaatct
tcaccctcaa
gtactgagga
gttctggegg
ctgagctggt
tcagtagcta
gacagatttg
ctctgactgé
aggactctgce
atgctatgga
ccgatatcaa
tgtcctgcaa
ggcctggaca
acaatcagaa
acatgcaact

atgatgatca

tcgaaggtgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140

1200
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tctggtggaa
atcatgtctg
agttacatga
acatccaaag
tactctctca

tggagtagta

catcatcatt

aagtggaggt
gtctecagea
ttcaagtgta
gatttatgac
tgggacctea
ctgccaacag
acatcatcac
<210»> 2
<Zil> B23
<2L2> FPRT
<713> Artificial
<2200
<Z23>

gtggaggtte
catctccagg
actggtacca
tggcttetgg
caatcagcag
acccgectcac

agtcgac

aggtggagtce
ggagaaggtc
gcagaagtca
agtcccttat
catggaggct

gttcggtgct

gacgacattce

accatgacct
ggcacctccc
cgettecagtg
gaagatgctg

gggaccaagc

o}
2

agctgacecca
gcagagccag
ccaaaagatg
gcagtgggtc
ccacttatta

tggagctgaa

1260
1320
1380
1440
1500
1560

1587
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Met (

val

Ser

Asp

Gln

65

Ile

Asa

Gln

Tle

His

Leu

Tyr

50

Pro

Pro

Ile

Ser

Lys
130

Ser Asp

20
Gly Gln
35

Asp Gly
Pro Lys

Pro Arg

His Pro
100

Thr Glu

115

Gly Gly

» Trp Ser Cys Ile
5

- Tle Gln

Brg Ala

Asp Ser

Leu Leu

70

Phe Ser
85
Val Glu

Asp Pre

Gly Gly

ile

Leu

Thr

Tyr

55

Ile

Gly

Lys

Trp

Ser
135

Leu

Thr

I¥e

40

Leu

TVY

Ser

val

Thr

120

Gly

fhe

6ln

25

Ser

Asn

Asp

Gly

Bsp

165

Phe

Leu
16

Ser
Cys
Trp

Ala

Ser
30

Ala

Gly

Gly

vai

Pro

Lys

Ser
75

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

ala

Ala
Gln
60

Asn

Thr

Thr

Gly

Ser
140

Thr

Ser

Ser
45

Gln

Leu

Asp

Tyr

The

125

Gly

Ala

L.en

30

Gin

Ile

val

Phe

His

1ie

Lys

Gly

THr

15

Ala

Ser

PXo

Ser

Thr

95

Cys

Lieu

Gly

cly

Val

Val

Gly

Sy

80

Leu

Gin

Glu

Gly
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Ser

Gin

145

Ser

TYY

Ile

Phe

VT

225

Cys

Asp

Gly

Gly

Arg

308

Trp

Lys

Ala

Ser

TP

Gly

Lys

210

Met

Ala

ala
290

Tyr

Ile

Phe

370

Val

Val

Met

Gln
195

Gly

&ln

Arg

r TEp

Asp

275

Sex

Thr

Gly

Lys

Met
355

Ala

Giln Leu

Lys Ile
185

Asn Trp

180

Ile Trp

Lys Ala

Leu Ser

arg Glu

245

Gly Gln

260

Ile Lys

Val Lys

Met His

Tyr Ile

325

Asp Lys
340

Gln Leu

Arg Tyr

Gln

150

Ser

val

Pro

Thr

Ser

230

The

Gly

Lieu

Met

310

Asn

Ala

Ser

Tyr

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu
215

Leu.

Thx

Thy

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

Asp
375

Ser

‘I@Y?Si

Gln
AsSp
200
Thr
Ala
Thy

Thr

Gln
280

Cys:

Lys

Bexr
Ley
Leu
360

Asp

Gly

Ala

Arg
185

Gly

Ala

Sexr

Val

val

265

Sex

Lys:

Gln

Arg

Thy
345

Thr

His

Ala

Sex

170

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly

ZSﬁ
ThY
Gly
Thr
Arg
Gly
330
Thr

Ser

TYYX

Glu
155

Gly

“Gly

Thr

Glu

Asp
238

Arg

val

Ala

Pro

315

Tyr

Asp

Glu

Cys

Leu

Gln
Asn
Ser
220
Ser
Tyr
ser
Gl
Qly
360
Gly
Thr
Lys
Asp

Leu
380

val

Ala

Gly

Tyr

205

Ser

Ala

TYr

Ser

Leu

‘285

GIn

Asn

Sex

ser
365

Asp

Axrg

Phe

Leu

190

Asn

Ser

val

TyY

Gly

270

Ala

Thr

6ly

Sex
350

Ala

TV

Pro

Ser

175

Glu

Gly

Thr

Tyr

ala
255

Gly

Arg

Phe

Leu

Asn

335

Ser

Yal

Trp

Gly

160

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe
240

Met

Gly

Pro

Thr

Glu

320

Gln

Thr

Gly
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Gln Gly Thr
385

Ser Gly Gly

Gln Ser Pro

Thr Cys Arg
435

Lys Ser Gly
450

Ala Ser Gly
465

Tyr Ser Leu

Tyr Cys Gln

Lys Leu Glu
515

=
\/ Y
I {03
(@

O8]

[

N
Y
i—tJ
o
e

Thr

Ser

Ala

420

Ala

Thr

val

Thr

Gln

500

Leu

13> Artificial

Leu

Gly

405

Ile

Ser

Ser

Pro

Ile

485

Trp

Lys

3> Ck 1% VP/VL %

Thr
390

Gly

Met

Ser

Pro

Tyr

470

Ser

Ser

His

CR3

val

Ser

Ser

Ser

Lys

455

Arg

Ser

Ser

His

VP /VL

Ser

Gly

Ala

val

440

Arg

Phe

Met

Asn

His
520

Ser
Gly
Ser
425
Ser
Trp
Ser
Glu
Pro
505

His

val

val

410

Pro

Tyr

Ile

Gly

Ala

490

Leu

His

{(Bex

Glu

395

Asp

Gly

Met

Tyr

Ser

475

Glu

Thx

His

Gly

Asp

Glu

Asn

Asp

460

Gly

Asp

Phe

Gly

Ile

Lys

Trp

445

Thr

Ser

Ala

Gly

Ser

Gln

val
430

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ala
510

Gly

Leu

415

Thr

Gln

Lys

Thr

Thr

495

Gly

Gly

400

Thr

Met

Gln

val

Ser

480

TYr

Thr
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tgtacactcc
agtgaagatt
gaagcagagg
tactaactac
cacagectac
aagacgggag

gaccacggtce

tggttctgat
ggccaccate
ctggtaccaa
agtttctggg
catccatcct
tcegtggacyg
tatcaaactg
ctgcaagact
tggacagggt
tcagaagttc
gcaactgagce
tgatcattac
aggtggaagt
gacccagtct
agcqagttca
aagatggatt
tgggtctggg
ttattactgce

gctgaaacat

505

PRT

>

[
t

D

PG
Z

caggtgcage
tcectgcaagg
cctggacagg
aatggaaagt
atgcaactca
actacgacgg

accgtctecet

atccagctga
tcctgcaagyg
cagattccag
atcccaccca
gtggagaagg
tteggtggag
cagcagtcag
tctggctaca
ctggaatgga
aaggacaagg
agcctgacat
tgccttga&t
dggaggttctg
ccagcaatca
agtgtaagtt
tatgacacat
acctcatact
caacagtgga

catcaccatc

Artificial

,

VP /L

tgcagcagtce
cttctggcta
gtcttgagtg
tcaagggtaa
gcagcctagce
taggecgtta

ccggtggtgg

ccecagtctce
ccagccaaag
gacagccace
ggtttagegg
tggatgctge
ggaccaagct
gggctgaact
cctttactag
ttggatacat
ccacattgac
ctgaggactce
actggggcca
gtggaagtgg
tgtetgcecate
acatgaactg
ccaaagtggc
ctctcacaat
gtagtaaccce

atcattagtc

x CD3

tggggctgag
tgcattcagt
gattggacag
agccactctg
atctgaggac
ttactatgct

tggttctgge

agcttcteeg
tgttgattat
caaactcectce
cagtgggtcet
aacctatcac
cgagatcaaa
ggcaagacct
gtacacgatg
taatcctage
tacagacaaa
tgcagtctat
aggcaccact
aggttcaggt
tccaggggag
gtaccagcag
ttctggagtc
cagcagcatg
gctcacgtte

gac

e 7k
VP /YL

CFQQtQaQQC
agctactgga
atttggectg
actgcagaég
tctgcggtet
atggactact

ggcggcgget
getgtgtcte

gatggtgata
atctatgatg
gggacagact
tgtcagcaaa
tccggaggtg
ggggcctcag
cactgggtaa
cgtggttata
tcctccagceca
tactgtgcaa
ctcacagtct
ggagtcgacg
aaggtcacca
aagtcaggca
ccttatcgcect
gaggctgaag

ggtgctggga

ctgggtccte
tgaactgggt
gagatggtga
aatcéﬁccag
atttctgtge
ggggccaagg
ccggtggtag
tagggcagag
gttatttgaa
catccaatct
tcaccctcaa
gtactgagga
gtggatccga
tgaagatgtc
aacagaggcc
ctaattacaa
cagcctacat
gatattatga
cctcagtcga
acattcagct
tgacctgecag
cctececcccaa
tcagtggcag
atgectgeccac

ccaagctgga

madura

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1533

W/ O
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<A0O> 4

Gln Val Gin Leu Gln Gln Ser Gly

1

5

Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala

20

Trp Met Asn Trp Val Lys Gln Azg

Gly

Lys
65

Met G

ala

Tyr

Ser

Gln

145

Sexr

Asn

Asp

Gly'

Asp

225

Phe

Asp

Sexr

@ln
50

Gly

Arg
Gly
130

Sexr

Cys

Trp

Ala

Ser
216

Gly

Tle

Val

35
Ile Tep Pro Cly Asp BGly

Lys

Leu

Arg

Gly
118

Gly

Prao:

Lys

Tyr

Ser

195

Gly

Ala

Gly

Lys

Lys
2715

Ala

Sex

Glu

100

Gla

Gly

Ala

Ala

Gln

180

Asn

Thr

Thy

Gly

Leu

260

et

40
55

‘Thr Leu Thr Ala

79

Ser Leu Ala Ser
85

Phr Thr Thr val

Gly Thr Thy Vai
120

Gly Ser Gly Gly
135

Ser Leu Ala Val
150

Ser Gln Ser Val
165

Gin Ile Pro Gly

Leu Val Ser Gly
200

Asp Phe Thr Lew
. 215

Tyr Bis Cys Gln
230

Thr Lys Leéw Glo

245

GlIn Gln Sexr Gly

Ala Glu
190

Sex Gly
25

Bro Gly

ASD Tih'f

Asp Glu

Glu Asp
90

Gly Arg
105

TR Val

Gly Gly

Ser Leu

asp Tye
170

E€ln Pro
i85

Ile Pro

aAsn Ile

Gin Ser

Ile Lys
250

Ala glu
265

Leu

Tyr

Gin

Asn

Sex

75

Ser

Tyr

Sex

Ser

Gly

155

Asp

Pro

Pro

His

The
235

ser

Leu

Ser Oys Lys Thr Ser @ly Tvr

280

val

Ala

Gly

308

Ser

Ala

Sexr

Asp

140

Gln

Gly

Lys

Arg

Pro

220

Gl

Gly

Ala

Thr

Arg

Phe

Lea

Ast

Sexr

Val

Tyr

ely

125

g

Arg

Asp

Leu

Phe

205

val

Asp

cly

Axg

Phe
285

Bro

Sex
30

Glu

Gly

Thy
TYr
Ala
110
Gly
Gln
Ala
ser
Leu
180

Ser

Glu

Gly

Pro
278

Thr

Gly
15

Ser

T¥p

Lys

Ala

Phe

95

Met

Gly

Leu

Thr

Ty

175

Ile

Gly

by§

Trp

Gly
255

Gly

Arg

Sey

Tie
Phe
TYE
80:

Cys

Asp

Gly

Thr

zle

160

Len

Ty

Ser

val

The

240

Sex

Ala

Tyx
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Thr

cly
305

Lys

Wet

Ala

Thr

Gly

385

Pro

Arg

Gly

Gly

Lew
465

Gln

Glu

i
(93]

Met
250

Asp

Gln

Arg

Thr
370

Ser i

Ala

Ala

Thr

val

450

Thr

Gln

Leu

His

Ile

Lys

Leu

Tyr

353

Leu

1le

Ser

Ber

435

PrO

Ile

Trp

Lys

Trp

Asn

Ala

Ser
340

Tyx

Thr

y Gly

Met

Sexr
420

Pro

Ser

Ser

His
500

val

Pro

Thr

325

Ser

Asp

val

Ser

Ser
405

Ser

Lys

Axg:

Sexr

Ser
485

His

Lys

Ser
310

Leu

Lieu

Asp

Ser

Gly

390

Ala

Val

Arg

Phe

Met

470

Asn

Hig

Gln
295

arg C

Thr 1

Thr

Hig

Ser
375

Gly

Ber

Ser

Trp

Ser

455

Glu

Pro

Hig

Arg

Ser

Tyr

360

Val

Val

‘Pro

Ile
440

Gly

Ala

Léw

His

Pro

Bin'sd

: Asp

Glu
345

Cys.

Glu

Asp

Gly

Met
4235

Tyr

ger G

Glu

His
505

Thr

ys

330

AsSp:

Leu

Asp

Glu
410

Asn

Asp

Asp

Phe
450

Gln

Asn

315

Ser

Ser

Asp

Gly

Ile

395

Lys

Trp

Thy

Ala
475

Gly

Gly
300

Tyr

Ser

Ala

Tyx

Ser

380

Gln

Vval

Ser

Gly

480

Ala

Ala

Leu

Asn.

Ser

Val
Trp
365
Gly
Letw
Thr
Gln
Lys
445
Thr

Thr

Gly

Glu

Gln
Thy
Tyr
350

8ly

Gly

Thr

Met

Gln

430

val
Ser

'ryr

The

Trp

Lys

Ala

335

Glin

Ser

Gln

Thr

415

Lys

Ala

Tyr

Lys

495

Ile

Phe:
320

Tyr

Cys:

Gly

Gly

Ser

400

cys

Ser

Ser

Ser

Cys

480

Lau
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4G0> B

tgtacactcc
agtg#agatg
aaaacagagg
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecaggt
gctgacccag
cagagccagt
caaaagatgg
Cégtgggtct
cacttattac
ggagctgaaa
ggtgaggect
ctactggatg
ttggcctgga
tgcagacgaa
tgcggtctat
ggactactgg
cggeggetcee
tgtgtctcta
tggtgatagt
ctatgatgca
gacagacttc
tcagcaaagt
cgggecatcat

0> 6

3

504

-
VP /VL

Artificial

gatatcaaac
tcctgcaaga
cctggacagg
aatcagaagt
atgcaactga
gatgatcatt
ggtggtggtt
tctecagcaa
tcaagtgtaa
atttatgaca
gggacctcat
tgccaacagt
tccggaggtyg
gggtcctcag
aactgggtga
gatggtgata
tccéccagca
ttctgtgcaa
ggccaaggga
ggtggtggtyg
gggcagaggg
tatttgaact
tccaatctag
accctcaaca
actgaggatc

caccatcatc

CRis

tgcagcagtce
cttctggeta
gtctggaatg
tcaaggacaa
gcagectgac
actgeccttga
ctggceggegg
tcatgtctgce
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac
ggagtagtaa
gtggatccca
tgaagatttc
agcagaggec
ctaactacaa
cagcctacat
gacgggagac
ccacggtcac
gttctgatat
ccaccatctce
ggtaccaaca
tttctgggat
tccatectgt
cgtggacgtt

attgagtcga

<7y IRTT =
‘/_v'?),v’ VL {

&
6]
t
5
L3

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
ggccacattg
atctgaggac
ctactggggce
cggeteceggt
atctccaggg
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcagcagc
cccgctcacg
ggtgcagcectg
ctgcaaggcet
tggacagggt
tggaaagttc
gcaactcagc
tacgacggta
cgtetcctee
ccagctgacc
ctgcaaggcc
gattccagga
cccacccagy
ggagaaggtg
cggtggaggg

c

ctggcaagac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
tctgcagtct
caaggcacca
ggtggtggtt
gagaaggtcé
cagaagtcag
gtcccttate
atggaggctg
ttcggtgetg
cagcagtctg
tctggctatg
cttgagtgga
aagggtaaag
agcctageat
ggcegttatt
ggtggtggtg
cagtctccag
agccaaagtg
cagccaccca
tttagtggca
gatgctgcaa

accaagctcg

ctggggecte
tgcactgggt

gecegtbggtta

aatcctccag -

attactgtgce
ctctcacagt
ctgacattca

ccatgacctg

gcacctcecce

gcttcagtgg
aagatgctge
ggaccaagct
gggctgagcet
cattcagtag
ttggacagat
ccactctgac
ctgaggactce
actatgctat
gttctggcgg
cttctttgge
ttgattatga
aactqctcac
gtgggtctgg
cctatcactg

agatcaaatc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960

1020
1080
1140
1200
;260
1320
1380
1440
1500

1531
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Asp

Ser

Thr

Gly

Lys

65

Met

Ala

The

Ser

Met

145

Ser

Pro

Tyr

Ile

Val

Met

TYr
50

Asp:

Gln

Arg

Thr

Gly
130

Ser.

ASer

Lys

Arg

Lys

Lys

His

35

Ile

Lys

Leu

TyE

Lew
115

Gly

Ala

Val

Arg

Phe
195

Leu

Met

20

Trp

Asn

Ala

Ser

N
b4

100

Thr

Gly

Ser

Ser

Trp

180

Ser

Gln
Sexr
Val
Pro
Thr
Serxr
85

ASp

Val

Gly

Pro

Tyr

165

Ile

Gly

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu
70

Asp

Ser

Gly
150

Met

TyY

Ser

ser
Lys
Gln
Arg
55

Thr
Phr
His
Ser
hsp
135
Glu
Asn

Asp

Gly

Gly

Thr

Arg
40

Gly

Thr'

ser

Ty

Gly

lﬁO

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser
200

Ala

ser
25

Pro

Asp

Glu

Cys
105

Gly

Gln

Val

Tyr

Ser

185

Gly

Glu
10

Gly

Gly

Thy

Lys

Asp

90

Leu

Gly

Leu

Thr

Gln

170

Lys

Thr

Leu

Tyx

Gin

Asn

Sex

75

Ser

Asp

Gly

Thr

Met

155

Glin

Val

Ssr

Ala

Thr

Gly

Ty

60

Ser:

Ala

Tyr

Ser

Gln

140

Thx

Lys

Ala

Tyx

Arg

Phe

Leu
45

Asn

Ser

val

Trp

Gly

125

Ser

Cys

Ser

Ser

Sexr
205

Pro

Thr

30

blu

Gln

Thr

Tyr

Gly

110

cly

Pro

Arg

Gly

Gly

190

Leu

Gly Ala
15

Arg Tyr
Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys

85

Gln Gly

Gly Gly

Bla Ile

Ala Ser
180

Thy Ser
175

Val Pro

Thr 1le
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Ser

Ser

225

Ser

Leu

Glin

Asn

305

Ser

Tyr Tyz

Ser

Ser

385

Gly

Asp

Pro

Ser Met

210

Sex Asn

Gly Gly

Val Arg

- Ala Phe

275
Gly Leu
290
Tyr Asn
Sexr Ser
Ala val
355
Ser Gly
370
Asp Ile
Gln Arg

Gly Asp

Lys Leu
435

Glu

Pro

Gly

Pro

260

Ser

Gly

Gly

The

340

Ala

Gly

Gln

Ala

8Sex
420

Leu

Ala

Leg.

Gly

245

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

325

Bhe

Met

Gly

Leu

‘Thr
405

Ile

Glu

Thr
230

Ser

Ser

Iie

Phe
310

Tyr

Cys

Asp

.Gly

Thr

3%0

Ile

© Leu

Tyr

Asp
215

Phe

Gln

ser

- Trp

Gly

295

Lys

Met

Ala

Tyr

Ser

375

Gln

Ser

Asn

Asp

Ala

Gly

Val

val

Met.

280

Gln

Gly

Glin

Arg

TEp

360

Gly

Sexr

Cys

Trp

Ala

440

Ala Thr

Ala Gly

Gln Leu
250

Lys Ile

265

Asn. Trp
Ile Trp
Lys Ala

Leu Ser

arg Glu
345

Gly Gln

Gly Gly

Fro ala

Lys Ala
410

Tyr Gln
425

Ser asn

Thr
235

Gln

Sex

Val

Pro

Thr

315

Ser

Thr

Gly

Gly

Sex

Ser

Gln

Leu

220

Lys

Gln

Cys

Lys

300

Leu

Leu

Thy

Thr

380

Leu

Gln

Ile

val

Cys

Leu

Serx

Lys

Gln

285

Asp

Thy

Ala

Thr

Thr
365

Gly

Ala

Ser

Pro

Ser
445

Gln

Glu

Gly

Alsg

270

Arg

Gly

ala

val

350

val

Gly

val

val

Gly

430

Gly

Gln

Leu

Ala

255

Sex

Pro

Asp

Asp

Glu

335

Gly

Thir

Gly

Sex

Asp
415

Gln

Ile

103

Trp

Lys
240
Glu.
Gly
Gly
Thr
Glu
320

Asp

Vak
Gly
Leu
400
Tyr

Pro

Pro



Ser

Ser
225

Ser

Leu:

Gln

Sexr

Ser

Ser

395

Gly

Asp

Pro

Ser
2: 1Q

Sex

Gly

Val

r Ala

Gly
250

? Serxr

Ala

! Tyr

Sexr
370

Asp

Gln

Gly

Lys

Met
Asn
Gly
Arg
fhe}
275

Len

Asn:

Ser

val

Tyr

355

Gly

Ile

Arg

Asp

Ley
435

Glu

Pro

Gly

Pro
260

Sexr

Gly

Thr,

TYY

340

Ala

Gly

Gln

Ala

Sex
420

ala

Leu

Gly

2:4:5-

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

328

Phe:

Met.

Gly

Leu

Thr
405

Tyr

Ile

Glu

The
230

Ser

Ser

Ile

Phe

3190

Tyr

Cys

Asp

Gly

Thx
390

Ile

Leu

™vE

Asp:
215

Phe

Bln

Ser‘

Trp

Gly
295

Lys

Met.

Ala.

Tyz

Sexr

375

Gln

Ser

Asn.

Asp

Ala

Gly

val

val

MEC;
280

Gln

Gly

Gln

Arg

Trp
360

Gly

Ser

Cys

Trp

Ala
440

Ala

Ala

Gln

Lys

265

Asn

Ile

Lys
Leu
Arg
345

Gly

Gly

Pro:

Lys

Thx Tyr

Gly Thr
235

Leu Gln

2230"

Ile Sex

Trp Val

Trp Pro

Ala Thr
31s

Ser Ser
330

Glu Thr

Gln Gly

Gly Gly

Ala Ser

395

Ala Ser
410

Tyr Gln Gln

425

Ser Asn Leu

Tyr
220
Lys
Glmn

Cys

Lys

Gly

300

Leu

Leu

Thr

Ser

380

Leu

Gln

Ile

Val

Cys

Teu

Ser

Lys

Gln

285

Asp

Thr

Ala

r ‘Thr

Thx
365
Gly
Ala
Sex

Pro

Ser

Gln

Glu

Gly

Ala

270

Arg

Gly

Ala

Ser

val

350

val

Gly

Val

val

Gly

430

Gly

Gln

Leu

Ala

255

Ser

Pro

AsSp

Asp

Glu

335

Gly

Thr

Gly

Sexr

ASD:

415

Gln

Ile

Trp
Lys
240
Glu

Gly

Gly

Thr

Gluy

320

Asp:

Ard

Vak

Gly

Leu

400

Tyr

Pro

Pro
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Pro Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Asn Ile
450 455 . 460

His Pro Val Glu Lys Val Asp Ala Ala Thr Tyr His Cys Gln Gln Ser
465 470 475 480

Thr Glu Asp Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
485 490 495

Ser Gly His His His His His His

500
(:210 > /
528
ADN
Artificial

<ZZ23»> CL3 VEBE/VL x CRL2 VvP/VL (BarG I a Sal I}

105



tgtacactcc
agtgaagatg
aaaacagagg
tactaattac
cacagcctac
aagatattat
ctcctecaggt
gctgacccag
cagagccagt
caaaagatgg
cagtgggtct
cacttattac
ggagctgaaa
ggctgtgtet
tgatggtgat
catctatgat

tgggacagac

ctgtcagcaa
aggtggtggt
gcagtctgag
tggctatgca
tgagtggatt
gggtaaagcce
cctagcatct
ccgttattac

gcatcatcac

e

[
"y
(W%

N
-
vy
=

N
T Y2

ot

gatatcaaac
tecctgcaaga
cctggacagyg
aatcagaagt
atgcaactga
gatgatcatt
ggtggtggtt
tctecageaa
tcaagtgtaa
atttatgaca
gggacctcat
tgccaacagt
tccggaggtg
ctagggcaga
agttatttga
gcatccaatc

ttcaccctea

agtactgagg
ggttctggcg
gcetgagetgy
ttcagtagct
ggacagattt
actctgactg
gaggactctg
tatgctatgg

catcatcatt

Artificial

Ty T
‘/'L‘),r' V1%

X

tgcagcagtce
cttctggeta
gtctggaatg
tcaaggacaa
gcagectgac
actgeccttga
ctggcggcgg
tcatgtctge
gttacatgaa
catccaaagt
actctctcac
ggagtagtaa
gtggatccga
gggccaccat
actggtacca
tagtttectgg

acatccatcce

atcegtggac
gcggeggete
tgaggcctgg
actggatgaa
ggcctggaga
cagacgaatc
cggtctatte
actactgggg

gagtcgac

(o}

Ch1%

aggggctgaa
cacctttact
gattggatac
ggccacattg
atctgaggac
ctactggggce
cggctceggt
atctccaggg
ctggtaccag
ggcttctgga
aatcagcagc
ccegetcacg
tatccagetg
ctcctgcaag
acagattcca
gatcccacce
tgtggagaag
gttcggtgga
cggtggtggt
gtcctcagtg
ctgggtgaag
tggtgatact
ctccageaca
ctgtgcaaga

ccaagggacc

o

Vi // Vo

ctggcaagac
aggtacacga
attaatccta
actacagaca
tctgecagtet
caaggcécca
ggtggtggtt
gagaaggtca
cagaagtcag
gtcccttatc
atggaggctg
ttcggtgetg
accecagtcetce
gccagccaaa
ggacagccac
aggtttagtg

gtggatgctyg

gggaccaagc
ggttctcagg
aagatttcct
cagaggcctg
aactacaatg
gcctacatge
cgggagacta

acggtcaccg

{proteina

ctggggccte
tgcactgggt
gecegtggtta
aatcctccag
attactgtgc
ctctcacagt
ctgacattca
ccatgacctg
gcacctcece
gcttcagtgg
aagatgctgc
ggaccaagct
cagcttettt
gtgttgatta
ccaaactcct
gcagtgggtce

caacctatca

tcgagatcaa
tgcagctgca
gcaaggcttc
gacagggtct
gaaagttcaa
aactcagcag
cgacggtagg

tctecteoegy

nacdura

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500

1528

W/ O

54
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Asp

gl

Ser

Thr

Gly

Lys

Met

Ala

Thx

Ile

val

Met

50

Asp

Gln

Arg

Thy

Lys
Lys
His
35

Ile

Lys:

Leuw

Tyr

Leu
115

Leu
Met
20

Trp

Asn

Ala

Ser

100

Thr

Gln

2]

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

val

Gln

Cys

Lys

Ser

Lew

70

Leu

Asp

Ser

Sex

Lys

Arg

35

Thr

Thr

His

Ser

Gly

Thr

arg

40

Gly

Thr

Ser

Gly
120

Ala

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

105

Gla

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

920

Lew

Gly

Tyr Thr

Gln Gly

Asn Tyxr
60

Ser Ser
75

Ser Ala

Asp Tyr T

Gly Sexr

Arg

Phe

Leu
45

Asn

Ser

Val

Gly

128

.Pr'cz

“Thr

30

Glu
Gln
Thy
Tyr
Gly
110

Gly

Gly Ala
15

AYg TYr
Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

TYr Cys
95

Gln Gly

Gly Gly
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Ser

Met

145

Serx

Pro

Tyr

Sex

Ser

225

Ser

Leu

Gln

Ile

Val

305

Phe

His

Lys

Gly

130

Sexr

Ser

Lys

Arg

Ser

210

Ser

Gly

Ala

Ser

Pro

290

Ser

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Arg

‘Phe:

195

Met

Asn

Gly

val

Val

275

Gly

oly

Leu

Gln

Glu
355

Gly

Ser

Ser

180

Ser

Glu

Pro

Gly

Ser

260

ASpP

Gln

Ile

Asn

Gin

340

Ile

aly

Pro

TYyY

165

Ile

Gly

Ala

Len

Gly

245

Leun

Tyt

Pro

Pro

Ile

325

Ser

Lys

Sex

Gly

150

Met

Tyt

Ser

Glu

Thi

230

ser

Gly

Asp

Pro

Pro

310

His

Thr

Gly

Asp
135
Glu
Asn
Asp:
Gly
Asp
215
Phe
Asp
Gln
Gly
Lys
295
Arg
Pro

Glu

Gly

Ile

Lys

Trp

Thr

Ser
200

Ala

Gly

Ile

Arg

Asp

2840

Lieu

Phe

¥al

Asp

Gly
360

Gln

Val

Tyr

Ser

185

Gly

Ala

Ala

Gln

Ala

265

Ser

Lew

Ser

Glu

Pro

345

Gly

Leu

Thr

Gin

17¢

Lys

Thy

Thr

Gly
Leu
250
Thy
T™vE
Ile
Gly
Lys
330

Trp

Sex

Thy

Met
155

Gln

val

Ser

Tvr
Thi
235
The
Ile
Leu
VY
ger
315

Val

Thy

Gly

Gln
140
The

Lys

Ala

Tyr
220
Lys

Gln

Ser

Asn

Asp
300
Gly
Asp

Phe

Gly

sSer

Cys

Sex

Ser

-~ Ser

205

€Cys

Leu

ser

Cys

TP

285

Ala

Sex

Ala

Gly

Gly
365

Pro

Arg

Gly

Gly

190

Leu

Gln

Glu

Pio

Lys

270

Sexr

Gly

Ala

Gly

350

Gly

Ala

Ala

175

Val

Thr

Gln

Leu

Ala
258

Ala

Gln
Asn
Thr
Thr
335

Gly

Ser

Ile
Ser
160
Ser

Bro

Ile

Trp

Lya

240

Ser

Sexr

Gln

Leu

Asp

320

Tyr

Thr

Gly
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]

10>

Gly

Arg

385

Phe

Leu

Asn

Ser

val

465

Gly

C

Gly

370

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

450

Tyr

Ala

His

10

i2> PRT

03

i0

Gly

Gly

Ser

Trp

Lys

435

Ala

Phe

Met

His

REC

Ser

Ser

Tyr

Ile

420

Phe

Tyr

Cys

Asp

His
500

3> Artificial

~p1

Gln

Ser

Trp

405

Gly

Lys

Met

Ala

Tyr

485

His

val

val

390

Met

Gln

Gly

Gln

Arg

470

Trp

His

Gln

375

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

455

Axg

Gly

His

Leu

Ile

Trp

Trp

Ala

440

Ser

Glu

Gln

Gln

Ser

val

Pro

425

Thr

Ser

Thr

Gly

Gln

Cys

Lys

410

Gly

Leu

Leu

Thr

Thr
490

Ser

Lys

395

Gln

Asp

Thr

Ala

Thr

475

Thr

Gly Ala
380

Ala Ser

Arg Pro

Gly Asp

Ala Asp

445

Ser Glu
460

val Gly

val Thr

Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr Thr Met His

1

5

10

Glu

Gly

Gly

Thr

430

Glu

Asp

Arg

val

Leu

Tyr

Gln

415

Asn

Ser

Ser

Ser
495

val

Ala

400

Gly

Tyr

Ser

Ala

Tyr
480

Ser
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211> 17
<212> PRT

T~

<213» Artificial

Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe Lys
1 5 19 15

<21z2» PRT

<2313> Artificial

Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr
1 5 10

210> 12
231> 10
<2I2> PRT

<213» Artificial

N

<223> CD3 ROC-LL

110



1 5

<213> PRT

<Z2i3> Artificial

<ZZ23>» CDE RDC-L2

1 )

<211»> 9
< Z > PRT

213> Artificial

220>

<2723»> CD3 REC-L3

i
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<213> Artificial

ST

LU

223> anti-CD19

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

<21.0>

Vval

Val

Met

Gln

50

Gly

Gln

Arg

Trp

ih

I I
<Z2il> 111

<212» FPRT

Gln

Lys

Asn

35

Ile

Lys

Leu

Arg

Gly
115

Leu

Ile
20

Trp

Trp

Ala

Ser

Glu

100

Gln

<213> Arvtificial

A
AN
[\I
N
(:\
%

40

anti-CD19

VP

Gln

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Gly

V14

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Thr

Thr

Ser

Lys

Gln

Asp

55

Thr

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

Arg

40

Gly

Ala

Ser

Val

Val
120

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Gly

105

Thr

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Glu

Asp

Arg

val

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Ser

Tyr

Ser

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Tyr

Pro

ser

30

Glu

Gly

Thr

Tyr

Ala
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Ala

Phe

95

Met

Ser

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Asp
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Asp

Gln

Gly

Lys

Arg

65

Pro

Glu

Ile

Arg

Asp

Leu

50

Phe

val

Asp

Gln

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu Thr

Thr Ile
20

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

Lys Val

85

Trp Thr
100

<7z13> Artificial

Gln

Ser

Asn

Asp

Gly

70

Asp

Phe

Ser
Cys
Trp
Ala
55

Ser

Ala

Gly

Pro

Lys

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Ala

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser
10

Ser

Gln

Leu

AsSp

Tyr

90

Thr

Leu

Gln

Ile

Val

Phe

75

His

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

val

val

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

Asp

Gln

Ile

Asn

Gln

Ile
110

Leu
15

Tyr

Pro

Pro

Ile

Ser

95

Lys

Gly

Asp

Pro

Pro

His

80

Thr
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Asp Ile Lys Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Ala Arg Pro Gly Ala

Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Thr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Arg Tyr
20 25 30

Thr Met His Trp Val Lys Gln Arg Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Gly Tyr Ile Asn Pro Ser Arg Gly Tyr Thr Asn Tyr Asn Gln Lys Phe
50 55 60

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Thr Thr Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Met Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Tyr Tyr Asp Asp His Tyr Cys Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
115

<213> Artificial

223> anti-Ch3 VL
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Artificial

Iiniciadoxr

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Lys Val Thr Met Thr Cys
20
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Ser
35
Asp Thr Ser Lys Val Ala Ser
50 55
Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser
65 70
Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu
100
<Z210> 19
<211l» 36
<212> ADN
<213>» Artificizal
<220>
223> Iniciador 5'L]
<440> 12
gaagcacygcoey tagatatckt gmts
<2L0>» 20
<2i1»> 30
<Z12> ADN

Pro Ala

Arg Ala

Leu Thr

Gln Gln

Glu Leu
105

Ile Met
10

Ser Ser

Ser Pro

Pro Tyr

Ile Ser

75

Trp Ser
90

Lys

wotooa

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

val

Arg

45

Phe

Met

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

o

o

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu

80

Leu Thr
95
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<230> 21
<ZL1> 33

<212» ADN

<Zi3>» Artificial

Iniciadoer 5YHL
<400> 21
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<Z13>» Artificial

g

A
i
<
<
Y4

)]
NS

o e
goo ag

Caa

v

< 0> 23

<223 Iniciador DUVLRBILRRY
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Iiniciador 3YVLGSLS
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ADN

<Zi3> Artificial
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<Zi3>» Artificial
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<AQO> 27
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<212> ADN

<Zi3> Artificial

<22 0>
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<212» ADN

<Z233> Artificial

<ZZ3> Iniciador 3'VHLZREspEX
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2> ADN

3> Artificial

<ZZ23> Iniciader IYTVPCDIZ2BapEI {(fterminal

[

~

{
S

wl

wd

123



<400> 44
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cetocggagy agacggtigacs cgtyg

<212» ADN

<Zi3>» Artificial

<Z72Z>» Iniciador poli-ligante CTI

<480> 45
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o atcaccatea 60C
Tecattgagic gaa 873

Lishoa, 2 de Marco de 201

’
{n
s

124



REIVINDICACOES

Estrutura de anticorpo biespecifico de cadeia unica
caracterizada pelo facto de se utilizar num processo
para a prevengdo, tratamento ou melhoria de linfoma néo
Hodgkin de células B (LNH B) indolente ou agressiva ou

20 compresnds a

EJ,

leucemia de células E, em gue ¢ proce:
zoministracao oa refsrida estrutura de anticorpo
pPiespecifice de cadesia tnicaz & um individuo gue dela
ssite, em gue a referida estrutura de anticorpo
bilespecifico de cadeila Gnica contém dominios de lligaclo

NTY

capecifices para CD3 e CD19  humano, enm gue as

T e L R 3o o — A
correspondentss regifes variaveis de pesada  {Vp)
& as corregpondentes regides varidveis de cadela leve
(V) Jadas, do terminal N para o terminal &

5 - e xor ; G 5 3 21T D
VO {CDLS) =V (CULOy -Vp {CDEy =V, {(CD3},
4o AN
DLy -VpiCL3)—

ST ST TT L STVIN T £ NT T ST ST OO
Ve {CD3EY -V (CO3) -V (CRLY -V (CDLEY ou

Ve (CD3) -V (CD2) -V {CD19) Vo (0019},

em oue a estrubura de anticorpo Liespecifice de cadeia
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RESUMO

MEIOS E PROCESSOS PARA O TRATAMENTO DE DOENGCAS
TUMORAIS

A presente invencdo tem por objecto meios e processos
farmacéuticos para a prevencdo, tratamento ou melhoria de
linfoma né&do Hodgkin de células B (LNH B), indolente ou
agressivo e leucemia de <células B, compreendendo a
administragcdo de uma estrutura de anticorpo de cadeia
simples, biespecifico, a um individuo que disso tenha
necessidade e utilizacdo da referida estrutura de anticorpo
de cadeia simples, biespecifico para a preparacdo de uma
composicdo farmacéutica para a prevencao, tratamento ou
melhoria de 1linfoma ndo Hodgkin de c¢élulas B (LNH B),
indolente ou agressivo e leucemia de células B, em gque a
referida estrutura deve ser administrada durante pelo menos
1 semana, em doses didrias especificas. Além disso, a
presente invencdo tem por objecto estojos que contém uma
estrutura de anticorpo de cadeia simples, biespecifico para

ser utilizado de acordo com a presente invencao.
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Figura 3
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Figura 4

Doente 1003/IL-6
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 12

Antes do tratamento 2 Semanas apds o tratamento




Figura 13

antes do tratamento passadas 2 semanas do tratamento
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Figura 15

antes do tratamento passadas 4 semanas e passadas 8 semanas de tratamento
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