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“USO DE UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCH3, ANTICORPO E
METODO PARA IDENTIFICAR UM CANCER”

PEDIDOS RELACIONADOS

O presente pedido reivindica o beneficio com base em 35 USC
119 (e) do pedido provisorio n° 61/247298, depositado em trinta de setembro
de 2009, cujo teor € incorporado ao presente como referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a métodos de tratamento de
cancer em geral e de leucemia em particular, utilizando antagonistas Notch1 e
Notch3 isoladamente ou em combinagéo. Sao também fornecidos métodos e
composicdes de tratamento e diagndstico de canceres associados a Notch.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncias que
foi submetida em formato ASCII por meio de EFS-Web e ¢é integralmente
incorporada ao presente como referéncia. A mencionada copia ASCII,
criada em trés de setembro de 2010, € denominada P4371.txt e possui
65.600 bytes de tamanho.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A familia de receptores Notch & uma classe de receptores
transmembrana conservados de forma evolucionaria que transmite sinais que
afetam o desenvolvimento em organismos tao diversos quanto urquinas
marinhas e seres humanos. Os receptores Notch e os seus ligantes Delta e
Serrate (conhecidos como Jagged em mamiferos) séo proteinas
transmembranas com grandes dominios extracelulares que contém repetigbes
similares a fatores de crescimento epidérmico (EGF). O numero de paralogos
Notch difere entre as espécies. Existem, por exemplo, quatro receptores Notch
em mamiferos (Notch1-Notch4), dois em Caenorhabditis elegans (LIN-12 e

GLP-1) e um em Drosophila melanogaster (Notch). Os receptores Notch sdo
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processados proteoliticamente durante o transporte para a superficie celular
por uma protease do tipo furina em um local S1, que & N-terminal para o
dominio transmembrana, produzindo uma subunidade Notch extracelular
(ECN) e uma subunidade de transmembrana Notch (NTM). Estas duas
subunidades permanecem associadas de forma ndo covalente e constituem o
receptor de superficie de células heterodiméricas maduro.

Subunidades ECN Notch1 contém 36 repeticdes similares a EGF
N-terminais seguidas por trés médulos de repeticdo de Lin 12/Notch (LNR)
repetidos em conjunto que precedem o local S1. ECN Notch3 possui estrutura
similar, mas com 34 repeticdes similares a EGF. Cada médulo de LNR contém
trés ligagdes de dissulfeto e um grupo de residuos écidos e polares
conservados previstos para coordenar um ion de célcio. Dentro da regido de
repeticdo de EGF, existem locais de ligagao para os ligantes de ativagédo. Os
NTMs Notch1 e Notch3 compreendem uma regiao extracelular (que abriga o
local de divisdo S2), um segmento transmembrana (que abriga o local de
divisdo S3) e uma grande regido intracelular (ICN ou ICD) que inclui um
dominio de RAM, repeticdes de anquirina, um dominio de transativagdo e uma
sequéncia de PEST carboxi-terminal. A associagdo estavel das subunidades
ECN e NTM depende de um dominio de heterodimerizacdo (HD) que
compreende a extremidade carbdxi-terminal do ECN (denominada HD-N) e da
extremidade amino-terminal extracelular de NTM (denominada HD-C). Antes
da ativagdo induzida por ligantes, Notch & mantido em conformagdo em
repouso por uma regido reguladora negativa (NRR), que compreende as trés
LNRs e o dominio HD.

A ligagdo de um ligante Notch & subunidade ECN inicia duas
divisbes proteoliticas sucessivas que ocorrem por meio de protedlise
intramembranas regulada. A primeira divisdo por uma metaloprotease

(ADAM17) no local S2 torna a subunidade transmembrana de Notch
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susceptivel a segunda divisdo no local S2 préximo ao folheto interno da
membrana de plasma. A divisdo do local S3, que é catalisada por um complexo
de multiplas proteinas que contém presenilina e nicastrina e promove a
atividade de vy-secretase, libera a parte intracelular da subunidade
transmembrana de Notch, o que permite a sua translocacao para o nlcleo e
ativacao da transcrigdao de genes alvo (para analise da divisao proteolitica de
Notch, vide, por exemplo, Sisodia et al, Nat. Rev. Neurosci. 3: 281-290, 2002).
Cinco ligantes Notch das classes similares a Delta e Jagged
foram identificados em seres humanos (Jagged1 (também denominado
Serrate1), Jagged2 (também denominado Serrate2), do tipo Delta 1 (também
denominado DLL1), do tipo Delta 3 (também denominado DLL3) e do tipo Delta
4 (também denominado DLL4). Cada um dos ligantes é uma proteina
transmembrana de passagem Unica com um motivo Delta, Serrate, LAG-2
(DSL) N-terminal essencial para a ligagdo de Notch. Uma série de mddulos
similares a EGF C-terminais para o motivo DSL precede o segmento que cobre
a membrana. Ao contrario dos receptores Notch, os ligantes possuem caudas
citoplasmaticas curtas de 70 a 215 aminoacidos no terminal C. Além disso,
foram relatados outros tipos de ligantes (tais como DNER, NB3 e
F3/Contactina) (para analise de ligantes Notch e ativacdo de Notch mediada
por ligante, vide, por exemplo, D’'Souza et al, Oncogene 27: 5148-5167, 2008).
O processo Notch funciona durante diversos processos
fisiologicos e de desenvolvimento, incluindo os que afetam a neurogénese em
moscas e vertebrados. De forma geral, a sinalizagdo Notch esta envolvida na
inibicao lateral, decisdes de linhagem e no estabelecimento de fronteiras entre
grupos de células (vide, por exemplo, Bray, Mol. Cell Biol. 7: 678-679, 2006).
Demonstrou-se que diversas doencas humanas, incluindo canceres e
distdrbios neurodegenerativos, resultam de mutagdes em genes que codificam

receptores Notch ou seus ligantes (vide, por exemplo, Nam et al, Curr. Opin.
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Chem. Biol. 6: 501-509, 2002).

O papel de Notch1 como oncoproteina foi demonstrado em
leucemia envolvendo progenitores de células T. Este papel foi reconhecido em
primeiro lugar em leucemia linfoblastica aguda (T-ALL) (vide, por exemplo,
Aster et al, Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis. 3: 587-613, 2008). T-ALL é uma
leucemia agressiva que aflige preferencialmente criangas e adolescentes. Uma
translocagdo cromossomica t(7; 9)(q34; q34.3) recorrente, que cria uma
variante constitutivamente ativa truncada de Notch1 humano, foi identificada
em um subconjunto de T-ALLs. Além da translocagdo (7; 9), mutagdes
frequentes de ganho de funcdo em Notch1 humano foram posteriormente
reveladas em mais de 50% de T-ALLs humanos (vide Weng et al, Science 306:
269-271, 2004). Essas mutagdes ocorrem no dominio HD extracelular e no
dominio PEST intracelular. Outros estudos demonstraram que a expressao
com base retroviral de ICN Notch1 em células de medula 6ssea causaram T-
ALL em modelos de camundongo que receberam as células de medula 6ssea
transplantadas (vide Aster et al, Mol. Cell Biol. 20: 75605-7515, 2000).

De forma consistente com este papel para Notch1 em leucemia
que envolve progenitores de células T, demonstrou-se que a sinalizacao
Notch1 € essencial para o desenvolvimento de células T em modelos de
camundongos e que sinais mediados por Notch1 promovem o desenvolvimento
de células T a custa do desenvolvimento de células B (vide, por exemplo,
Wilson et al, J. Exp. Med. 194: 1003-1012, 2001). Foram descritos papéis
adicionais para Notch1 em leucemia. Foram relatadas mutagdes de ativacéo
no dominio PEST Notch1 sob baixa frequéncia em leucemia mieloide aguda
(AML) humana e em leucemias de mudancga de linhagem, o que sugere que a
ativagdo de mutacdes em Notch1 pode ocorrer em uma célula haste leucémica
que precede mieloide e compromisso de linhagem T (vide Palomero et al,

Leukemia 20: 1963-1966, 2006).



10

15

20

25

Antes da revelagdo das mutagdes de ganho de funcdo Notch1
frequentes em T-ALL, observou-se que a execucdo da expressdo de ICN
Notch3 no timo causou linfoma/leucemia de células T em camundongos
transgénicos (vide Bellavia et al, EMBO J. 19: 3337-3348, 2000). Também se
relatou que mRNA de Notch3 & expresso em todas as trinta amostras de
pacientes T-ALL analisadas, enquanto ele n&o foi detectado em linfécitos T do
sangue periferico normais e leucemias ndo de células T (vide Bellavia et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 99: 3788-3793, 2002).

Notch1 e Notch3 também séo associados a diversos outros
canceres. Em tumores sdlidos, por exemplo, observou-se aumento da
expressdao de Notch1 em canceres humanos da cervical, célon, pulmao,
pancreas, pele e cérebro (vide, por exemplo, Leong et al, Blood 107: 2223-
2233, 2006) e elevada expressdo de Notch1 é correlacionada com mau
resultado em cancer de mama (vide, por exemplo, Parr et al, Int. J. Mol. Med.
14. 779-786, 2004; Reedik et al, Cancer Res. 65. 8530-8537, 2005). Foi
identificada uma translocagdo cromossdmica (15; 19) em um subconjunto de
tumores do pulmao nao de células pequenas e acredita-se que a translocacao
eleve a transcricdo de Notch3. Em cancer do ovario, concluiu-se que a
amplificacdo do gene Notch3 ocorre em cerca de 19% dos tumores e a sobre-
expressao de Notch3 foi encontrada em mais da metade dos carcinomas de
soro do ovario. A sobre-expressao de Notch1 e Notch3 ativados em
camundongos transgénicos induz tumores de mama de camundongos e a
sobre-expressao de Notch3 € suficiente para induzir a formagéo de tumores do
plexo coroidal em um modelo de camundongos, o0 que sugere um papel para
Notch3 no desenvolvimento de certos tumores cerebrais (para analise de
Notch3 em cancer, vide Shih et al, Cancer Res. 67: 1879-1882, 2007).

Foram descritos certos anticorpos antagonistas anti-Notch1 que

possuem eficacia terapéutica (vide o Pedido de Patente Norte-Americano
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publicado n® US 2009/0081238 A1, expressamente incorporado integralmente
ao presente como referéncia). Esses anticorpos ligam-se, por exemplo, a
regido reguladora negativa (NRR) de Notch1, bloqueiam a sinalizagdo de
Notch1, rompem a angiogénese e a vascularizacéo e inibem o crescimento de
tumores em modelos de xenoenxerto de camundongos de carcinoma do
pulmao ndo de células pequenas e adenocarcinoma do célon. Certos
anticorpos ali descritos ligam-se a LNR-A e LNR-B (as primeira e segunda das
trés repeticdes de LIN12/Notch) e HD-C de NRR Notch1. Também foram
descritos outros anticorpos anti-Notch1 que se ligam a regiao de repetigao de
EGF de Notch1 e bloqueiam a atividade de Notch1, talvez por meio de
blogueio da ligagdo de ligantes (vide a Publicagdo Internacional n® WO
2008/091641).

Foram também descritos certos anticorpos antagonistas anti-
Notch3 (vide o Pedido de Patente Norte-Americano publicado n® US
2008/0226621 A1, expressamente incorporado integralmente ao presente
como referéncia). Esses anticorpos ligam-se a regido reguladora negativa
(NRR) de Notch3 e blogueiam a sinalizagdo de Notch3. Certos anticorpos ali
descritos ligam-se a LNR-A (a primeira das trés repeticbes de LIN12/Notch) e
HD-C (denominado alternativamente o segundo dominio de dimerizacdo em
US 2008/0226621 A1) de NRR Noich3. Também foram descritos outros
anticorpos anti-Notch3 que se ligam a regido de repeticdo do tipo EGF de
Notch3 e blogueiam a atividade de Notch3, talvez por meio de blogueio da
ligagao de ligantes (Vide Li et al, J. Biol. Chem. 283: 8046-8054, 2008).

Inibidores de gamassecretase (GSls), que séo inibidores de todos
os Notch que inibem diversos receptores de Notch, foram propostos para o
tratamento de doencgas relativas a Notch e, de fato, vém sendo utilizados em
testes clinicos para o tratamento de T-ALL (vide Roy et al, Curr. Opin. Genet.

Dev. 17: 52-59, 2007; Deangelo et al, J. Clin. Oncol., Anais da Reunido Anual



10

15

20

25

da ASCO 2006, Parte I, 24: 6586, 2006). GSIs causam, entretanto, perda de
peso e metaplasia de células calice intestinais, refletindo o papel
desempenhado por Notch na determinagdo do destino celular mantendo a
proliferacdo de células de prole da cavidade intestinal e proibindo a
diferenciagdo em um destino de células secretoras (vide van Es et al, Nature
435; 959-963, 2005). Embora estes efeitos colaterais da inibigdo de todos os
Notch possam ser administraveis em um ambiente clinico, os inibidores que se
dirigem a receptores Notch individuais e, portanto, minimizam ou reduzem
esses efeitos colaterais podem ser vantajosos.

Existe a necessidade na técnica de métodos terapéuticos
adicionais de tratamento de cancer por meio de direcionamento a receptores
Notch. A invengédo descrita no presente atende as necessidades descritas
acima e fornece outros beneficios.

DESCRICAQ RESUMIDA DA INVENCAO

A presente invencgao refere-se ao tratamento de cancer utilizando
antagonistas de Notch isoladamente ou em combinagédo. A presente invengéo
refere-se especificamente, em parte, a caracterizacao de diferentes classes de
T-ALL. Uma classe de T-ALL é sensivel ao tratamento com GSI e também é
sensivel ao tratamento com um antagonista especifico de Notch1. Por outro
lado, uma outra classe de T-ALL é sensivel ao tratamento com GSI, mas
insensivel (ou seja, resistente) a tratamento com um antagonista especifico de
Notch1. Conforme exibido no presente, esta Ultima classe de T-ALL é
parcialmente sensivel a tratamento com um antagonista especifico de Notch3 e
ainda mais sensivel a uma combinagdo de um antagonista especifico de
Notch1 e um antagonista especifico de Notch3. Estes resultados sugerem um
papel de Notch1 e Notch3 em leucemias, particularmente leucemias
progenitoras de células T tais como T-ALL.

Em um aspecto, & fornecido um método de tratamento de um
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cancer sensivel a GSI| e nao reage a um antagonista especifico de Notch1, em
que o método compreende a administragdo a um paciente que possui esse
cancer de uma quantidade eficaz de um antagonista especifico de Notch3. Em
certas realizagbes, o cancer é leucemia de células T. Em certas realizagdes, a
leucemia de células T € uma leucemia linfoblastica. Em certas realizagdes, a
leucemia de células T é T-ALL. Em certas realizagdes, o antagonista especifico
de Notch3 € um anticorpo antagonista anti-Notch3. Em certas realizagdes, o
anticorpo antagonista anti-Notch3 & um anticorpo NRR anti-Notch3. Em certas
realizagdes, o anticorpo NRR anti-Notch3 liga-se aos dominios LNR-A e HD-C
de NRR Notch3. Em certas realizagdes, o anticorpo NRR anti-Notch3
compreende as regibes variaveis de cadeia leve e pesada de CDRs do
anticorpo 256A-4 ou 256A-8. Em certas realizagbes, o anticorpo NRR anti-
Notch3 & uma forma humanizada do anticorpo 256A-4 ou 256A-8. Em certas
realizagbes, o anticorpo antagonista anti-Notch3 € um anticorpo anti-Notch3
que se liga a uma ou mais repeticdes similares a EGF de Notch3.

Em uma realizagdo adicional, o método compreende
adicionalmente a administracdo de uma quantidade eficaz de um antagonista
especifico de Notch1. Em certas realizagdes, o antagonista especifico de
Notch1 que é administrado € um anticorpo antagonista anti-Notch1. Em certas
realizagbes, o anticorpo antagonista anti-Notch1 € um anticorpo NRR anti-
Notch1. Em certas realizagdes, o anticorpo NRR anti-Notch1 liga-se aos
dominios LNR-A, LNR-B e HD-C de NRR Notch1. Em certas realizagées, o
anticorpo NRR anti-Notch1 € selecionado a partir do Anticorpo A, A-1, A-2 e A-
3. Em certas realizagdes, o anticorpo NRR anti-Notch1 compreende as regices
variaveis de cadeia leve e pesada de CDRs de um anticorpo selecionado a
partir do Anticorpo A, A-1, A-2 e A-3. Em certas realizagbées, o anticorpo
antagonista anti-Notch1 & um anticorpo anti-Notch1 que se liga a uma ou mais

repeticdes similares a EGF de Notch1.
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Em um aspecto adicional da presente invengéo, € fornecido um
anticorpo que se liga a ICD Notch3 ativado. Em certas realizagdes, o anticorpo
liga-se ao peptideo de SEQ ID N° 4. Em cerias realizagbes, o anticorpo é
policlonal. Em certas realizagdes, o anticorpo € monoclonal.

Em um aspecto adicional da presente invengdo, é fornecido um
método de identificacdo de cancer que € apropriado para tratamento com um
antagonista de Notch3, em que o método compreende o contato de uma
amostra do cancer com o anticorpo conforme definido na reivindicagdo 15 e
determinacao se niveis significativamente mais altos de Notch3 ativado estdo
presentes na amostra, em que a presenc¢a de niveis significativamente mais
altos de Notch3 ativado indica que o cancer € apropriado para tratamento com
um antagonista de Notch3. Em certas realizagées, o cancer é sensivel a GSI.

Os aspectos e realizagbes acima e adicionais de acordo com a
presente invengao sao fornecidos no presente.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

As Figuras 1A a 1D exibem um alinhamento de Notch1 humano
(SEQ ID N° 1) e Notch1 de camundongo (SEQ ID N° 2), com motivos e outras
caracteristicas indicadas.

A Figura 2 exibe a sequéncia de Notch3 humano (SEQ ID N° 3).
A regido de repeticdo EGF estende-se do residuo de aminoacido 43 a 1383; os
modulos de LNR estendem-se do residuo de aminoacido 1384 a 1503, em que
LNR-A estende-se a partir dos residuos de aminoacidos 1384 a 1422; e o
dominio de dimerizgado estende-se do residuo de aminoacido 1504 a 1640,
em que HD-C estende-se a partir dos residuos de aminodacidos 1572 a 1640.

As Figuras 3A a 3D demonstram que a linhagem de células T-
ALL, P-12 Ichikawa, é resistente a GSI (DAPT) e anti-NRR1 (a-N1).

As Figuras 4A a 4D demonstram que a linhagem de células T-

ALL, HPB-ALL, & sensivel a GSI (DAPT) e anti-NRR1 (a-N1), conforme
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evidenciado pelo acimulo de células em GO0/G1 e pela redugao de células em
S/G2/M, com relagao a células controle.

As Figuras 5A a 5D demonstram que a linhagem de células T-
ALL, TALL-1, é sensivel a GSI mas resistente a anti-NRR1 (a-N1).

A Figura 6 demonstra que medigdes do tamanho celular refletem
as trés classes de T-ALL identificadas nas Figuras 3 a 5.

A Figura 7 demonstra que manchas com Anexina V (marcador da
apoptose) e 7-AAD (marcador da morte celular) refletem as trés classes de T-
ALL identificadas nas Figuras 3 a 5.

A Figura 8, quadro esquerdo, demonstra que manchas de Ki-67
(marcador da proliferagédo celular) refletem as trés classes de T-ALL
identificadas nas Figuras 3 a 5. Picos voltados para a esquerda indicam
manchas inferiores para Ki-67 e proliferacdo reduzida com relagdo a picos
voltados para a direita. A Figura 8, quadro direito, demonstra que a redugao
das manchas para Ki-67 (ou seja, reducao da proliferagdo) apresenta
correlacédo inversa com o numero de células negativas duplas Anexina V/7-
AAD (ou seja, nao apoptoticas).

As Figuras 9A a 9F demonstram que a linhagem de células TALL-
1 é parcialmente sensivel a anti-NRR3 (a-N3) e sensivel a tratamento com anti-
NRR1 (a-N1) e anti-NRR3.

As Figuras 10A a 10F demonstram que a linhagem de células T-
ALL, CCRF-CEM, é resistente a GSI, anti-NRR1 (a-N1) e anti-NRR3 (a-N3).

As Figuras 11A a 11F demonstram que a linhagem de células
HPB-ALL é sensivel a anti-NRR1 (a-N1), mas nao a anti-NRR3 (a-N3).

A Figura 12 exibe uma imunomancha utilizando um anticorpo que
reconhece ICD de Notch3 ativado (ICD a-Notch3), que detecta ICD de Notch3
ativado na fragao nuclear de células MDA-MB-468 estimuladas por Jag 1.

A Figura 13 demonstra que a linhagem de células TALL-1
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expressa altos niveis de Notch3 ativado dividido (quadro inferior), que podem
ser bloqueados por DAPT, mas nao anti-NRR1 (a-N1), enquanto a linhagem de
células HPB-ALL expressa altos niveis de Notch1 ativado dividido, que podem
ser bloqueados por DAPT e anti-NRR1 (a-N1).
A Figura 14 exibe um grafico dos resultados dos experimentos
ilustrados nas Figuras 9A a 9F.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

|.DEFINICOES

Para fins de interpretacdo do presente relatério descritivo, aplicar-

se-a0 as definicbes a seguir e, sempre que apropriado, os termos utilizados no
singular também incluirdo o plural e vice-versa. Caso qualquer defini¢ao
estabelecida abaixo entre em conflito com qualquer documento incorporado ao
presente como referéncia, devera ser considerada a definicdo descrita abaixo.

O termo “Notch”, da forma utilizada no presente, designha, a
menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario, qualquer
polipeptideo Notch nativo ou variante (seja nativo ou sintético) (Notch1-4). A
expressdo “sequéncia nativa” engloba especificamente formas truncadas de
ocorréncia natural (tais como sequéncia de dominio extracelular ou sequéncia
de subunidade de transmembrana), formas variantes de ocorréncia natural
(tais como formas alternativamente divididas) e variantes alélicas de ocorréncia
natural. A expressdo “Notch do tipo selvagem” indica geralmente um
polipeptideo que compreende uma sequéncia de aminoacidos de proteina
Notch sem mutagdo de ocorréncia natural. A expressao “sequéncia de Notch
do tipo selvagem” designa geralmente uma sequéncia de aminoacidos
encontrada em Notch sem mutacdo de ocorréncia natural.

O termo "Notch1”, da forma utilizada no presente, designa, a
menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario, qualquer

polipeptideo Notch1 nativo ou variante (seja nativo ou sintético). A expressao
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“sequéncia nativa” engloba especificamente formas truncadas de ocorréncia
natural (tais como sequéncia de dominio extracelular ou sequéncia de
subunidade de transmembrana), formas variantes de ocorréncia natural (tais
como formas alternativamente divididas) e variantes alélicas de ocorréncia
natural. A expressdo ‘Notch1 do tipo selvagem” indica geralmente um
polipeptideo que compreende uma sequéncia de aminoacidos de proteina
Notch1 sem mutagéo de ocorréncia natural. A expressao “sequéncia de Notch1
do tipo selvagem” designa geralmente uma sequéncia de aminoacidos
encontrada em Notch1 sem mutagéo de ocorréncia natural.

A expressao “ligante de Notch1”, da forma utilizada no presente,
designa, a menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario,
qualquer polipeptideo ligante Notch1 nativo ou variante (seja nativo ou
sintético) (tal com Jagged1, Jagged?2, do tipo Delta 1, do tipo Delta 3 e/ou do
tipo Delta 4). A expressao “sequéncia nativa” engloba especificamente formas
truncadas de ocorréncia natural (tais como sequéncia de dominio extracelular
ou sequéncia de subunidade de transmembrana), formas variantes de
ocorréncia natural (tais como formas alternativamente divididas) e variantes
alélicas de ocorréncia natural. A expressao ‘ligante Notch1 do tipo selvagem”
indica geralmente um polipeptideo que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de uma proteina Notch1 sem mutagdo de ocorréncia natural. A
expressao “sequéncia de ligante Notch1 do tipo selvagem” designa geralmente
uma sequéncia de aminoacidos encontrada em ligante Notch1 sem mutagao
de ocorréncia natural.

A expressao “NRR Notch1”, da forma utilizada no presente,
designa, a menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario,
qualquer regido de polipeptideo variante ou nativa (seja nativa ou sintética) de
Notch1 que consiste dos trés modulos de LNR e as sequéncias de

aminoacidos que se estendem a partir do terminal carbéxi dos médulos de LNR
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até o dominio transmembrana, em que essas sequéncias incluem o dominio
HD (HD-N e HD-C). Exemplos de NRR Notch1 consistem da regiao de cerca
do aminoacido 1446 a cerca do aminoacido 1735 da sequéncia de
aminoacidos Notch1 humana (SEQ ID N° 1, Figura 1) e a regido de cerca do
aminoacido 1446 até cerca do aminoacido 1725 da sequéncia de aminoacidos
Notch1 de camundongo (SEQ ID N° 2, Figura 1). A expressédo “NRR Notch1 de
sequéncia nativa’ engloba especificamente formas truncadas de ocorréncia
natural, formas variantes de ocorréncia natural (tais como formas
alternativamente divididas) e variantes alélicas de ocorréncia natural de um
NRR Notch1. A expressdo “NRR Notch1 do tipo selvagem” designa, de forma
geral, um NRR Notch1 sem mutacdo de ocorréncia natural. Em algumas
realizagées, um NRR Notch1 esta contido em um Notch1, tal como um Notch1
processado no(s) local(is) S1, S2 e/ou S3 ou um Notch1 n&o processado. Em
algumas realizagées, um NRR Notch1 contém dois ou mais fragmentos ligados
de forma nédo covalente de uma sequéncia de aminoacidos NRR Notch1, tais
como um fragmento que contém os aminoacidos 1446 a 1664 de SEQ ID N° 1
ligado de forma nao covalente a um fragmento que contém os aminoacidos
1665 a 1735 de SEQ ID N° 1. Em uma outra realizagdo, um fragmento que
contém os aminoacidos 1446 a 1654 de SEQ ID N° 2 é ligado de forma néo
covalente a um fragmento que contém os aminoacidos 1655 a 1725 de SEQ ID
N° 2.

A expressao ‘“sinalizacdo de Notch1 aumentada®’, da forma
utilizada no presente, designa um aumento da sinalizagdo de Notch1 que esta
significativamente acima do nivel de sinalizacao de Notch1 observado em um
controle sob condigdes substancialmente idénticas. Em certas realizagées, o
aumento da sinalizagdo de Notch1 & de pelo menos duas vezes, trés vezes,
quatro vezes, cinco vezes ou dez vezes acima do nivel observado no controle.

A expresséao “sinalizagdo de Notch1 reduzida”, da forma utilizada
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no presente, designa uma reducdo da sinalizagdo de Notch1 que esta
significativamente abaixo do nivel de sinalizacédo de Notch1 observado em um
controle sob condigdes substancialmente idénticas. Em certas realizagdes, a
reducéao da sinalizagdo de Notch1 é de pelo menos duas vezes, trés vezes,
quatro vezes, cinco vezes ou dez vezes abaixo do nivel observado no controle.

Em certas realizagbes, a sinalizagdo de Notch1 (ou seja, aumento
ou reducdo da sinalizagao de Notch1) é determinada utilizando um teste relator
apropriado, tal como conforme descrito no Exemplo 5 do Pedido de Patente
Norte-Americano publicado n® US 2009/0081238 A1. Em certas realiza¢des, a
sinalizagdo de Notch1 é determinada utilizando um teste de atividade in vitro,
tal como o teste de diferenciagdo de mioblastas C2C12 ou o teste de brotos de
celulas HUVEC, conforme descrito nos Exemplos 5 e 7, respectivamente, de
US 2009/0081238 A1. Em certas realizagbes, a sinalizagdo Notch1 é
determinada utilizando um modelo de xenoenxerto in vivo, tal como os modelos
Calu6 e HM7 descritos no Exemplo 8 de US 2009/0081238 A1.

As expressdes “mutacdo de ativacdo de Notch1” e “mutagao que
ativa a sinalizacdo de Notch1” designam uma inser¢do de um ou mais
aminoacidos, uma exclusdo de um ou mais aminoacidos ou uma substituicdo
de um ou mais aminoacidos com relacdo a uma sequéncia de aminoacidos do
tipo selvagem Notch1 que resulta em aumento da sinalizagdo de Notch1 em
comparagdo com a sinalizagdo de Notch1 da sequéncia de aminoacidos do
tipo selvagem Notch1 correspondente, ou a uma inser¢cdo de um ou mais
nucleotideos, exclusdo de um ou mais nucleotideos, translocagdo de um ou
mais nucleotideos ou substitugdo de um ou mais nucleotideos com relagéo a
uma sequéncia de acidos nucleicos do tipo selvagem Notch1 que resulta em
aumento da sinalizagdo de Notch1 em uma célula que contém a sequéncia de
acidos nucleicos mutantes em comparagéo com a sinalizagdo de Notch1 em

uma célula que contém a sequéncia de acidos nucleicos do tipo selvagem de
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Notch1 correspondente. Sinalizagdo de Notch1 de um receptor de Notch1 que
contém uma mutagdo de ativacao pode ser dependente de ligante ou
independente de ligante.

A expressao “anticorpo anti-Notch1” ou “anticorpo que se liga a
Notch1” designa um anticorpo que é capaz de ligar Notch1 com afinidade
suficiente, de tal forma que o anticorpo seja util como um agente de
diagnéstico e/ou terapéutico dirigido a Notch1. Preferencialmente, a extenséo
da ligagao de um anticorpo anti-Notch1 a uma proteina ndo de Notch nao
relacionada € de menos de cerca de 10% da ligacdo do anticorpo a Notch1
conforme medido, por exemplo, por meio de um radioimunoteste (RIA). Em
certas realizagdes, um anticorpo que se liga a Notch1 possui uma constante de
dissociagdo (Kd) de = 1 pM, < 0,5 uM, = 100 nM, €50 nM, <10 nM, £5nM, <1
nM, < 0,5 nM ou 0,1 nM. Em certas realizagées, um anticorpo anti-Notch1
liga-se a um epitopo de Notch1 que é conservado entre Notch1 de diferentes
espécies, tais como roedores (ratos e camundongos) e primatas.

A expressao “anticorpo NRR anti-Notch1” ou “anticorpo que se
liga a NRR Notch1" designa um anticorpo que € capaz de ligar NRR Notch1
com afinidade suficiente, de tal forma que o anticorpo seja Util como um agente
de diagnostico elou terapéutico no direcionamento a Notch1.
Preferencialmente, a extensao da ligagdo de um anticorpo NRR anti-Notch1 a
uma proteina ndo de Notch n&o relacionada &€ de menos de cerca de 10% da
ligacdo do anticorpo a NRR Notch1 conforme medido, por exemplo, por meio
de um radioimunoteste (RIA). Em certas realizagbes, um anticorpo que se liga
a NRR Notch1 possui uma constante de dissociagao (Kd) de <1 uM, = 0,5 uM,
<100 nM, =50 nM, =10 nM, £5nM, =1 nM, 0,5 nM ou = 0,1 nM. Em certas
realizagdes, um anticorpo NRR anti-Notch1 liga-se a um epitopo de Notch que
e conservado entre Notch de diferentes espécies, tais como roedores (ratos e

camundongos) e primatas.
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A expressdo “antagonista especifico de Notch1” designa um
agente que efetua sinalizacdo de Notch1 reduzida, conforme definido acima, e
nao afeta significativamente a sinalizagéo por outro receptor de Notch (Notch2,
3 ou 4 em mamiferos).

“Anticorpo antagonista anti-Noich1” € um anticorpo anti-Notch1
(que inclui um anticorpo NRR anti-Notch1) que realiza redugao da sinalizagéo
de Notch1, conforme definido acima.

Referéncia a “Anticorpo A, A-1, A-2 e A-3", isoladamente ou em
qualgquer combinagdo, indica as regides variaveis de cadeia leve e pesada do
fago e anticorpos reformatados denominados Anticorpo A, A-1, A-2 e A-3 no
Pedido de Patente Norte-Americano publicado n° US 2009/0081238 A1, a
menos que indicado em contrario.

O termo “Notch3”, da forma utilizada no presente, designa, a
menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario, qualquer
polipeptideo Notch3 nativo ou variante (seja nativo ou sintético). A expresséao
“sequéncia nativa” engloba especificamente formas truncadas de ocorréncia
natural (tais como sequéncia de dominio extracelular ou sequéncia de
subunidade de transmembrana), formas variantes de ocorréncia natural (tais
como formas alternativamente divididas) e variantes alélicas de ocorréncia
natural. A expressdo “Notch3 do tipo selvagem” indica geralmente um
polipeptideo que compreende uma sequéncia de aminoacidos de proteina
Notch3 sem mutagéo de ocorréncia natural. A expressao “sequéncia de Notch3
do tipo selvagem” designa geralmente uma sequéncia de aminodacidos
encontrada em Notch3 sem mutagéo de ocorréncia natural.

A expressao “ligante de Notch3”, da forma utilizada no presente,
designa, a menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario,
qualguer polipeptideo ligante Notch3 nativo ou variante (seja nativo ou

sintético) (tal com Jagged1, Jagged2, do tipo Delta 1, do tipo Delta 3 e/ou do
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tipo Delta 4). A expressao “sequéncia nativa” engloba especificamente formas
truncadas de ocorréncia natural (tais como sequéncia de dominio extracelular
ou sequéncia de subunidade de fransmembrana), formas variantes de
ocorréncia natural (tais como formas alternativamente divididas) e variantes
alélicas de ocorréncia natural. A expressao ‘ligante Notch3 do tipo selvagem”
indica geralmente um polipeptideo que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de uma proteina Notch3 sem mutagdo de ocorréncia natural. A
expressao “‘sequéncia de ligante Notch3 do tipo selvagem” designa geralmente
uma sequéncia de aminoacidos encontrada em um ligante Notch3 sem
mutacao de ocorréncia natural.

A expressao “ICD Notch3 ativado” designa o produto de divisdo
de Notch3 que resulta da divisdo no local S3 e que é capaz de translocagao
para o nuacleo. Em certas realizagdes, ICD Notch3 ativado consiste de
aminoacidos 1662-2321 de Notch3 humano (SEQ ID N° 3).

A expressao “NRR Notch3”, da forma utilizada no presente,
designa, a menos que indicado especifica ou contextualmente em contrario,
qualquer regido de polipeptideo variante ou nativa (seja nativa ou sintética) de
Notch3 que consiste dos trés modulos de LNR e as sequéncias de
aminoacidos que se estendem a partir do terminal carbéxi dos médulos de LNR
até o dominio transmembrana, em que essas sequéncias incluem o dominio
HD (HD-N e HD-C). Exemplos de NRR Notch3 consistem da regido de cerca
do aminoacido 1384 a cerca do aminoacido 1640 da sequéncia de
aminoacidos Notch3 humana (SEQ ID N° 3, Figura 2). A expressdo “NRR
Notch3 de sequéncia nativa” engloba especificamente formas truncadas de
ocorréncia natural, formas variantes de ocorréncia natural (tais como formas
alternativamente divididas) e variantes alélicas de ocorréncia natural de um
NRR Notch3. A expressao “NRR Notch3 do tipo selvagem” designa, de forma

geral, um NRR Notch3 sem mutagdo de ocorréncia natural. Em algumas
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realizagdes, um NRR Notch3 esta contido em um Notch3, tal como um Notch3
processado no(s) local(is) S1, S2 efou S3 ou um Notch3 ndo processado. Em
algumas realizagdes, um NRR Notch3 contém dois ou mais fragmentos ligados
de forma nao covalente de uma sequéncia de aminoacidos NRR Notch3, tais
como um fragmento que contém os aminoacidos 1384 a 1571 de Notch3
humano (SEQ ID N° 3) ligado de forma nao covalente a um fragmento que
contém os aminoacidos 1572 a 1640 de Notch3 humano (SEQ ID N° 3).

A expressdao “sinalizacdo de Notch3 aumentada”, da forma
utilizada no presente, designa um aumento da sinalizagédo de Notch3 que esta
significativamente acima do nivel de sinalizagdo de Notch3 observado em um
controle sob condi¢des substancialmente idénticas. Em certas realizagdes, o
aumento da sinalizagdo de Notch3 & de pelo menos duas vezes, trés vezes,
quatro vezes, cinco vezes ou dez vezes acima do nivel observado no controle.

A expressao “sinalizagdo de Notch3 reduzida”, da forma utilizada
no presente, designa uma reducao da sinalizagdo de Notch3 que esta
significativamente abaixo do nivel de sinalizagao de Notch3 observado em um
controle sob condi¢cdes substancialmente idénticas. Em certas realizagdes, a
reducdo da sinalizagcdo de Notch3 é de pelo menos duas vezes, trés vezes,
quatro vezes, cinco vezes ou dez vezes abaixo do nivel observado no controle.

Em certas realizagCes, a sinalizacéo de Notch3 (ou seja, aumento
ou reducao da sinalizacao de Notch3) é determinada utilizando um teste relator
apropriado, tal como conforme descrito no Exemplo 5 do Pedido de Patente
Norte-Americano publicado n® US 2008/0226621 A1. Em certas realizages, a
sinalizacdo de Notch3 & determinada utilizando um teste de atividade in vitro,
tal como os testes de apoptose, migracdo celular, invasdo e morfologia
descritos no Exemplo 7 do Pedido de Patente Norte-Americano publicado n°
US 2008/0226621 A1. Em certas realizagdes, a sinalizagdo Notch3 é

determinada utilizando um modelo de xenoenxerto in vivo, tal como os



10

15

20

25

19

descritos no Exemplo 11 de US 2008/0226621 A1.

A expressdo “anticorpo anti-Notch3” ou “anticorpo que se liga a
Notch3” designa um anticorpo que é capaz de ligar Notch3 com afinidade
suficiente, de tal forma que o anticorpo seja atii como um agente de
diagnéstico e/ou terapéutico no direcionamento a Notch3. Preferencialmente, a
extensao da ligagdo de um anticorpo anti-Notch3 a uma proteina nao de Notch
nédo relacionada ¢ de menos de cerca de 10% da ligagdo do anticorpo a
Notch3 conforme medido, por exemplo, por meio de um radioimunoteste (RIA).
Em certas realizagbes, um anticorpo que se liga a NRR Notch3 possui uma
constante de dissociagao (Kd) de <1 uM, 0,5 uM, <100 nM, =50 nM, =10
nM, <5 nM, =1nM, £05nMou<01nM Em certas realizagbes, um
anticorpo anti-Notch3 liga-se a um epitopo de Notch3 que é conservado entre
Notch3 de diferentes espécies, tais como roedores (ratos € camundongos) e
primatas.

A expressdo “anticorpo NRR anti-Notch3” ou “anticorpo que se
liga a NRR Notch3" designa um anticorpo que é capaz de ligar NRR Notch3
com afinidade suficiente, de tal forma que o anticorpo seja util como um agente
de diagnostico e/ou terapéutico dirigido a Notch3. Preferencialmente, a
extensdo da ligagdo de um anticorpo NRR anti-Notch3 a uma proteina nao de
Notch nao relacionada é de menos de cerca de 10% da ligagédo do anticorpo a
NRR Notch3 conforme medido, por exemplo, por meio de um radioimunoteste
(RIA). Em certas realizagdes, um anticorpo que se liga a NRR Notch3 possui
uma constante de dissociacao (Kd) de <1 uM, 0,5 uM, <100 nM, <50 nM,
<10 nM, £5nM, =1 nM, 0,5 nM ou =0,1 nM. Em certas realizagbes, um
anticorpo NRR anti-Notch3 liga-se a um epitopo de Notch3 que é conservado
entre Notch3 de dierentes espécies, tais como roedores (ratos e
camundongos) e primatas.

A expressao “antagonista especifico de Notch3” designa um
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agente que efetua sinalizacdo de Notch3 reduzida, conforme definido acima, e
nao afeta significativamente a sinalizagao por outro receptor de Notch (Notch1,
2 ou 4 em mamiferos).

“Anticorpo antagonista anti-Notch3” & um anticorpo anti-Notch3
(que inclui um anticorpo NRR anti-Notch3) que realiza redugdo da sinalizagédo
de Notch3, conforme definido acima.

Referéncia a “anticorpo 256A-4 e 256A-8", isoladamente ou em
combinagédo, indica os anticorpos monoclonais de camundongo denominados
256A-4 e 256A-8 no Pedido de Patente Norte-Americano publicado n°
2008/0226621 A1.

O termo “antagonista” designa um agente que inibe
significativamente (parcial ou completamente) a atividade biolégica de uma
molécula alvo.

Um “anticorpo que liga ICD Notch3 ativado” designa um anticorpo
que liga ICD Notch3 de tal forma que o anticorpo seja util na diferenciagao de
ICD Notch3 ativado a partir de Notch3 que compreende um NTM intacto.

O termo “anticorpo” € utilizado no presente no sentido mais amplo
e cobre especificamente anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais,
anticorpos multiespecificos (tais como anticorpos biespecificos) formados a
partir de pelo menos dois anticorpos intactos e fragmentos de anticorpos,
desde que exibam a atividade biolégica desejada.

Anticorpo “isolado” €& aquele que tenha sido identificado,
separado e/ou recuperado a partir de um componente do seu ambiente natural.
Os componentes contaminantes do seu ambiente natural sdo materiais que
interferiiam com utilizagbes em pesquisa, diagndstico ou terapéuticas para o
anticorpo e podem incluir enzimas, horménios e outros solutos proteinaceos ou
nao proteinaceos. Em algumas realizagdes, o anticorpo sera purificado (1) até

mais de 95% em peso de anticorpo, conforme determinado, por exemplo, por
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meio do método de Lowry, e, em algumas realizagdes, mais de 99% em peso;
(2) até um grau suficiente para a obtengéo de pelo menos quinze residuos de
sequéncia de aminoacidos interna ou N-terminal, utilizando, por exemplo, um
sequenciador de xicara de centrifugacéo; ou (3) até a homogeneidade, por
meio de SDS-PAGE, sob condigdes redutoras ou ndo redutoras, utilizando, por
exemplo, azul de Coomassie ou manchas de prata. Anticorpo isolado inclui o
anticorpo in situ em células recombinantes, desde que pelo menos um
componente do ambiente natural do anticorpo ndo esteja presente.
Normalmente, entretanto, o anticorpo isolado sera preparado por meio de pelo
menos uma etapa de purifica¢ao.

“Anticorpos  nativos” sdo  normalmente  glicoproteinas
heterotetraméricas de cerca de 150.000 daltons, compostas de duas cadeias
leves (L) idénticas e duas cadeias pesadas (H) idénticas. Cada cadeia leve &
ligada a uma cadeia pesada por uma ligagéo de dissulfeto covalente, enquanto
a quantidade de ligagbes de dissulfeto varia entre as cadeias pesadas de
diferentes isotipos de imunoglobulina. Cada cadeia leve e pesada também
contém pontes de dissulfeto intracadeias em espacgos regulares. Cada cadeia
pesada contém, em uma extremidade, um dominio variavel (Vy) seguido por
uma série de dominios constantes. Cada cadeia leve contém um dominio
variavel em uma extremidade (Vi) € um dominio constante na sua outra
extremidade; o dominio constante da cadeia leve é alinhado ao primeiro
dominio constante da cadeia pesada e o dominio variavel da cadeia leve é
alinhado ao dominio variavel da cadeia pesada. Acredita-se que residuos de
aminoacidos especificos formem uma superficie intermediaria entre os
dominios variaveis de cadeia leve e de cadeia pesada.

A “regido variavel” ou “dominio variavel” de um anticorpo designa
os dominios amino-terminais da cadeia pesada ou leve do anticorpo. O

dominio variavel da cadeia pesada pode ser denominado “VH". O dominio
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variavel da cadeia leve pode ser denominado “VL". Estes dominios sao
geralmente as partes mais variaveis de um anticorpo e contém os locais de
ligagédo de antigenos.

O termo “variavel” indica o fato de que certas partes dos dominios
varidveis diferem extensamente de sequéncia entre os anticorpos e sao
utilizadas na ligagéo e especificidade de cada anticorpo especifico ao seu
antigeno especifico. A capacidade de variagdo nao €, entretanto, distribuida
regularmente ao longo de todos os dominios variaveis de anticorpos. Ela é
concentrada em trés segmentos denominados regides hipervariaveis (HVRs),
tanto nos dominios variaveis de cadeia leve quanto de cadeia pesada. As
partes mais altamente conservadas dos dominios variaveis sao denominadas
regides de estrutura (FRs). Cada um dos dominios variaveis de cadeias leve e
pesada nativos compreende quatro regiées FR, que adotam em grande parte
configuracao de folha beta, conectadas por trés HVRs, que formam lagos que
conectam e, em alguns casos, fazem parte da estrutura de folha beta. As
HVRs de cada cadeia sdo mantidas juntas em boa proximidade pelas regides
FR e, com as HVRs da outra cadeia, contribuem para a formacéo do local de
ligacao de antigenos de anticorpos (vide Kabat et al, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, quinta edicdo, National Institute of Health, Bethesda
MD (1991)). Os dominios constantes ndo estdo envolvidos diretamente na
ligacdo de um anticorpo a um antigeno, mas exibem varias funcdes efetoras,
tais como a participacao do anticorpo em toxicidade celular dependente de
anticorpos.

As “cadeias leves” de anticorpos (imunoglobulinas) de qualquer
espécie de vertebrado podem ser atribuidas a um dentre dois tipos claramente
distintos, denominados capa (k) e lambda (A), com base nas seguéncias de
aminoacidos dos seus dominios constantes.

Dependendo das sequéncias de aminoacidos dos dominios
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constantes das suas cadeias pesadas, anticorpos (imunoglobulinas) podem ser
atribuidos a classes diferentes. Existem cinco classes principais de
imunoglobulinas: IgA, gD, IgE, 1gG e IgM, e varias delas podem ser
adicionalmente divididas em subclasses (isotipos), tais como IgG;, 1gG;, 1gGs3,
lgG4, IgA1 e IgA,. Os dominios constantes de cadeia pesada que
correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas sdo denominados «, 8,
e, v € u, respectivamente. As estruturas de subunidades e configuragbes
tridimensionais de diferentes classes de imunoglobulinas sdo bem conhecidas
e descritas, de forma geral, por exemplo, em Abbas et al, Cellular and Mol.
Immunology, quarta edicdo (W. B. Saunders Co., 2000). Um anticorpo pode
ser parte de uma molécula de fusdo maior, formada por meio de associagao
covalente ou nao covalente do anticorpo com uma ou mais proteinas ou
peptideos diferentes.

As expresstes “anticorpo de comprimento total’, “anticorpo
intacto” e “anticorpo inteiro” s&o utilizadas no presente de forma intercambiavel
para designar um anticorpo na sua forma substancialmente intacta e néo
fragmentos de anticorpos conforme definido abaixo. As expressées designam
particularmente um anticorpo com cadeias pesadas que contém uma regiao
Fe.

“Anticorpo bruto”, para os propodsitos do presente, € um anticorpo
gue nao é conjugado a uma porgéo citotoxica ou radiomarca.
“Fragmentos de anticorpos” compreendem uma parte de anticorpo intacto, que
compreende preferencialmente a sua regidao de ligagdo de antigenos.
Exemplos de fragmentos de anticorpos incluem fragmentos de Fab, Fab’,
F(ab’); e Fv; diacorpos; anticorpos lineares; moléculas de anticorpos de fita
Unica; e anticorpos multiespecificos formados com fragmentos de anticorpos.

A digestédo de anticorpos por papaina produz dois fragmentos de

ligagdo de antigenos idénticos, denominados fragmentos de “Fab”, cada qual
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com um unico local de ligagdo de antigenos, e um fragmento de “Fc” residual,
cujo nome reflete a sua capacidade de rapida cristalizagdo. O tratamento com
pepsina gera um fragmento de F(ab’); que contém dois locais de combinagéo
de antigenos e ainda é capaz de reticular antigeno.

“Fv” & o fragmento de anticorpo minimo que contém um local de
ligacdo de antigenos completo. Em uma realizacdo, uma espécie de Fv de
duas cadeias consiste de um dimero de um dominio variavel de cadeia pesada
e um de cadeia leve em associagao firme e ndo covalente. Em uma espécie de
Fv de fita Unica (scFv), um dominio variavel de cadeia pesada e um de cadeia
leve podem ser ligados covalentemente por um ligante de peptideos flexivel,
de tal forma que as cadeias leve e pesada possam associar-se em uma
estrutura “dimérica” analoga a de uma espécie de Fv de duas cadeias. E nesta
configuragédo que as trés HVRs de cada dominio variavel interagem para definir
um local de ligagdo de antigenos sobre a superficie do dimero VH-VL.
Coletivamente, as seis HVRs conferem especificidade de ligagdo de antigenos
ao anticorpo. Entretanto, mesmo um dominio variavel isolado (ou metade de
um Fv que compreende apenas trés HVRs especificas para um antigeno)
possui a capacidade de reconhecer e ligar antigeno, embora em afinidade
mais baixa que o local de ligagcdo completo.

O fragmento de Fab contém os dominios variaveis de cadeia leve
e de cadeia pesada e também contém o dominio constante da cadeia leve e o
primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesada. Os fragmentos de Fab’
diferem de fragmentos de Fab pela adicdo de alguns residuos no terminal
carboxi do dominio CH1 de cadeia pesada, que inclui uma ou mais cisteinas da
regido de articulagdo do anticorpo. Fab'-SH é a designagao do presente para
Fab’ em que o(s) residuo(s) de cisteina dos dominios constantes apresenta(m)
um grupo tiol livre. Os fragmentos de anticorpos F(ab’), foram originalmente

produzidos na forma de pares de fragmentos de Fab' que contém cisteinas de
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articulacao entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos de
anticorpos também s&o conhecidos.

Fragmentos de anticorpos “Fv de fita Unica” ou “scFVv’
compreendem os dominios VH e VL de anticorpo, em que esses dominios
estdo presentes em uma Unica cadeia de polipeptideo. Geralmente, o
polipeptideo de scFv compreende adicionalmente um ligante de polipeptideo
entre os dominios VH e VL, o que permite que o scFv forme a estrutura
desejada para ligacao de antigenos. Para andlise de scFv, vide, por exemplo,
Pluckthiin, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg e
Moore eds. (Springer-Verlag, Nova lorque, 1994), pags. 269-315.

O termo “diacorpos” designa pequenos fragmentos de anticorpos
com dois locais de ligagdo de antigenos, que compreendem um dominio
variavel de cadeia pesada (VH) conectado a um dominio variavel de cadeia
leve (VL) na mesma cadeia de polipeptideo (VH-VL). Utilizando um ligante que
€ curto demais para permitir o emparelhamento entre os dois dominios sobre a
mesma cadeia, os dominios sdo forcados a emparelhar-se com os dominios
complementares de uma outra cadeia e criar dois locais de ligagdo de
antigenos. Os diacorpos podem ser bivalentes ou biespecificos. Os diacorpos
sdo descritos mais completamente, por exemplo, em EP 404.097, WO
1993/01161 e Hudson et al, Nat. Med. 9: 129-134 (2003); e Hollinger et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90: 6444-6448 (1993). Triacorpos e tetracorpos
também sao descritos em Hudson et al, Nat. Med. 9: 129-134 (2003).

A expressdo “anticorpo monoclonal’, da forma utilizada no
presente, designa um anticorpo obtido a partir de uma populagao de anticorpos
substancialmente homogéneos, ou seja, os anticorpos individuais que
compreendem a populagdo sdo idénticos, exceto por possiveis mutacées, tais
como mutagbes de ocorréncia natural, que podem estar presentes em

quantidades menores. Desta forma, o adjetivo “monoclonal” indica a
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caracteristica do anticorpo de ndo ser uma mistura de anticorpos discretos. Em
certas realizacdes, esse anticorpo monoclonal inclui tipicamente um anticorpo
que compreende uma sequéncia de polipeptideos que liga um alvo, em que a
sequéncia de polipeptideos de ligagdo de alvos foi obtida por meio de um
processo que inclui a selecdo de uma unica sequéncia de polipeptideos de
ligagdo de alvo a partir de uma série de sequéncias de polipeptideos. O
processo de selegcdo pode ser, por exemplo, a selecdo de um unico clone
dentre uma série de clones, tal como um conjunto de clones de hibridoma,
clones de fagos ou clones de DNA recombinantes. Dever-se-a compreender
que uma sequéncia de ligagdo de alvo selecionada pode ser adicionalmente
alterada, por exemplo, para aumentar a afinidade para o alvo, humanizar a
sequéncia de ligagao de alvo, aumentar a sua produgdo em cultivo celular,
reduzir a sua imunogenicidade in vivo, criar um anticorpo multiespecifico etc., e
que um anticorpo que compreende a sequéncia de ligacdo de alvo alterada
também é um anticorpo monoclonal de acordo com a presente invengao. Ao
contrario das preparagoes de anticorpos policlonais, que incluem tipicamente
diferentes anticorpos dirigidos a diferentes determinantes (epitopos), cada
anticorpo monoclonal de uma preparagéo de anticorpos monoclonais € dirigido
a um unico determinante sobre um antigeno. Além da sua especificidade, as
preparagdes de anticorpos monoclonais sa@o vantajosas por ndo serem
tipicamente descontaminadas por outras imunoglobulinas.

O adjetivo “monoclonal” indica o carater do anticorpo como sendo
obtido a partir de uma populagdo de anticorpos substancialmente homogénea
e nao deve ser considerado coma exigindo a producao do anticorpo por meio
de qualguer método especifico. Os anticorpos monoclonais a serem utilizados
de acordo com a presente invengao podem ser elaborados, por exemplo, por
meio de uma série de métodos, que incluem, por exemplo, o0 método de

hibridoma (tal como em Kohler e Milstein, Nature, 256 495-97 (1975); Hongo
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et al, Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow et al, Antibodies: A Laboratory
Manual (Cold Spring Harbor Laboratory Press, segunda edigcdo, 1988);
Hammerling et al, em: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681
(Elsevier, NY, 1981)), métodos de DNA recombinante (vide, por exemplo, a
Patente Norte-Americana n° 4.816.567), tecnologias de exibicdo de fagos
(vide, por exemplo, Clackson et al, Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al, J.
Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu et al, J. Mol. Biol. 338 (2): 299-310
(2004); Lee et al, J. Mol. Biol. 340 (5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 101 (34). 12467-12472 (2004); e Lee et al, J. Immunol.
Methods 284 (1-2). 119-132 (2004) e tecnologias de producdo de anticorpos
humanos ou similares a humanos em animais que possuem os locais de
imunoglobulina humana ou genes, no todo ou em parte, que codificam
sequéncias de imunoglobulina humana (vide, por exemplo, WO 1998/24893;
WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al, Proc.
Natl. Acad. Sci. U. S. A., 90: 2551 (1993); Jakobovits et al, Nature, 362: 255-
258 (1993); Bruggemann et al, Year in Immunol., 7: 33 (1993); Patentes Norte-
Americanas n°® 5.545.807, 5.545.806, 5.569.825, 5.625.126, 5.633.425 e
5.661.016; Marks et al, Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al,
Nature, 368. 856-859 (1994); Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994); Fishwild
et al, Nature Biotechnol., 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol.,
14: 826 (1996); e Lonberg e Huszar, Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).
Os anticorpos monoclonais do presente incluem especificamente
anticorpos “quiméricos”, nos quais uma parte da cadeia leve e/ou pesada é
idéntica ou homologa a sequéncias correspondentes em anticorpos derivados
de uma espécie especifica ou pertencentes a uma classe ou subclasse
especifica de anticorpos, enquanto o restante da(s) cadeia(s) & idéntico ou
homoélogo a sequéncias correspondentes de anticorpos derivados de outras

espécies ou pertencentes a uma outra classe ou subclasse de anticorpos, bem
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como fragmentos desses anticorpos, desde que exibam a atividade biologica
desejada (vide, por exemplo, Patente Norte-Americana n° 4.816.567; e
Morrison et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 81: 6851-6855 (1984)). Anticorpos
quiméricos incluem anticorpos PRIMATIZED® em que a regido de ligagao de
antigenos do anticorpo € derivada de um anticorpo produzido, por exemplo, por
meio de imunizag¢do de macacos com o antigeno de interesse.

As formas “humanizadas” de anticorpos nd&o humanos (por
exemplo, murinos) séo anticorpos quiméricos que contém sequéncia minima
derivada de imunoglobulina ndo humana. Em uma realizagdo, um anticorpo
humanizado € uma imunoglobulina humana (anticorpo receptor), na qual os
residuos de uma HVR do paciente sdo substituidos por residuos de uma HVR
de uma espécie nao humana (anticorpo doador) tal como camundongo, rato,
coelho ou primata ndo humano que possui a especificidade, afinidade e/ou
capacidade desejadas. Em alguns casos, os residuos de FR da imunoglobulina
humana sdo substituidos por residuos nao humanos correspondentes. Além
disso, os anticorpos humanizados podem compreender residuos que nao séo
encontrados no anticorpo receptor nem no anticorpo doador. Essas
modificacoes podem ser feitas para refinar ainda mais o desempenho do
anticorpo. Geralmente, o0 anticorpo  humanizado compreendera
substancialmente todos dentre pelo menos um, tipicamente dois dominios
variaveis, nos quais todos ou substancialmente todos os circuitos
hipervariaveis correspondem aos de uma imunoglobulina ndo humana e todas
ou substancialmente todas as FRs sdo as de uma sequéncia de
imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado também compreendera
opcionalmente pelo menos uma parte de regido constante de imunoglobulina
(Fc), tipicamente a de uma imunoglobulina humana. Para detalhes adicionais,
vide, por exemplo, Jones et al, Nature 321: 522-525 (1986); Riechmann et al,
Nature 332: 323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2: 593-596 (1992).
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Vide também, por exemplo, Vaswani e Hamilton, Ann. Allergy, Asthma &
Immunol. 1: 105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23. 1035-1038
(1995); Hurle e Gross, Curr. Op. Biotech. 5. 428-433 (1994); e as Patentes
Norte-Americanas n° 6.982.321 e 7.087.409.

‘Anticorpo humano” é aquele que possui uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde a de um anticorpo produzido por um ser
humano e/ou foi fabricado utilizando qualquer uma das técnicas de fabricacao
de anticorpos humanos descritas no presente. Esta definicdo de anticorpo
humano exclui especificamente um anticorpo humanizado que compreende
residuos de ligagdo de antigenos ndo humanos. Anticorpos humanos podem
ser produzidos utilizando diversos métodos conhecidos na técnica, incluindo
bibliotecas de exibigcdo de fagos. Hoogenboom e Winter, J. Mol. Biol., 227: 381
(1991); Marks et al, J. Mol. Biol., 222: 581 (1991). Também sao disponiveis
para a preparagédo de anticorpos monoclonais humanos os métodos descritos
em Cole et al, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pag.
77 (1985); Boerner et al, J. Immunol., 147 (1): 86-95 (1991). Vide também van
Dijk e van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol., 5. 368-74 (2001). Anticorpos
humanos podem ser preparados por meio da administracdo do antigeno a um
animal transgénico que tenha sido modificado para produzir esses anticorpos
em resposta a desafio antigénico, mas cujos locais endégenos tenham sido
impedidos, tais como xenocamundongos imunizados (vide, por exemplo, as
Patentes Norte-Americanas n° 6.075.181 e 6.150.584 referentes a tecnologia
XENOMOUSE®). Vide também, por exemplo, Li et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U.
S. A., 103: 3557-3562 (2006) com referéncia a anticorpos humanos gerados
por meio de tecnologia de hibridomas de células B humanas.

A expressado ‘regido hipervariavel’, “HVR" ou “HV”, da forma
utilizada no presente, indica as regides de um dominio variavel de anticorpo

que sdo de sequéncia hipervariavel e/ou formam circuitos definidos
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estruturalmente. Geralmente, os anticorpos compreendem seis HVRs; trés na
VH (H1, H2, H3) e trés na VL (L1, L2, L3). Em anticorpos nativos, H3 e L3
exibem a maior diversidade das seis HVRs e acredita-se que H3 desempenhe
particularmente um papel exclusivo no fornecimento de especificidade fina a
anticorpos. Vide, por exemplo, Xu et al, Immunity 13: 37-45 (2000); Johnson e
Wu, em Methods in Molecular Biology 248: 1-25 (Lo, ed., Human Press,
Totowa NJ, 2003). De fato, anticorpos camelideos de ocorréncia natural que
consistem de uma Unica cadeia pesada sao funcionais e estaveis na auséncia
de cadeia leve. Vide, por exemplo, Hamers-Casterman et al, Nature 363: 446-
448 (1993); Sheriff et al, Nature Struct. Biol. 3: 733-736 (1996).

Diversas delineagées de HVR encontram-se em uso e sao
englobadas no presente. As Regides de Determinagao de Complementaridade
(CDRs) de Kabat baseiam-se na variabilidade de sequéncias e sdo as mais
comumente utilizadas (Kabat et al, Sequences of Proteins of Immunological
Interest, quinta edicdo, Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda MD (1991)). Chothia refere-se, por sua vez, ao local dos circuitos
estruturais (Chothia e Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-917 (1987)). As HVRs de
AbM representam compromisso entre as HVRs de Kabat e os circuitos
estruturais de Chothia e sdo utilizadas pelo software de modelagem de
anticorpos AbM da Oxford Molecular. As HVRs de “contato” baseiam-se em
analise das estruturas de cristais complexas disponiveis. Os residuos de cada

uma destas HVRs sao indicados abaixo.

Circ Kabat AbM Chothia Contato
L1 L24-1.34 L24-1.34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96
H1 H31-H35B H26-H35B H26-H32 H30-H35B

(numeragédo de Kabat)




10

15

20

31

Circ Kabat AbM Chothia Contato

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35
(numeracéo de Chothia)

H2 H50-H65 H50-H58 H53-H55 H47-H58

H3 H95-H102 H95-H102 H96-H101 H93-H101

As HVRs podem compreender “HVRs estendidas” conforme
segue: 24-36 ou 24-34 (L1), 46-56 ou 50-56 (L2) e 89-97 ou 89-6 (L3) no VL e
26-35 (H1), 50-65 ou 49-65 (H2) e 93-102, 94-102 ou 95-102 (H3) no VH. Os
residuos de dominios variaveis sdo numerados de acordo com Kabat et al,
acima, para cada uma dessas defini¢des.

Residuos de “estrutura” ou “FR” sdo os residuos de dominios
variaveis diferentes dos residuos de HVR conforme definido no presente.

A expressdo “numeragao de residuos de dominio variavel como
em Kabat” ou “numeragao de posicdo de aminoacidos como em Kabat” e suas
variagbes designa o sistema de numeragao utilizado para dominios variaveis
de cadeia pesada ou dominios variaveis de cadeia leve da compilagédo de
anticorpos em Kabat et al, acima. Utilizando este sistema de numeracio, a
sequéncia de aminoacidos linear real pode conter mais ou menos aminoacidos
correspondentes a redugdo ou insergdo em FR ou HVR do dominio variavel.
Dominio variavel de cadeia pesada pode incluir, por exemplo, um Unico inserto
de aminoécido (residuo 52a de acordo com Kabat) apds o residuo 52 de H2 e
residuos inseridos (tais como residuos 82a, 82b, 82c¢c etc. de acordo com
Kabat) apds o residuo de FR de cadeia pesada 82. A numeragéo de residuos
de Kabat pode ser determinada para um dado anticorpo por meio de
alinhamento em regides de homologia da sequéncia do anticorpo com uma
sequéncia numerada de Kabat “padrao”.

O sistema de numeragdo de Kabat é geralmente utilizado com
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referéncia a um residuo no dominio variavel (aproximadamente, residuos 1 a
107 da cadeia leve e residuos 1 a 113 da cadeia pesada) (por exemplo, Kabat
et al, acima). O “sistema de numeragao EU" ou “indice EU” geralmente é
utilizado com referéncia a um residuo em uma regido constante de cadeia
pesada de imunoglobulina (tal como o indice EU relatado em Kabat et al,
acima). O “indice EU como em Kabat” designa a numeracdo de residuos do
anticorpo IgG1 EU humano. A menos que indicado em contrario no presente,
referéncias a numeros de residuos no dominio variavel de anticorpos indicam
numeracao de residuos por meio do sistema de numeracao de Kabat. A menos
que indicado em contrario no presente, referéncias a nimeros de residuos no
dominio constante de anticorpos indicam numeracao de residuos por meio do
sistema de numeragdo EU (vide, por exemplo, o Pedido Provisorio Norte-
Americano publicado n® US 2008/0181888 A1, Figuras para numeragao de
EU).

Anticorpo “amadurecido por afinidade” & aquele com uma ou mais
alteracées em uma ou mais de suas HVRs, o que resulta em aumento da
afinidade do anticorpo para o antigeno, em comparagdo com um anticorpo
parental que ndo possui essa(s) alteracdo(des). Em uma realizagdo, um
anticorpo amadurecido por afinidade possui afinidades nanomolares ou até
picomolares para o antigeno alvo. Os anticorpos amadurecidos por afinidade
podem ser produzidos utilizando certos procedimentos conhecidos na técnica.
Marks et al, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992), por exemplo, descrevem
amadurecimento por afinidade por meio de troca de dominios VH e VL. A
mutagénese aleatdria de residuos de cadeia principal e/ou HVR €& descrita, por
exemplo, por Barbas et al, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 91: 3809-3813 (1994);
Schier et al, Gene 169: 147-155 (1995); Yelton et al, J. Immunol. 155; 1994-
2004 (1995); Jackson et al, J. Immunol. 154 (7). 3310-9 (1995); e Hawkins et
al, J. Mol. Biol. 226: 889-896 (1992).
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As “fungbes efetoras” de anticorpos designam as atividades
biolégicas atribuiveis a regido Fc (uma regido Fc de sequéncia nativa ou regiao
Fc com variagdo de sequéncia de aminoacidos) de um anticorpo e variam de
acordo com o isotipo do anticorpo. Exemplos de fungbes efetoras de
anticorpos incluem: citotoxicidade dependente de complemento (CDC) e
ligacdo de C1q; ligagdo de receptor Fc; citotoxicidade mediada por células
dependentes de anticorpos (ADCC), fagocitose; regulagem para baixo de
receptores da superficie celular (tais como receptor de celulas B); e ativagcao
de células B.

“Afinidade de ligagdo” geralmente designa a resisténcia da soma
total de interagdes nao covalentes entre um Unico local de ligagdo de uma
molécula (tal como um anticorpo) e seu parceiro de ligacao (tal como um
antigeno). A menos que indicado em contrario, da forma utilizada no presente,
‘afinidade de ligagcao” designa afinidade de ligagéo intrinseca que reflete uma
interagdo 1:1 entre membros de um par de ligagdo (tais como anticorpo e
antigeno). A afinidade de uma molécula X para o seu parceiro Y pode
geralmente ser representada pela constante de dissociagdo (Kd). A afinidade
pode ser medida por meio de metodos comuns conhecidos na técnica, que
incluem os descritos no presente. Anticorpos com baixa afinidade geralmente
ligam antigeno lentamente e tendem a dissociar-se rapidamente, enquanto
anticorpos com alta afinidade geralmente ligam antigeno mais rapidamente e
tendem a permanecer ligados por mais tempo. Uma série de métodos de
medi¢do da afinidade de ligacdo € conhecida na técnica e qualquer um deles
pode ser utilizado para os propodsitos da presente invencdo. Exemplos e
ilustragdes especificas de realizagbes de medigdo da afinidade de ligagao
encontram-se descritos a seguir.

Em uma realizagdo, “Kd” ou "valor Kd" de acordo com a presente

invengdo € medido por meio de um teste de ligagdo de antigenos



10

15

20

25

34

radiomarcados (RIA) realizado com a versdo Fab de um anticorpo de interesse
e seu antigeno conforme descrito pelo teste a seguir. A afinidade de ligagao de
solucbes de Fabs para antigeno € medida por meio de equilibrio de Fab com
uma concentracdo minima de antigeno marcado com ('*°l) na presenca de
uma série de titulacdo de antigeno ndo marcado e captura em seguida de
antigeno ligado com uma placa revestida com anticorpo anti-Fab (vide, por
exemplo, Chen et al, J. Mol. Biol. 293: 865-881(1999)). Para estabelecer
condicbes para o teste, placas com multiplas cavidades MICROTITER®
(Thermo Scientific) sdo revestidas por uma noite com 5 pg/ml de anticorpo anti-
Fab de captura (Cappel Labs) em 50 mM de carbonato de sodio (pH 9,6) e
bloqueadas em seguida com albumina de soro bovino a 2% (p/v) em PBS por
duas a cinco horas a temperatura ambiente (cerca de 23 °C). Em uma placa
ndo adsorvente (Nunc n° 269620), 100 pM ou 26 pM de antigeno ["°l] sao
misturados com diluigdes em série de um Fab de interesse (tal como
consistente com a determina¢éo do anticorpo anti-VEGF, Fab-12, em Presta et
al, Cancer Res. 57: 4593-4599 (1997)). O Fab de interesse & incubado em
seguida por uma noite; entretanto, a incubagdo pode prosseguir por um
periodo mais longo (tal como 65 horas) para garantir que o equilibrio seja
atingido. Em seguida, as misturas sao transferidas para a placa de captura
para incubacdo a temperatura ambiente (tal como por uma hora). A solugéo é
removida em seguida e a placa é lavada por oito vezes com 0,1% TWEEN 20®
em PBS. Apés a secagem das placas, adiciona-se 150 pl/cavidade de
cintilante (MICROSCINT-20®; Packard) e as placas sdo contadas em um
contador gama TOPCOUNT® (Packard) por dez minutos. Concentragées de
cada Fab que geram 20% ou menos de ligagdo maxima sdo selecionadas para
uso em testes de ligagdo competitiva.

De acordo com uma outra realizacao, o Kd ou valor Kd € medido

utilizando testes de ressonancia de plasma de superficie empregando
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BIACORE® 2000 ou BIACORE® 3000 (BlAcore, Inc., Piscataway NJ) a 25 °C
com lascas de antigeno CM5 imobilizado a cerca de dez unidades de resposta
(RU). Resumidamente, lascas de biossensores de dextran carboximetilado
(CM5, BIACORE Inc.) sdo ativadas com cloridrato de N-etil-N-(3-
dimetilaminopropil)-carbodi-imida (EDC) e N-hidroxissuccinimida (NHS) de
acordo com as instrugdes do fornecedor. Antigeno € diluido com 10 mM de
acetato de sodio, pH 4,8, em 5 pug/ml (cerca de 0,2 uM) antes da injegdo em
velocidade de fluxo de 5 pl/minuto para atingir cerca de dez unidades de
resposta (RU) de proteina acoplada. Apdés a injecdo de antigeno, 1 M de
etanolamina € injetado para bloquear grupos nao reagidos. Para medicdes
cinéticas, diluicbes seriais em duas vezes de Fab (0,78 nM a 500 nM) séo
injetadas em PBS com 0,05% tensoativo TWEEN 20® (PBST) a 25 °C sob
velocidade de fluxo de cerca de 25 ul/min. Taxas de associag¢ao (kon) € taxas
de dissociacao (k.#) sdo calculadas utilizando um modelo de ligagdo Langmuir
um a um simples (Software de Avaliagdo BIACORE® versao 3.2) por meio de
configuragdo simultdnea dos sensogramas de associagdo e dissociagdo. A
constante de dissociagao de equilibrio (Kd) € calculada como razédo kyu/kon.
Vide, por exemplo, Chen et al, J. Mol. Biol. 293: 865-881 (1999). Caso a taxa
de associagao exceda 10° M s™' por meio do teste de ressonancia de plasma
de superficie acima, a taxa de associagao pode ser determinada utilizando um
método de resfriamento fluorescente que mede o aumento ou a redugao da
intensidade de emissao de fluorescéncia (excitacdo = 295 nm; emissdo = 340
nm, passagem de faixa de 16 nm) a 25 °C de 20 nM de anticorpo antiantigeno
(forma de Fab) em PBS, pH 7,2, na presenga de concentragdes crescentes de
antigeno conforme medido em um espectrémetro, tal como um espectrometro
equipado com fluxo de parada (Aviv Instruments) ou um espectrofotémetro
SLM-AMINCO® serie 8000 (ThermoSpectronic) com uma cubeta agitada.

m B

Uma “taxa de ligagdo”, “taxa de associacdo” ou “ko," de acordo
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com a presente invengdo pode também ser determinada conforme descrito
acima utilizando um sistema BIACORE® 2000 ou BIACORE® 3000 (BlAcore,
Inc., Piscataway NJ).

“Disturbio” € qualquer condigado ou doenga que se beneficiaria do
tratamento com uma composicdo ou método de acordo com a presente
invencao. Isso inclui disturbios agudos e crénicos que incluem as condigcdes
patolégicas que predispdem o mamifero ao distirbio em questdo. Exemplos
nao limitadores de disturbios a serem tratados no presente incluem condigbes
tais como céncer.

As expressbdes ‘“disturbio proliferativo celular” e “distirbio
proliferativo” designam distarbios que s&o associados a algum grau de
proliferagé@o celular anormal. Em uma realizagéo, o distlrbio proliferativo celular
€ cancer.

“Tumor”, da forma utilizada no presente, indica toda proliferacao e
crescimento de células neoplasticas, sejam elas malignas ou benignas, e todas
as ceélulas e tecidos pré-cancerosos e cancerosos. As expressdes “cancer”,
“canceroso”, “disturbio proliferativo celular’, “distarbio proliferativo” e “tumor”
nao sao mutuamente exclusivas conforme indicado no presente.

Os termos “cancer” e “canceroso” designam ou descrevem a
condicdo fisiologica em mamiferos que € tipicamente caracterizada pela
proliferacao/crescimento celular desregulado. Exemplos de cancer incluem,
mas sem limitagdes, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma e leucemia.
Exemplos mais especificos desses canceres incluem carcinoma de células
escamosas, cancer do pulmao de celulas pequenas, cancer do pulmao nao de
células pequenas, adenocarcinoma do pulmdo, carcinoma escamoso do
pulmao, cancer do peritdneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal,
cancer pancreatico, glioblastoma, céncer da cervical, cancer do ovario, cancer

do figado, cancer da bexiga, hepatoma, cancer de mama, cancer do célon,
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cancer colorretal, carcinoma endométrico ou uterino, carcinoma das glandulas
salivares, cancer dos rins, cancer do figado, cancer da prostata, cancer da
vulva, cancer da tireoide, carcinoma hepatico, cancer gastrico, melanoma e
varios tipos de cancer da cabega e do pescoco. A desregulagem de
angiogénese pode gerar muitos disturbios que podem ser tratados por meio de
composicdes e métodos de acordo com a presente invengdo. Esses distlrbios
incluem condi¢bes neoplasticas e ndo neoplasticas. As neoplasticas incluem,
mas sem limitagées, as descritas abaixo. Disturbios ndo neoplasticos incluem,
mas sem limitagdes, hipertrofia indesejada ou aberrante, artrite, artrite
reumatoide (RA), psoriase, placas psoriaticas, sarcoidose, arteriosclerose,
placas arteriosclerdticas, retinopatias diabéticas e outras proliferativas que
incluem retinopatia de prematuros, fibroplasia retrolenta, glaucoma
neovascular, degeneragao macular relativa a idade, edema macular diabético,
neovascularizagdo da coérnea, neovascularizagdo de enxerto da cornea,
rejeicdo de enxerto da cornea, neovascularizacdo da retina/coroidal,
neovascularizagao do angulo (rubeose), doenga neovascular ocular, restenose
vascular, mas formagbes arteriovenosas (AVM), meningioma, hemangioma,
angiofibroma, hiperplasias da tireoide (incluindo mal de Grave), transplante de
tecidos da cérnea e outros, inflamagdes crénicas, inflamagdes do pulmao,
lesbes agudas do pulmao/ARDS, sepsia, hipertensdo pulmonar primaria,
efusées pulmonares malignas, edema cerebral (tal como associado a
apoplexia aguda, lesdes fechadas da cabega e trauma), inflamagdes sinoviais,
formacgéo de pannus em RA, miosite ossificante, formagdes osseas hipertrpics,
osteoartrite (OA), ascite refrataria, doeng¢a do ovario policistico, endometriose,
terceiro espagcamento de doencas de fluidos (pancreatite, sindrome de
compartimentos, queimaduras, doengas intestinais), fibroides uterinas, parto
prematuro, inflamagdes crénicas tais como IBD (mal de Crohn e colite

ulcerativa), rejeicdo de aloenxertos renais, doenca do intestino inflamado,
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sindrome nefrética, crescimento de massa de tecidos indesejada ou aberrante
(ndo de céancer), juntas hemofilicas, cicatrizes hipertréficas, inibigdo do
crescimento capilar, sindrome de Osler-Weber, granuloma piogénico,
fibroplasia retrolenta, escleroderma, tracoma, adesdes vasculares, sinovite,
dermatite, pré-eclampsia, ascite, efusdo do pericardio (tal como a associada a
pericardite) e efuséo pléurica.

O termo “leucemia” designa uma doenca aguda ou crdnica
caracterizada por aumento anormal do numero de glébulos brancos do sangue
(leucécitos) em tecidos hemopoiéticos, outros 6rgaos e, frequentemente, no
sangue. Leucemias incluem, mas sem limitagdes, leucemia linfobastica aguda
(ALL), incluindo leucemia linfoblastica aguda de linhagem T (T-ALL), bem
como outras leucemias linfociticas; linfoma/leucemia de células T em adultos;
leucemia mieloide (mielégena) crénica (CML), leucemia mieloide (mielégena)
aguda (AML) e outras leucemias granulociticas; e leucemias de alteragdo de
linhagem.

A expressdo ‘leucemia de células T designa uma leucemia
caracterizada por aumento anormal do numero de linfoblastas de linhagem T
ou linfécitos T.

A expressao “leucemia progenitora de celulas T" designa uma
leucemia caracterizada por aumento anormal do nimeo de linfoblastas de
linhagem T.

“Cancer sensivel a GSI” € céancer (tal como leucemia) que reage
a um inibidor de gama secretase ou que reagiria a um inibidor de gama
secretase se tratado com ele.

Um céncer que “reage” a um agente terapéutico € aquele que
exibe reducdo significativa da progressao de tumor ou cancer, incluindo, mas
sem limitagdes, (1) inibicdo, até certo ponto, do crescimento de tumores,

incluindo a reducédo da velocidade e suspensdo completa do crescimento; (2)
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reducdo do nimero de células de tumor ou cancer; (3) reducdo do tamanho do
tumor; (4) inibicdo (ou seja, redugdo, redugdo da velocidade ou parada
completa) da infiltragdo de células cancerosas em tecidos elou o6rgaos
periféricos adjacentes; e/ou (5) inibicdo (ou seja, redugdo, redugdo da
velocidade ou parada completa) da metastase.

Um cancer que “ndo reage a um antagonista especifico de
Notch1” é um céncer que nao reage ao tratamento com um antagonista
especifico de Notch1 (na auséncia de qualquer outro antagonista de Notch, ou
seja, antagonista Notch2, Notch3 ou Notch4) ou que ndo reagiria a esse
tratamento, se fornecido.

Da forma utilizada no presente, “tratamento” (e variacGes tais
como “tratar” ou “tratando”) indica intervencado clinica em uma tentativa de
alterar o curso natural do individuo ou da célula sendo tratada e pode ser
realizado para profilaxia ou durante o transcurso de patologia clinica. Os
efeitos desejaveis de tratamento incluem a prevengdo da ocorréncia ou
reincidéncia da doenga, alivio dos sintomas, reducdo de quaisquer
consequéncias patologicas diretas ou indiretas da doenga, prevengao de
metastase, redugdo da velocidade de progresso da doencga, melhoria ou
redugdo do estado doentio e remissdo ou melhor prognoéstico. Em algumas
realizagbes, os anticorpos de acordo com a presente invencgdo sao utilizados
para retardar o desenvolvimento de uma doenca ou distlirbio ou reduzir o
progresso de uma doenga ou distlrbio.

Um ‘“individuo” ou “paciente” & um vertebrado. Em certas
realizagbes, o vertebrado € um mamifero. Mamiferos incluem, mas sem
limitagdes, animais de fazenda (tais como vacas), animais esportivos, animais
de estimagado (tais como gatos, caes e cavalos), primatas, camundongos e
ratos. Em certas realizagdes, o mamifero € um ser humano.

A expresséo “formulagdo farmacéutica” designa uma preparagao
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que se encontra em uma forma que permite que a atividade bioldgica do
ingrediente ativo seja efetiva e que ndo contém componentes adicionais que
sdo inaceitavelmente toxicos para um paciente a quem a formulacéo seria
administrada. Essas formulacdes podem ser estéreis.

“Quantidade eficaz” designa uma quantidade eficaz, em
dosagens e por periodos de tempo necessarios, para atingir o resultado
terapéutico ou profilatico desejado.

Il.REALIZACOES DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se especificamente, em parte, a
caracterizacao de diferentes classes de T-ALL. Uma classe de T-ALL é sensivel
a tratamento com GSI, que € um inibidor de todos os Notch, e também &
sensivel a tratamento com um antagonista especifico de Notch1, o que indica
que Notch1 dirige especificamente essa classe de T-ALL. Uma outra classe de
T-ALL é sensivel ao tratamento com GSI, mas insensivel (ou seja, resistente) a
tratamento com um antagonista especifico de Notch1, o que indica que um
receptor de Notch adicional ou alternativo pode dirigir esta classe de T-ALL.
Conforme exibido no presente, os inventores revelam que esta ultima classe de
T-ALL é parcialmente sensivel a tratamento com um antagonista especifico de
Notch3 e ainda mais sensivel a uma combinagdo de um antagonista especifico
de Notch1 e um antagonista especifico de Notch3. Estes resultados sugerem um
papel de Notch1 e Notch3 em leucemias, particularmente leucemias de células T
e progenitoras de células T tais como T-ALL.

A.METODOS DE TRATAMENTO

1.TRATAMENTO DE CANCER COM UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCH3,

ISOLADAMENTE OU EM COMBINACAO COM UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCH1

Em varios aspectos da presente invencdo, sao fornecidos
métodos de tratamento de um cancer sensivel a GSI, em que o método

compreende a administracdo a um paciente que possui esse cancer de uma
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quantidade eficaz de um antagonista especifico de Notch3. Em certas
realizagbes, o cancer sensivel a GS| € leucemia. Em certas realizagbes, o
cancer sensivel a GSI| nao reage a um antagonista especifico de Notch1; o
cancer possui, por exemplo, niveis significativamente mais altos de Notch3
ativado e/ou o céancer possui niveis reduzidos ou ausentes de Notch1 ativado.
Em uma realizacéo adicional, o método compreende ainda a administracdo de
uma quantidade eficaz de um antagonista especifico de Notch1. Estes e outros
aspectos da presente invencao sao descritos abaixo.

Em um aspecto especifico da presente invengao, é fornecido um
método de tratamento de leucemia sensivel a GSI e ndo reage a um
antagonista especifico de Notch1, em que o método compreende a
administracdo a um paciente que possui esse essa leucemia de uma
quantidade eficaz de um antagonista especifico de Notch3.

Leucemia sensivel a GSI pode ser identificada de diversas
formas. Um paciente que possui leucemia pode ser tratado, por exemplo, com
GSI para determinar se a leucemia € sensivel a GSI| ou nao. Esse GSI pode
incluir qualguer GSI que iniba significativamente receptores de Notch. Esse
GSI inclui, mas sem Imitagdes, t-butil éster de N-[N-(3,5-difluorofenacetil)-L-
alanil]-S-fenilglicina (DAPT); dibenzazepina; MK-0752 (Merck); o tripeptideo z-
Leu-Leu-NIle-CHO (Curry et al, Oncogene 24: 6333-6344); e cbz-IL-CHO
(Weijzen et al, Nat. Med. 8: 979-986, 2002). Observa-se, entretanto, que um
paciente que possui leucemia nao necessita haver sido tratado com GSI para
determinar se a leucemia € sensivel a GS| ou ndo. Podem ser empregados
outros métodos. Celulas de leucemia removidas do paciente podem ter
determinada, por exemplo, a proliferagdo ou sobrevivéncia celular na presenca
de GSI, tal como qualquer uma das relacionadas acima. Em um exemplo
adicional, células leucémicas removidas do paciente podem ser examinadas

para determinar aumento da sinalizagéo de Notch por um ou mais receptores
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de Notch, o que preveria que as células sensiveis a GSI. As celulas podem ter
determinada, por exemplo, a presenca de um receptor de Notch ativado, sobre-
expresso ou que sofreu mutacdo. Métodos similares aos descritos acima
podem ser utilizados para determinar se qualquer cancer é sensivel a GSI.
Pode-se identificar leucemia (tal como leucemia sensivel a GSI)
como néo reagindo a um antagonista especifico de Notch por diversas formas.
Um paciente que possui leucemia pode ser tratado, por exemplo, com um
antagonista especifico de Notch1 para determinar se a leucemia reage ou ndo
ao antagonista especifico de Notch1. Em certas realizagbes, o antagonista
especifico de Notch1 ao qual uma leucemia ndo reage € um anticorpo
antagonista anti-Notch1. Em uma dessas realizagdes, o anticorpo antagonista
anti-Notch1 € um anticorpo que se liga ao dominio extracelular de Notch1 e
efetua sinalizacdo de Notch1 reduzida. Em uma dessas realizagdes, 0
anticorpo antagonista anti-Notch1 € um anticorpo NRR anti-Notch1. Anticorpos
NRR anti-Notch1 incluem, mas sem limitagdes, quaisquer dos anticorpos NRR
anti-Notch1 descritos no Pedido de Patente Publicado Norte-Americano n° US
2009/0081238 A1, que € expressamente incorporado integralmente ao
presente como referéncia. Esses anticorpos incluem, mas sem limitacdes,
anticorpos NRR anti-Notch1 que se ligam a NRR Notch1 com afinidade de <
0,1 uM; anticorpos NRR anti-Notch1 que se ligam a LNR-A, LNR-B e HD-C do
NRR Notch1: ou uma combinag¢do dos acima. Exemplos de anticorpos NRR
anti-Notch1 incluem, mas sem limitagées, anticorpos A, A-1, A-2 e A-3,
conforme descrito em US 2009/0081238 A1, ou anticorpos que compreendem
as regides variaveis de cadeia leve e pesada de CDRs de um anticorpo de
anticorpo A, A-1, A-2 e A-3. Em uma outra dessas realizagées, um anticorpo
antagonista anti-Notch1 € um anticorpo anti-Notch1 que se liga a uma ou mais
repeticdes similares a EGF de Notch1. Exemplos desses anticorpos sao

descritos na Patente Internacional n® WO 2008/091641. Em certas realizagées,
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um anticorpo anti-Notch1 que se liga a uma ou mais repeti¢des similares a
EGF de Notch1 efetua sinalizagdo de Notch1 reduzida por meio de bloqueio
significativo da ligacéo de ligante a Notch1.

Observa-se, entretanto, que um paciente que possui leucemia
nao necessita haver sido tratado com um antagonista especifico de Notch1
para determinar se a leucemia ndao reage a um antagonista especifico de
Notch1. Podem ser empregados outros métodos. Células leucémicas
removidas do paciente podem ser testadas, por exemplo, para determinar
ativacéo de Notch1 ausente ou reduzida ou, em certas realizacdes, a presencga
de Notch1 do tipo selvagem, o que preveria que a leucemia ndo reage a um
antagonista especifico de Notch1. As células podem ser avaliadas, por
exemplo, para determinar sinalizagdo de Notch1 ausente ou reduzida por meio
da determinacdo de transcricdo ausente ou reduzida de genes alvo Notch1,
tais como Hey1l e Hey2. Em um exemplo adicional, as células podem ser
avaliadas para determinar sinalizagdo de Notch1 ausente ou reduzida por meio
da detecgao de niveis ausentes ou reduzidos de uma forma ativada de Notch1,
utilizando, por exemplo, um anticorpo especifico para Notch1 ativado tal como
Val1744 anti-Notch1 ativo (disponivel comercialmente por meio da Cell
Signaling Technologies). Em certas realizagbes, uma célula comparadora
apropriada (controle positivo) pode ser uma célula leucémica que reage a um
antagonista especifico de Notch1, tal como uma célula leucémica na qual o
processo de Notch1 € ativado. Essa célula comparadora pode incluir, por
exemplo, uma célula T-ALL na qual se sabe que Notch1 & sobre-expresso,
sofreu mutagéo (tal como que possui uma mutagéo ativadora de Notch1) ou é
ativado (tal como ativado constitutivamente), como uma célula HPB-ALL. Caso
células leucémicas removidas de um paciente contenham niveis ausentes ou
significativamente reduzidos de Notch1 ativado em comparacédo com a célula

comparadora, presume-se que a leucemia do paciente ndo reaja a antagonista
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especifico de Notch1.

Células leucémicas podem também ser avaliadas para
determinar a ativagdo de Notch3, o que indica que o processo de Notch3 &
ativado e prevé-se, portanto, que a leucemia nao reaja a antagonista especifico
de Notch1. Em uma realizacédo, células leucémicas podem ser examinadas
para determinar a presenga de Notch3 sobre-expresso, ativado ou que sofreu
mutagé@o. Em certas realizagdes, uma célula comparadora apropriada (controle
negativo) para fins de determinagdo da situagdo de ativagdo de Notch3 pode
ser uma célula leucémica que reage a um antagonista especifico de Notch1, tal
como uma célula leucémica na qual o processo de Notch1 é ativado. Essa
célula comparadora pode incluir, por exemplo, uma célula T-ALL na qual se
sabe que Notch1 é sobre-expresso, sofreu mutagdo ou & ativado, tal como
uma célula HPB-ALL. Nessa célula, ndo se espera que Notch3 seja
significativamente ativado. Caso células leucémicas removidas de um paciente
contenham niveis significativamente mais altos de Notch3 ativado em
comparagdo com a célula comparadora, portanto, presume-se que a leucemia
do paciente reaja a antagonista especifico de Notch1. Em algumas outras
realizagbes, uma célula comparadora apropriada (controle positivo) pode ser
uma célula leucémica na qual se sabe que Notch3 é sobre-expresso, sofreu
mutacdo ou é ativado, tal como uma célula TALL-1. Nessa célula, espera-se
que Notch3 possua niveis significativamente mais altos de Notch3 ativado.
Caso células leucémicas removidas de um paciente contenham niveis
comparaveis de Notch3 ativado em comparacdo com a célula comparadora,
presume-se que a leucemia do paciente ndo reaja a antagonista especifico de
Notch1. Métodos similares aos descritos acima podem ser utilizados para
determinar se o cancer ndo reage a um antagonista especifico de Notch1.

Uma ferramenta 0til de determinagéo da situagdo de ativacao de

Notch3 é o novo anticorpo anti-ICD Notch3 descrito nos Exemplos, que se liga



10

15

20

25

45

a ICD Notch3 ativado.

Em certas realizaces, o antagonista especifico de Notch3 que é
administrado € um anticorpo antagonista anti-Notch3, Em uma dessas
realizacdes, o anticorpo antagonista anti-Notch3 € um anticorpo que se liga ao
dominio extracelular de Notch3 e efetua sinalizacdo de Notch3 reduzida. Em
uma dessas realizacdes, o anticorpo antagonista anti-Notch3 & um anticorpo
NRR anti-Notch3. Anticorpos NRR anti-Notch3 incluem, mas sem limitagdes,
quaisquer dos anticorpos NRR anti-Notch3 descritos no Pedido de Patente
Norte-Americano publicado n® US 2008/0226621 A1, que é expressamente
incorporado integralmente ao presente como referéncia. Esses anticorpos
incluem, mas sem limitacdes, anticorpos NRR anti-Notch3 que se ligam aos
dominios LNR-A e HD-C de NRR Notch3. Exemplos de anticorpos NRR anti-
Notch3 sdo anticorpos monoclonais 256A-4 e 256A-8, conforme descrito em
US 2008/0226621 A1, e suas formas humanizadas, bem como anticorpos NRR
anti-Notch3 que compreendem as regides variaveis de cadeia leve e pesada
de CDRs do anticorpo 256A-4 ou 256A-8. Em uma outra dessas realizagoes,
um anticorpo antagonista anti-Notch3 € um anticorpo anti-Notch3 que se liga a
uma ou mais repeticdes similares a EGF de Notch3. Exemplos desses
anticorpos séo descritos em Li et al, J. Biol. Chem. 283: 8046-8054, 2008. Em
certas realizagdes, um anticorpo anti-Notch3 que se liga a uma ou mais
repeticdes similares a EGF de Notch3 efetua sinalizagdo de Notch3 reduzida
por meio de blogueio significativo da ligagao de ligante a Notch3.

Em certas realizac¢des, a leucemia € uma leucemia de células T.
Em certas realizacbes, a leucemia de celulas T € uma leucemia progenitora
de células T. Em certas realizagdes, a leucemia progenitora de células T é T-
ALL.

Em realizacdes adicionais, € fornecido um método de tratamento de

um céancer sensivel a GSI| e ndo reage a um antagonista especifico de
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Notch1, em que o método compreende a administragdo a um paciente que
possui esse cancer de uma quantidade eficaz de um antagonista
especifico de Notch3 e que compreende adicionalmente a administragao a
esse paciente de uma quantidade eficaz de um antagonista especifico de
Notch1. Em certas realizagbes, o cancer sensivel a GSI| é leucemia
sensivel a GSI. Em certas realizagdes, o antagonista especifico de Notch1
a ser administrado € um anticorpo antagonista anti-Notch1. Em uma
dessas realizacbes, o anticorpo antagonista anti-Notch1 é um anticorpo
gue se liga ao dominio extracelular de Notch1 e efetua sinalizagédo de
Notch1 reduzida. Em uma dessas realizagbes, o anticorpo antagonista
anti-Notch1 & um anticorpo NRR anti-Notch1. Anticorpos NRR anti-Notch1
incluem, mas sem limitagdes, quaisquer dos anticorpos NRR anti-Notch1
descritos no Pedido de Patente Publicado Norte-Americano n°® US
2009/0081238 A1, que é expressamente incorporado ao presente como
referéncia. Esses anticorpos incluem, mas sem limitagdes, anticorpos
NRR anti-Notch1 que se ligam a NRR Notch1 com afinidade de =< 0,1 uM;
anticorpos NRR anti-Notch1 que se ligam a LNR-A, LNR-B € HD-C do
NRR Notch1; ou uma combinagdao dos acima. Exemplos de anticorpos
NRR anti-Notch1 incluem, mas sem limitagdes, anticorpos A, A-1, A-2 e A-
3, conforme descrito em US 2009/0081238 A1, ou anticorpos que
compreendem as regides variaveis de cadeia leve e pesada de CDRs de
um anticorpo selecionado a partir de anticorpo A, A-1, A-2 e A-3. Em uma
outra dessas realizagdes, o anticorpo antagonista anti-Notch1 € um
anticorpo anti-Notch1 que se liga a uma ou mais repetigcdes similares a
EGF de Notch1. Exemplos desses anticorpos s&o descritos na Patente
Internacional n° WO 2008/091641. Em certas realizagdes, um anticorpo
anti-Notch1 que se liga a uma ou mais repeticdes similares a EGF de

Notch1 efetua sinalizagdo de Notch1 reduzida por meio de bloqueio
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significativo da ligagdo de ligante a Notch1.

2. TRATAMENTO DE LEUCEMIA COM UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCH1

Aspectos adicionais da presente invengao sdo baseados, em
parte, na identificagdo de uma classe de T-ALL sensivel a GS| e também
reage a um antagonista especifico de Notch1, mas nao reage a um
antagonista especifico de Notch3, o que indica que Notch1 dirige o T-ALL.
Em varios aspectos da presente invencao, sdo fornecidos métodos de
tratamento de um cancer sensivel a GSI, em que o métedo compreende a
administragdo a um paciente que possui esse cancer de uma quantidade
eficaz de um antagonista especifico de Notch1. Em certas realizagbes, o
cancer sensivel a GS| é leucemia. Em certas realizagbes, o céancer
sensivel a GS| nao reage a um antagonista especifico de Notch3; o
cancer possui, por exemplo, niveis ausentes ou reduzidos de Notch3
ativado (tal como em comparagdo com uma célula comparadora que
reage a um antagonista especifico de Notch3) e/ou possui niveis
significativamente mais altos de Notch1 ativado (tal como em comparagao
com uma celula comparadora que nao reage a um antagonista especifico
de Notch1).

Em certas realizagdes, a leucemia pertence a uma classe de
leucemias caracterizadas por sensibilidade a GS| e sensibilidade a um
antagonista especifico de Notch1. Em uma realizacéo, a leucemia é uma
leucemia de células T. Em uma dessas realizagdes, a leucemia de células
T € uma leucemia progenitora de céelulas T. Em uma dessas realizagbes, a
leucemia de células T &€ T-ALL. Em uma outra realizagcdo, a leucemia é
caracterizada por uma mutacao de ativagao de Notch1.

Em certas realizagdes, um antagonista especifico de Notch1
é qualquer um dos fornecidos acima. Em realizacdes adicionais, um

antagonista especifico de Notch3 é qualquer um dos fornecidos acima.
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B.CoMPOSICOES E METODOS DE DIAGNOSTICO

A presente invengdo fornece ainda um anticorpo que liga ICD
Notch3 ahumano ativado. Em uma realiza¢ao, o anticorpo liga-se a sequéncia
de peptideos VMVARRKREHSTLW (SEQ ID N° 4). Em uma realizag&do, o
anticorpo € monoclonal. Em uma realizagdo, o anticorpo é policlonal. As
realizacbes acima podem estar presentes isoladamente ou em combinagao.

Esse anticorpo é util em métodos de diagnéstico, por exemplo,
para identificar populacdes de pacientes apropriadas para tratamento com um
antagonista  especifico de  Notch3, conforme  descrito  acima.
Consequentemente, em certas realizagées, € fornecido um método de
identificagdo de cancer apropriado para tratamento com um antagonista de
Notch3, em que o método compreende a determinagao se Notch3 & ativado no
cancer. Em uma realizagao, o cancer € um cancer sensivel a GSI. Em uma
outra realizagdo, o cancer € leucemia. Em uma outra realizagéo, a leucemia €
uma leucemia de células T. Em uma dessas realiza¢bes, a leucemia de células
T & uma leucemia progenitora de células T. Em uma dessas realizagbes, a
leucemia de células T é T-ALL.

Em realizacdes adicionais, a determinagéo se Notch3 é ativado
no cancer compreende o contato de uma amostra do cancer com um anticorpo
que liga ICD Notch3 ativado e a determinacéo se niveis significativamente mais
altos de Notch3 ativado (conforme refletido por niveis de ICD Notch3 ativado)
estao presentes, em que a presenga de niveis significativamente mais altos de
Notch3 ativado indica que o cancer € apropriado para tratamento com um
antagonista de Notch3. Para determinar se niveis significativamente mais altos
de Notch3 ativado estdo presentes na amostra, um comparador apropriado
(controle positivo) pode ser, por exemplo, uma amostra de cancer conhecida
por reagir a um anagonista de Notch3. Caso a amostra de “teste” e a amostra

de “controle” contenham niveis comparaveis de Notch3 ativado, o cancer do
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qual foi obtida a amostra de “teste” & apropriado para tratamento com um
antagonista de Notch3. Um outro comparador apropriado (controle negativo)
pode ser, por exemplo, uma amostra de céncer que nao reage a um
antagonista de Notch3. Caso a amostra de ‘“teste” contenha niveis
comparaveis de Notch3 ativado em comparagcdo com a amostra controle, o
cancer do qual foi obtida a amostra de “teste” € apropriado para tratamento
com um antagonista de Notch3.

Em certas realizagbes dos metodos acma, um antagonista de
Notch3 & um antagonista especifico de Notch3. Em certas realizagGes, um
antagonista especifico de Notch3 é qualquer um dos discutidos acima.

lIl.LEXEMPLOS

A.T-ALL ENQUADRA-SE EM TRES CLASSES

Estudos anteriores demonstraram que as linhagens de células T-
ALL podem ou nédo ser sensiveis a tratamento com GSI. Certas linhagens de
células T-ALL, por exemplo, sao resistentes a GSI, apesar da expressao de
muta¢gbes Notch1 de ativagcdo, possivelmente devido a ativagdo de um
processo nao de Notch, tal como um processo que elimine a necessidade de
Notch (vide, por exemplo, Palomero et al, Nat. Med. 13: 1203-1210, 2007). Em
um estudo, entretanto, cinco de trinta linhagens de células T-ALL foram
sensiveis a GSI|, o que demonstra suspensao do ciclo celular em resposta a
GSI (vide Weng et al, Science 306: 269-271, 2004). Os estudos relatados
abaixo exploraram adicionalmente a reagéo de linhagens de células T-ALL nao
apenas a GSI, mas também a antagonistas especificos de Notch1 e Notch3.

Trés classes de T-ALL foram caracterizadas com base na sua
sensibilidade a GSI e a um antagonista especifico de Notch1. O antagonista
especifico de Notch1 utilizado nos estudos a seguir foi o anticorpo NRR anti-
Notch1, “Anticorpo A-2", cujo isolamento e caracterizagdo sado discutidos no

Pedido de Patente Norte-Americano publicado n® US 2009/0081238 A1. Por
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conveniéncia, “anticorpo A-2” é denominado no presente “anti-NRR1” e
também é denominado “a-Notch1”, “aNotch1” ou “a-N1" nas figuras.

As Figuras 3 a 5 apresentam a classificagao de trés linhagens de
células T-ALL humanas representativas. Estas linhagens celulares incluem a
linhagem de células P-12 Ichikawa, a linhagem de células HPB-ALL e a
linhagem de células TALL-1. As células foram cuitivadas por oito dias em
condicbes de controle (DMSO isolado (veiculo para DAPT) ou anti-gD
(anticorpo controle de isotipos)); na presenga do inibidor de gamassecretase,
DAPT (5 pM); ou na presencga de anti-NRR1 (5 pg/ml). As células foram
fixadas, manchadas com iodeto de propidio e preparadas para FACS para
analisar a situac@o de ciclo celular, de acordo com procedimentos padrdo. A
sensibilidade ao crescimento foi determinada por meio de exame se um dado
tratamento causou aumento do percentual de células em G0/G1 com redugéo
correspondente do percentual de células em S/G2/M. Os resultados
demonstram que as ceélulas P-12 Ichikawa sao resistentes a DAPT e anti-
NRR1 (Figuras 3A a 3D), sem diferenga significativa da situagdo do ciclo
celular entre células tratadas com DAPT, tratadas com anti-NRR1 e controle
(tratadas com DMSO e anti-IgD). As células HPB-ALL s&o sensiveis a DAPT e
anti-NRR1 (Figuras 4A a 4D), com células tratadas com DAPT e anti-NRR1
que exibem cerca de 78% e 76% de celulas em G0/G1, respectivamente, em
comparagdo com cerca de 33 a 34% das células controle. As células TALL-1
sao sensiveis a DAPT, mas resistentes a anti-NRR1 (Figuras 5A a 5D), com
cerca de 87% de células tratadas com DAPT em G0/G1, em comparagado com
cerca de 55% de células tratadas com anti-NRR1 e cerca de 53 a 54% de
células controle. Observa-se que Notch1 nao sofra mutacdo em células TALL-
1. Estudos adicionais revelaram que uma quarta linhagem cellular, CCRF-
CEM, caiu na mesma classe de células P-12 Ichikawa (ou seja, resistentes a

GSl e anti-NRR1) (dados nao exibidos e Figura 10).
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Conforme exibido na Figura 6, as medi¢gées do tamanho de
células refletem estas trés classes de T-ALL. A linhagem de células P-12
Ichikawa, a linhagem de células HPB-ALL e a linhagem de células TALL-1
foram cultivadas por cerca de uma semana em condigdes de controle (DMSO
isolado (veiculo para DAPT) ou anti-gD (anticorpo controle de isotipos)); na
presenga do inibidor de gamassecretase, DAPT (5 pM); ou na presenca de
anti-NRR1 (5 ug/ml). O didmetro celular foi medido utilizando um contador de
células (Vi-Cell, Beckman Coulter). De forma consistente com os estudos de
inibicdo do crescimento, a linhagem P-12 Ichikawa & resistente a DAPT e anti-
NRR1, conforme indicado por meio de didmetro celular relativamente
consistente entre as células controle e tratadas. HPB-ALL & sensivel a DAPT e
anti-NRR1, conforme indicado pelo tamanho significativamente menor de
células tratadas com esses agentes, respectivamente. TALL-1 é sensivel a
DAPT, mas resistente a anti-NRR1, conforme indicado pelo tamanho
significativamente menor de células tratadas com DAPT, mas ndo com agentes
anti-NRR1 ou controle. Estes resultados séo consistentes com os estudos de
crescimento descritos acima.

Conforme exibido na Figura 7, as medi¢cdes da apoptose também
refletem estas trés classes de T-ALL. A linhagem celular de P-12 Ichikawa, a
linhagem de células HPB-ALL e a linhagem de células TALL-1 foram tratadas
conforme descrito acima para a Figura 6. As células foram analisadas por meio
de FACS, com manchas para 7-AAD (marcador da morte celular) sobre o eixo
x da Figura 7 e mancha para Anexina V (marcador para apoptose) sobre o eixo
y da Figura 7. Com base no percentual de células na populagéo positiva dupla,
tratamento com DAPT ou anti-NRR1 aumenta a morte de células apoptéticas
em células HPB-ALL. Por outro lado, células P-12 Ichikawa sao resistentes aos
dois tratamentos, enquanto células TALL-1 s&o sensiveis a DAPT mas néo a

anti-NRR1. Estes resultados s&o consistentes com os estudos de crescimento
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e medicdes do diametro celular descritos acima.

Conforme exibido na Figura 8, os resultados de um teste de
proliferagdo celular também refletem estas trés classes de T-ALL. A linhagem
celular P-12 Ichikawa, a linhagem de células HPB-ALL e a linhagem de células
TALL-1 foram tratadas conforme descrito acima para a Figura 6. As células
foram analisadas por meio de FACS utilizando manchas Ki-67 para marcar a
proliferacdo (guadro esquerdo). Uma alteracdo no pico de FACS para a
esquerda indica manchas mais baixas para Ki-67 e reducao da proliferagao,
enquanto, por outro lado, uma alteragao do pico de FACS para a direita indica
manchas mais altas para Ki-67 e aumento da proliferagdo. Com base neste
teste de proliferagcdo, HPB-ALL foi sensivel a DAPT e anti-NRR1, TALL-1 foi
sensivel a DAPT mas ndo a anti-NRR1 e células P-12 Ichikawa foram
resistentes a ambos. Novamente, estes resultados sdo consistentes com os
dos outros testes descritos acima, bem como medi¢cées da apoptose exibidas
no quadro direito da Figura 8. Aquele quadro exibe contagens celulares para
células negativas duplas (ndo apoptoticas) de Anexina V/7-AAD. Baixas
contagens celulares (tais como baixos numeros de células negativas duplas
(nao apoptdticas) de Anexina V/7-ADD) indicam aumento da apoptose que, por
sua vez, correlaciona-se com redugao da prolifera¢gdo no quadro esquerdo.

B.CELULAS TALL-1 SENSIVEIS A GSI RESISTENTES A ANTI-NRR1 SAO

PARCIALMENTE SENSIVEIS A ANTI-NRR3

Conforme descrito acima, duas das trés classes de T-ALL,
respresentadas por HPB-ALL e TALL-1, sdo ambas sensiveis a GSI, mas
diferem pelo fato de que o primeiro é sensivel a anti-NRR1, enquanto o ultimo
ndo o €. Como a sensibilidade a GSI sugere um papel para um ou mais
receptores de Notch, perguntamos se um receptor de Notch além de Notch1
ou alternativamente a ele desempenha papel na resisténcia da Gltima classe

de T-ALL a NRR anti-Notch1. Para abordar esta questdo, células CCRF-CEM,



10

15

20

25

53

células HPB-ALL e células TALL-1 foram tratadas conforme descrito para as
Figuras 3 a 5, exceto pela inclusdo de um antagonista especifico de Notch3 a
10 pg/ml em um subconjunto dos tratamentos para testar se o crescimento
dependeu da sinalizagao de Notch3. O antagonista especifico de Notch3
utiizado nestes estudos foi anticorpo monoclonal anti-Notch3 humano de
camundongo 256A-4, cujo isolamento e caracterizagdo sao discutidos no
Pedido de Patente Norte-Americano publicado n® US 2008/0226621 A1. Por
conveniéncia, 256A-4 é denominado no presente “anti-NRR3” e também &
denominado “a-N3” nas figuras.

Os resultados indicam que o crescimento de TALL-1 é
parcialmente sensivel a anti-NRR3 e ainda mais sensivel a anti-NRR1 mais
anti-NRR3 (vide as Figuras 9A a 9F), o que sugere que a sinaliza¢ao através
de Notch3 bem como Notch1 explica por qué a linhagem é sensivel a DAPT
mas ndo a anti-NRR1. Especificamente, cerca de 83% das células TALL-1
estavam em GO0/G1 apés tratamento com DAPT, em comparagdo com cerca
de 53-54% para as células controle (tratadas com DMSO ou a-gD). Tratamento
com anti-NRR3 resultou em cerca de 61% das células em G0/G1 e a adigao de
anti-NRR1 aumentou esse numero para cerca de 68%. Por outro lado, CCRF-
CEM parece resistente a todos os tratamentos testados (Figuras 10A a 10F),
cada qual exibindo cerca de 52 a 57% das células em G0/G1. HBP-ALL parece
sensivel a tratamento com DAPT e anti-NRR1 (cada qual exibindo cerca de
67% das células em GO/G1), mas ndo a tratamento anti-NRR3 (que exibe
cerca de 37% de células em G0/G1) (Figuras 11A a 11F).

Os resultados do experimento acima nas Figuras 9B a 9F sao
novamente plotados na Figura 14. Os cultivos de células TALL-1 comegaram
com cerca de 5 x 10° células/ml e o eixo y & o numero de células/ml, em
milhdes de células, apos tratamento sob as condigdes indicadas e conforme

descrito para as Figuras 9B a 9F. A Figura 14 demonstra que anti-NRR1 e anti-
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NRR3 resultaram individualmente em contagens celulares mais baixas. A
combinacdo de anti-NRR1 e anti-NRR3 apresentou, entretanto, efeito mais
pronunciado na redugédo das contagens celulares, aproximando-se dos niveis

observados com DAPT.

C.NOTCH3 E ATIVADO EM CELULAS SENSIVEIS A ANTI-NRR3

Para investigar a situacdo de ativacao de Notch3 nas trés classes
de T-ALL, foi desenvolvido um novo anticorpo anti-ICD Notch3 que reconhece
ICD Notch3 dividido (ou seja, ativado). Utilizando procedimentos padrao,
anticorpos policlonais de coelhos foram levantados contra um peptideo
correspondente ao terminal N do ICD Notch3 que se espera resultar da divisao
de gamassecretase no local S3. A sequéncia de peptideos utilizada foi:
VMVARRKREHSTLW (SEQ ID N° 4). O peptideo foi conjugado a BSA para as
imunizagcbes. Anticorpos policlonais foram purificados sobre uma coluna de
proteina A e utilizados em seguida para imunomanchas, conforme exibido na
Figura 12. Para testar se o anticorpo reconheceu ICD Notch3 nuclear dividido,
foi utilizada a linhagem de células de cancer de mama basal MDA-MB-468.
Esta linha expressa altos niveis de Notch3. As células foram tratadas com Jag1
imobilizado (R&D Systems) (ou Fc como controle) para induzir a sinalizagao de
Notch e foram isoladas fragdes citoplasmatica (C) e nuclear (N) nos tempos
indicados apés a indugdo. Como controle para examinar o nivel de ICD Notch3
presente sem inducdo de Jagl, as células que nao foram induzidas foram
tratadas com DAPT (5 pM), DMSO (veiculo para DAPT) ou o inibidor de
proteassomos MG132 para estabilizar o ICD Notch3, conforme indicado. CREB
e tubulina serviram de marcadores para proteinas nucleares e citoplasmaticas,
respectivamente. Os resultados da Figura 12 demonstram que o anticorpo anti-
ICD Notch3 reconhece uma faixa com o tamanho esperado que esta localizada
junto ao nucleo e é induzida por Jag1.

Este novo anticorpo anti-ICD Notch3 foi utilizado em seguida
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para investigar a situagdo de ativagao de Notch3 nas trés classes de T-ALL.
Conforme exibido na Figura 13, fracdes nucleares de células P12 Ichikawa,
HPB-ALL e TALL-1 sofreram imunomanchas com Val1744 anti-Notch1, um
anticorpo policlonal disponivel comercialmente que reconhece ICD Notch1
ativado dividido (Cell Signaling Technologies) (quadro superior) ou com o
anticorpo anti-ICD Notch3 (ao-N3 ICD Y935, quadro inferior). Foram
utilizadas células 3T3 que expressam Notch1 (3T3-N1) e MDA-MB-468
(MB468) como controles. De forma consistente com os estudos de inibigao
do crescimento descritos nas figuras anteriores, TALL-1 expressa altos
niveis de Notch3 ativado mas ndo Notch1 ativado (compare as linhas TALL-
1 nos quadros inferior e superior, respectivamente). Além disso, a produgao
de Notch3 ativado em TALL-1 pdde ser bloqueada por DAPT, mas néo anti-
NRR1 (quadro inferior). Adicionalmente, conforme esperado, as células
HPB-ALL expressam altos niveis de Notch1 ativado, que pode ser
blogueado por DAPT ou anticorpo anti-NRR1 (vide as linhas HPB-ALL no
quadro superior). Com relagédo aos controles, Notch1 ativado é observado
como uma faixa mais clara voltada para cima nas células 3T3-N1 tratadas
com Jagged (+jag) (gquadro superior). Além disso, observa-se Notch3
ativado como faixa fraca mas detectavel nas células MDA-MB-468 tratadas
com um anticorpo agonista anti-Notch3 (A13, descrito no Pedido de Patente
Publicado Norte-Americano n° US 2008/0118520 A1 como 256A-13) na
auséncia de DAPT (quadro inferior).

Embora a presente invengédo tenha sido descrita em alguns
detalhes como forma de ilustragdo e exemplo para fins de clareza de
compreensdo, as descrigbes e os exemplos ndo deverdo ser interpretados
como limitadores do escopo da presente invengdo. As descrigbes de todas as
literaturas cientificas e patentes mencionadas no presente sao expressamente

incorporadas integralmente como referéncia.
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REIVINDICACOES

1. USO DE UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCHS3,

caracterizado pelo fato de que é na fabricagdo de um medicamento para tratar
leucemia de células T sensivel a GSI| que nado reage a um antagonista
especifico de Notch1.

2 USO, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a leucemia de células T € uma leucemia linfoblastica.

3. USO, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que a leucemia de células T € T-ALL.

4. USO, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo
fato de que o antagonista especifico de Notch3 & um anticorpo antagonista
anti-Notch3.

5. USO, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo antagonista anti-Notch3 & anticorpo NRR anti-Notch3.

6. USO, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo NRR anti-Notch3 liga-se aos dominios LNR-A e HD-C
de NRR Notch3.

7. USO, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo NRR anti-Notch3 € uma forma humanizada do
anticorpo 256A-4 ou 256A-8.

8. USO, de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo NRR anti-Notch3 compreende as regifes variaveis de
cadeia leve e pesada de regides de determinagdo de complementaridade
(CDRs) do anticorpo 256A-4 ou 256A-8.

9. USQ, de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo antagonista anti-Notch3 &€ um anticorpo anti-Notch3
que liga-se a uma ou mais repeti¢ées do tipo EGF de Notch3.

10.  USOQ, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
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fato de que o medicamento compreende adicionalmente uma quantidade
eficaz de um antagonista especifico de Notch1.

11. USO, de acordo com a reivindicacao 10, caracterizado
pelo fato de que o antagonista especifico de Notch1 & um anticorpo
antagonista anti-Notch1.

12.  USO, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo antagonista anti-Notch1 € um anticorpe NRR anti-
Notch1.

13. USO, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo NRR anti-Notch1 liga-se aos dominios LNR-A,
LNR-B e HD-C de NRR Notch1.

14. USO, de acordo com a reivindicagdo 12, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo NRR anti-Notch1 é selecionado a partir do
anticorpo A, A-1, A-2 e A-3.

15.  USO, de acordo com a reivindicagcdo 12, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo NRR anti-Notch1 compreende as regites variaveis
de cadeia leve e pesada de CDRs de um anticorpo selecionado a partir do
anticorpo A, A-1, A-2 e A-3.

16. USO, de acordo com a reivindicacdo 11, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo antagonista anti-Notch1 &€ um anticorpo anti-
Notch1 que liga-se a uma ou mais repeti¢cdes do tipo EGF de Notch1.

17.  ANTICORPO, caracterizado pelo fato de que liga-se a ICD
Notch3 ativado.

18. ANTICORPO, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo fato de gue o anticorpo liga-se ao peptideo de SEQ ID N° 4,

19. ANTICORPO, de acordo com a reivindicagdo 17,
caracterizado pelo fato de que o anticorpo € policlonal.

20. ANTICORPO, de acordo com a reivindicagdo 17,
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caracterizado pelo fato de que o anticorpo € monoclonal.

21. METODO PARA IDENTIFICAR UM CANCER, que é
apropriado para tratamento com um antagonista de Notch3, caracterizado
pelo fato de que o método compreende contatar uma amostra do cancer
com o anticorpo, conforme definido na reivindicagao 17, e determinar se
niveis significativamente altos de Notch3 ativado estdo presentes na
amostra, em que a presenca de niveis significativamente altos de Notch3
ativado indica que o cancer e apropriado para tratamento com um
antagonista de Notch3.

22. METODO, de acordo com a reivindicagdo 21,

caracterizado pelo fato de que o cancer é sensivel a GSI.
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r 3

EGF7 EGF8

LMPNACQNGGTCHNTHGGYNCVCVNGWTGEDCSENIDDCASAACFHGATCHDRVASFYCE
LMPNACONGGTCHNTHGGYNCVCVNGWTGEDCSENIDDCASAACFQGATCHDRVASFYCE

HEXKKEKKF KA AFRXARKA KA AIARR KA AR A I hkh b Xk sk k ***********x**
L1 DTS PEAAAI I VTR SETARS SO A R S I R s iesrcs I ¢

EGF$

CPHGRTGLLCHLNDACISNPCNEGSNCDINPVNGKAICTCPSGYTGPACSQDVDECSLGA
CPHGRTGLLCHLNDACISNPCNEGSNCDTINPVNGKAICTCPSGYTGPACSODVDECALGA

R R R IR B i i TR A R S T R B i S T T R R R 0 kR o

O IS DD S G S TS 5 ST IR R TN 5 1 i DRG0 168 PO 5 N0 e WO e P A5

EGF10 EGF11

NPCEHAGKCINTLGSFECQCLOGY TGPRCE IDVNECVSNPCONDATCLDQIGEFQCICMP
NPCEHAGKCLNTLGSFECQCLOGY TGPRCE IDVNECISNPCONDATCLDOIGEFQCICMP

IR E S AR E NS SIS EFLETE RS AR RS E RS ENEESSE SRR E TSRS S S EE R RS

= 8 [ 3072 N T TS B3 A 1S T R MEZTRAS SR D TN M 2 BTN DS IEAT A

EGF12

GYEGVHCEVNTDECASSPCLANGRCLDKINEFQCECPTGF TGHLCQYDVDECASTPCKNG
GYEGVYCEINTDECASSPCLENGHCMDKINEFQCQCPRGFNGHLCOYDVDECASTPCKNG

EERARE XK KEKXATAAAAREHXER F A RREE AR R Fh AR RRERAET AR AIR LA RN

unvvimicsavics L ) BT

AKCLDGPNTYTCVCTEGYTGTHCEVDIDECDPDPCHYGSCKDGVATF TCLCRPGYTGHHC
AKCLDCPNTYTCVCTEGYTGTHCEVDIDECDPDPCHYGSCKDGVATF TCLCQPGYTGHHEC

IR R AR A ERESFEEEE ST EEEEERE R T EEEEEERESEEERE S DRSS EEEE SIS E TR

ETNINECSSQPCRHGGTCODRONAYLCFCLEKGTTGPNCEINLODCASSPCDSGTCLDRID
ETNINECHSQPCRHGGTCODRDNSYLCLCLRGTTGPNCEINLDDCASNPCDSGTCLDKID

FHRAKFRE XK RTARAR LI RY xRk 'k****t****k‘k******* ************

AR U DL DAV F D ST RN AT R N D b 21T WA A 2R TN/ MRS N N S LA

EGF16 EGF17

Fig. 1A
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GYECACEPGYTGSMCNINIDECAGNPCHNGGTCEDGINGFTCRCPEGYHDPTCLSEVNEC
GYECACEPGYTGSMCNVNIDECAGSPCHNGGTCEDGIAGFTCRCPECYHDPTCLSEVNEC

**************** XX kkEEF FxAFXwxkEIER *******#****x*********
) T e e

NSNPCVHGACRDSLNGYKCDCDPGWSGTNCDINNNECESNPCVNGGTCKDMTSGYVCTCR
NSNPCIHGACRDGLNGYKCDCAPGWSGTNCDINNNECESNPCVNGGTCKDMTSGYVCTCR

KEFFE FEAETES FEFTEFTFTEALT AR EEXI AT A TR AKX AR I IR AR AT LAk Aok k%
£ N 10 YT TR CLLY 6 CPRAR MV BSOS R F R S ST B e v R e

EGF18

EGF20

EGFSGPNCOTNINECASNPCLNQGTCIDDVAGYKCNCLLPYTGATCEVVLAPCAPSPCRN
EGFSGPNCQTNINECASNPCLNQGTCIDDVAGYKCNCPLPYTGATCEVVLAPCATSFCKN

FEEFAT IR X AKRAR LR TANIR A A IR RARN A AR I I, A A IR hhedxRA2EF2E xxd *&

c |
EGF21 EGF22

GGECROSEDYESFSCVCPTGWQGQTCEVDINECVLSPCREGASCONTHGGYRCHCQAGYS
SGVCXESEDYESFSCVCPTGWQGOTCEVDINECVKSPCRHGASCORTNGSYRCLCQAGYT

* % FEAREAX XX AATF TR LRI AAX XX T AR E kAT rddd % *xF *kkr®
ARSI U IR A AT S TR S TS VAT M oI e At el o222 Sl 3 1]

EGF23

GRNCETDIEDCRPNPCHNCGGSCTDGINTAFCDCLPGFRGTFCEEDINECASDPCRNGANC
GRNCESDIDDCRPNPCENGGSCTDGINTAFCDCLPGFQGAFCEEDINECASNPCONGANC

E ok ***‘)’vr*r******************‘k**** * FEREEkERAkKEFE *R ****’*

TDCVDSYTCTCPAGEFSGTHCENNTPRCTESSCFRGGTCVDGINSF TCLCPPGEFTGSYCOH
TDCVDSYTCTCPVGENGIBCERNTPDCTESSCFRGGTCVDGINSFTCLCPPGFTGSYCQY

KAXKXRTXHERRE A A A A AR A A A R R A A AR A A AR A RK A F AT ERET A A AR A A TR ® A

£ # I o L (e AT O DM S Ko S KAy 1S 7y L P LS 5 e DA DL D SIS LS

EGF26

DVNECDSQPCLHGGTCQDGCGSYRCTCPQGYTGPNCQNLVEWCDSSPCKNGGKCHQTHTQ
DVNECDSRPCLAGGTCODSYGTYRCTCPOGY TGLNCONLVRWCDSAPCRNGGRCHOTNT(

FEFEEEX *FxF Lk b vty %k KERRXAFEK AFAFEAR KFFAX T XFEEE KA EX k¥
o ¢ I 5P 0 7 AP BN TP AN TP B AP BN YT T

EGF28

YRCECPSGWTGLYCDVPSVSCEVARQRQGVDVARLCQBGGLCVDAGNTHHCRCOAGY TGS
YHCECRSGWTGVNCDVLSVSCEVAAQRRG IDVILLCOHGGLCVDEGDKHYCHCQAGY TGS

O EN FAhREE

WHE HRA R LA RK * OEH

EGF29

YCEDLVDECSPSPCONGATCTDYLGGYSCKCVACYHGVNCSEEIDECLSHPCONGGTCLD
YCEDEVDECSPNPCONGATCTDYLGGFSCKCVAGYHGSNCSEEINECLSQPCONGGTCID

wekkdk hkAkEXEFE AAAEEIAXRATA AN, ARFERTRAAE RRERFTA Kk FEE FARRIEEX %
s ] e e N GRS SRS RO DR SRSz B ]

LPNTYRCSCPRGTQGVHCEINVDDCNPPVDPVSRSPRCFNNGTCVDQVGGCYSCTCPPGEV
LTNSYECSCPRGTQGVHCEINVDDCHPPLDPASRSPRCFNNGTCVDQVGGYTCTCPPGEV
XK HEhREAKERH AR IARKKIIE KK Fh KKFEEEAK KRR RERKIIKE LR AR KA

EGF32

GERCEGDVNECLSNPCDARGTONCVQRVNDFHCECRAGHTGRRCESVINGCKGKPCKNGG
GERCEGDVNECLSNPCDPRGTQNCVQRVNDFHCECRAGHTGRRCESVINGCRGKPCRNGG

FIHEAKRXXAFTFAXRNAIEAAE FAXARAFTAAATFT I A TR A A A IR Ao A kdwkk

Fig. 1B
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TCAVASNTARGE ICKCPAGFEGATCENDARTCGSLRCLNGGTCISGPRSPTCLCLGPETG
VCAVASNTARGF ICRCPAGFEGATCENDARTCGSLRCLNGGTCTSGPRSPTCLCLGSFTG

ARFAKAANKAREF, AT FAAEAKRA KA A AR R F AR A Ak KAk Ik T b kb kA I KT AR K kk
{

EGF35

PECQFPASSPCLGGNPCYNQGTCEPTSESPFYRCLCEAKFNGLLCHILDY SFGGGAGRDL
PECQFPASSPCVGSNPCYNQGTCEPTSENPFYRCLCPAKFNGLLCHILDYSFTGGAGRDT

KhAA KR A AIAET X AARAK AR HAEAE KA KA IARIAR AR AR R AKX AR HK kK

O B0 2 G PR G A X NS ATV AT VS 2 e N A AR AT I AT 1 VG P e M S 2w B 0miy

EGF36

PPPLIEEACELPECQEDAGNKVCSLOCNNHACGWDGGDCSLNFNDPWKNCTQSLOQCWKYY
PPPQIEEACELPECOVDAGNKVCNLQCNNHACGWDGGDCSLNFNDEPWKNCTQSLOCWKYF

Ehk HHAKAAKRATANE KAFXKTEKR AAXXERX AR NS AR R AT AR R AR T AA KA XK Lok K K kK Rox

1
LNR B

LNR A

SDGHCDSOCNSAGCLEFDGFDCQRAEGRCNPLYDQYCKDHESPGHCDQGCNSAECEWDGLD
SDGHCDSCCNSAGCLFDGFDCOLTEGQCNPLYDQYCKDHE SDGHCDQGCNSAECEWDGLD

KEAREXEAF AT AECX AN E K Fddhd

LRk AR ER RS S S S LS bR EE S L RS

LNR C

CAEHVPERLAAGTLVVVVLMPPEQLRNS SFHFLRELSRVLHTNVVFKRDAHGQQMIFPYY
CAEHVPERLAAGTLVLVVLLPPDQOLRNNSFHFLRELSHVLHTNVVFKRDAQGQOMIFPYY

kXA EAE A Th T A *hdhd Hhk *k Fhrdk A AXLhAA A wAEF AR AKX IH AFF I AL A &R
D 31 O LSRN ZAN DA PN VTR S T AN B0 L AN L 73 P03 1A TN OV 52 T L2 5 T Lo S ek Xt T A SN I AP A L B A Y S BN R

HD-N
GREEELRKHPIKRAAEGWAAPDALLGOVKASLLPGGSEGGRRRRELDPMDVRGSIVYLET
GHEEELRKHPIKRSTVGWAT ~— e — e SSLLEGTS-GGRORRELDPMDIRGSIVYLEI

* orhkEkAkk A LN xxk Fhkkhkk K KEK khFhkhkkrkohk AN XK AR LA

T e S [ i

31 HD-C

DNRQCVQASSQCFQSATDVAAFLGALASLGSLNIPYKIEAVQSETVEPPPPAQLHFMY VA
DNROCVOSSSOCEQSATDVAAFLGALASLGSLNIPYRIEAVKSEPVEPPLPSQLHLMY VA

FRAKFFR AN FAARFA LA R AL AR AR AR kdehk %k dhkd % hdkd dhwx
( T 3

™
ARAFVLLFFVGCGVLLERKRRROHGOLWFPEGFKVSEASKKKRREPLGEDSVGLKPLKNA
AARAFVLLFFVGCGVLLSRERRROEGOLWFPEGF KVEEASKKKRREPLGEDSVGLKPLKNA

FAREA AR AR A LT AR F R ANTKR AN A AR AR ALE R T A R RAATAA ISRk e d b hk s d Aok

SDGALMDDNONEWGDEDLETKKFRFEEPVVLPDLUDOTDHROWTQOHLDAADLRMSAMAP
SDGALMDONONEWGDEDLETKKFRFEEPVVLEDLSDQTDHROWTQOHLDAADLRMEAMAP

FAIKETKFFRRA A XIXFIXEAANARTAAARXRDNAETARE ARRERRAKR T AL AT R AN * A FH

TPPQGEVDARCMOVEVRGPDEFTPLMIASCSGGGLETCNSEEEEDAPAVISDFIYQGASL
TPPOGEVDADCMDVNVRGPDCGFTPLMIASCSGGGLETGNSEEEEDAPAVISDF IYQGASL

deok kXK AAR R A FohA R EX L h At K dohk bk A R Aok kb kb ok kb ok Kok ok ok ko Ak R kb

BNQTDRTGETALHLAARYSRSDAAKRLLEASADANTIQDNMGRTPLHAAVSADAQGVFQIL
HNQTDRTGETALHLAARYSRSDAAKRLLEASADANIQDNMGRTPLHAAVSADAQGVFQIL

KKK FE LA AR REAIE I AR AR L LR AT RIE I T A A ALK A AR AL LRI TR kx K

Fig. 1C
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IRNRATDLDARMHDGTTPLILAARLAVEGMLEDLINSHADVNAVDDLGKSALHWAAAVNN
LRNRATDLDARMHDGTTPLILARRLAVEGMLEDLINSHADVNAVDDLGKSALHWAAAVNN

AHFRAARFAEAAXEATAARFRER AT AN AR AR IR KA AR R IF AN LA A I AR AR A K AR

VDAAVVLLKNGANKDMONNREETPLFLAAREGSYETAKVLLDHFANRDITDHMDRLPRDI
VDAAVVLLKNGANKDMONNKEETPLFLAAREGSYETAKVLLDHFANRDITDHMDRLPRDI

ARER KA XAAXAFTH XA RKAR XA AR AT AR ATARAA AN AR AN R AR ARARAAF AT AR A AN

AQERMHHDIVRLLDEYNLVRSPQLHGAPLGGTPTLSPPLCSPNGYLGSLRPGVDGKKVRE
AQERMEHDIVRLLDEYNLVRSPOLHGTALGGTPTLSPTLCSPNGYLGNLKSATQGKKARK

HAKKAAFAA AR AR FAI AR AXAARR KK XN FREFRAXXEY ANRAXRXFIHF * Fhrk Kk

PSSKGLACGSKEAKDLKARRKKSODGKGCLLDSSGMLSPVDSLESPHGYLSDVASPPLLE
PSTKGLACGSKEAKDLXKARRKKSQDGKGCLLDSSSMLSPVDSLESPHGYLSDVASPPLLP

Kk KEHXATXRERAR K AL AR AXREEF A AIRALHAR HF X AL A X AAATII AR AT AAL

SPFQOSPSVPLNHLPGMPDTHLG IGHLNVAAKPEMAALGGGGRLAFETGPPRLSHLPVAS
SPFQOSPSMPLSHLPGMPDTHLGISHLNVAAKPEMAALAGGSRLAFEPPPPRLSELPVAS

Exdkkkkkd Fhk AXAXXLAAEEAITL A A AXNLECRARAARE A% dxtxx ER R RS S0 S &

GTSTVLGSSSGEALNITVGGSTSLNGOCEWLSRLOSGMVPNQYNPLRGSVAPGPLSTOAP
SASTVLSTNGTGAMNFTVGAPASTINGOCEWLPRLONGMVPSQYNPLRPGVTPGTLSTQAA

* Kk K *k KEkKk% EEXXXIHALLE FAX AXHT XXX XHR * k& AREER

SLOHGMVGPLHESSLAASALSOMMSYQGLPSTRLATQFHLVQTQQVQPONLOMOOONLOPA
GLOHSMMGPLHSSLSTNTLSPILI-YQGLENTRLATQFHLVOTOQVOPONLOLOPONLOP—

XK X wHEFIIXSA * % KHEXE FFAEX XXX A REL R FRAFTXET. & T HhrxH

NIQQQQSLOPPPPPPQPHLGVSSAASGHLGRSFLSGEPSQADVOPLGPSSLAVHTILPQE
————————————— P3QPHLSVSSAANGHLGRSFLSGEPSQADVOPLGPSSLPVHTILPQE

kX OEFFA RERAF XFAEFTAFT XIS AFTE I E AR F A e d Exhrrrx

SPALPTSLPSSLVEPVTAAQFLTPPSQOHSYSS~PVDNTPSHQLOVPEHPFLTPSPESFEDQ
SQALPTSLPSSMVEPMTTTOFLTPPSQHSYSSSPVDNTPSHOLQVPERPFLTPSPESPDQ

Kk ok ¥k kkkFEE ARE & IAHEFTRAARLFLNE X hFFRIATXAR A A TR I A TR AL ALK & >t

WSSSSPHSNVSDWSEGVSSPPTSMOSQIARIPEAFK
W3SSSPHSNISDWSEGISSPPTITMPSQITHIPEAFK

RERFXKEZT R FXIXKE AAxddF ¥ dxk *FxEXkR

Fig. 1D
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SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DE NOTCH 3 HUMANO (NP_000426)

MGPZARGRRE RRRPMSFFFP PFPVRALPLL iLf i PECLDGSPCA NGGRCTQLPS
REAACLCPPE WVCERCQLED PCHSGPCAGR TARFSCRCPR GFRGELCSLE
DPULISPCAH RELCESCEPGEY QquCR VD FECRVCGEPCRH GGTCLNTRIS

FRCOQCEEGYT

GARCSVCERIC
P

CAPSPCRNGG

TCROSGDLTY

DCACLEGFEG

ONCEVNVILIC

PCHRCLNGGT

QCEEFWTGOR

CTEDVOECQL

QPNACHNGGT

CFNTLESHSC

VOVNGHTGES

CEQNTIIDCAT

AVCFHGATCH

DEVASFYCAC

PMSKTGLLCH

~JDACVENEC

HEDAICDTNE

VNGRAICTCP

ESTTGCACDY

DYDECSIGAN

PCEHLCRCVN

TEGSTLEQCE

RGYTSERCET

DVNECLSGPC

RNQATCLDEL

G("\C"T‘(‘[: AGE

FTETYCEYVIL

DECQSSPCVN

GGVCRIRVNEZ IPSCTCESGTS SSTCOLDVDE CASTPCRNGA KOVDOEPDGYR CRUAEETFEGT
LCOENVDDCS PDPCHHGRCV DGIASFSCAG APCYTGTECE SGVDECRSQP CRHGGRULOL
VDKYZCRCPS GTTGVHCEVN IDDCASNECT FCVCORDCGINR YICVEQPGFT GELCNVEINE
CASSPCCGEGE SCVDGENGFR CLCEPGSEPER LELFPSHPCA HEPCSHGICY DAPGGFRCVC
EPCWSGPRC3 QSTARDACES GPCRAGCTLS SOCMGFHCTC PECGVQGRQOCE I SPCTPNEC
EHCCRCESAF GOLEVCSCPQO GWOGPRCCOD VOFCAGEAPC CGPHGICTNLA GSFSCTCHGE
FTEESCOODT NDCDENPCLN GGSCODCVES FSCECLECTA CPRCARDYVIOL CILSNPCEPET
CTDHVASETC TCPRGYGGEH CFODLEDCSE SSCENGGTCV DGVNSZSCIC REGYTGAHCO
HEADPCLERE ¢ GV HECFRCTCLE S L VOWCSROFPCD NGGRCVOTECA
YCLCPEGWSE RLCDIRSLEC EEA R CVDEDSEHYC VCPECGETES

CECEVIPCLA GYM DOVDECASQP COHGGESCIDL

VARYZLCSCPP

E :
=5 30
D

- TCVDLVGGER

CTICPPEYTEL

RCEADINECR

PROQTVLSFE

ESOEZONOGAD

CRESPGPGEE

PG Pl‘“ FREVA

GVECOQTFERG

PRCACPRGLS

GPSCRSFEGS

. AAPCLHGESC

L
CHAGRSE
RC”RELQCPV
RERPLAFFIR

CACAQGWTGE

RCEAPAARFE

VSEEPRCPRA
RCDPACSSPA
ASEVPALLRAR

SPrg
DFRYPLRDVR

o e
1?3/"1;\

FAC PLELSVES

- FGCFPASEGE
DWAR_LEFPAL
3SP PKARFLERYPS

ACQAKRGDQR
CLYDNFDCHA
QUVLY-TVLLE

2=V
GEFLEFPEPS
RGRREPVGRD

Ey L
e

=

"

w3
o

<

A DVNAVIFLGK

LLDHFANELL

ST R AN
P K:u;y'(:

CDRECNSPGC
GGRERTCNEV
FEELLESSAD

GHWDGGDCSLS
YEKYCADHFA
F_QRL3EILR

AQAQTOLEDG

VUMLETDNRL CLOSEENDIC
VELLPLLVAE AVL

I ALGMENMAKGC T
RVABAMALTP G
I3DZICQGAQ LGARTIRTGE
TADAQGVFQI LIRNRSTDLD
SATHWARAVN NVEATLALLK
TORLDRLEED VAQERLHGLT
5 FEIRRFPGKL =F
FELEGEYARR TATAVSIAQI
EHFY_TESPE SEFIWASP3E

ED PKROY

Fig. 2

. VR

VGDPWRQCEA
DGRCDQGCNT
TSIRZRLIDAH
TFDAQSAADY
GVMYVARRKRE

» WMDTECFERK

IVNVREPDCGF
TALHLAARVA
ARMADGETAL
NEANKDMG DS
DQPRCE

R ZKKLTLACEE
GEPGRAGLGR
PVSPOERPPE

> PSLSDWSEST

LQCWRLEFNNS
EECGWDGLDC
GOAMVEFPYHR
LGALSAVERL
OSTLAFPEGE
RLEVEEPGMG
TELMLASEC
RADAAKRLLD
IIARRLAVEG
KERTPLINLAA
RSEPPGPUGLE
PLADSSVTLS
QFPGGCVLSL
¥IAVPCHGEE
PSPATATGAM

A (SEQ ID NO 3)
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P12 Ichikawa
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[
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Dip G1: 59.87%
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Dip S:-36.58%
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2000
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HPB-ALL-DMSO

%G0-G1: 33.75
%S: 52.74
%G2-M: 13.51

Dip GO-G1

Dip G2-M

3 0}

7>

P

7

//, 7,
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| T -
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10725
i TALL-1-DMSO
8000
- %G0-G1: 53.90
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4000
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1 r/)bips
O_ lllllis"l'll'
Fig_ 5A 0 50 100 150 200 250
CANAIS (FL2-A-FL2 A-P1)
J TALL-1-DAPT
10000 -]
“ %G0-G1: 87.43
8000— : %S: 10.23
0 %G2-M: 2.34
NUMERO 6000
4000 []oip co-G1
] Ny vip 62-M
2000 DipS
F. 5B O-o o '5'0 rmo ; 150 200 250
iq.
g CANAIS (FL2-A-FL2 A-Pl)



8000

1 5. 1 1 l L L.l L

NUMERO #0907

11/25

TALL-1-cigD

%G0-G1:53.05
%S: 41,91
%G2-M: 5.04
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1

i
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Resumo
“USO DE UM ANTAGONISTA ESPECIFICO DE NOTCH3, ANTICORPO E
METODO PARA IDENTIFICAR UM CANCER”
A presente invengao refere-se a métodos de tratamento de
cancer em geral e de leucemia em particular, utilizando antagonistas Notch1 e
Notch3 isoladamente ou em combinagdo. Sdo também fornecidos métodos e

composigcdes de tratamento e diagnodstico de canceres associados a Notch.
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