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(57) Resumo: TRATAMENTO DE COMBINAGAO DE ANTI-
CORPO DE CTLA4 E INIBIDOR DE AROMATASE PARA CANCER
DE MAMA, SUAS COMPOSICOES FARMACEUTICAS E
RESPECTIVOS USOS. A invencéao refere-se a administragédo de um
anticorpo anti- CTLA4, particularmente anticorpos humanos para
CTLA4 humano, tal como aqueles tendo sequéncias de aminoacido de
anticorpos 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 410.2, 4131, 4143, 6.1.1, 11.21,
11.6.1, 11.7.1,12.3.1.1, 12.9.1.1, e 10D1 (MDX-010), em combinagéo
com um inibidor de aromatase, para tratamento de cancer de mama.
Mais particularmen- te, a invengéo refere-se a administragdo de um
anticorpo anti-CTLA4 e exemestano para tratamento de cancer de
mama.

4.1.1 cDNA de cadeia pesada (SEQ ID NO:1)

atggagtttyg ggctgagety ggttttecte
gtgcagetgg tggagtctgg gggaggegty
tgtgtagegt ctggattcac cttcagtage
ggcaagggge tggagtgggt ggoagttata
gactcegtga agggccgatt caccatotoe
caaatgaaca gcctgagage cgaggacacy
ttcggtectt ttgactactg gggccaggga
aagggeecat cggtcticce cotggogoce
gcectyggel geotggtcaa ggactacttc
ggcgetetga ccageggegt geacacctte
tcectcagea gegtggtgac cgtgccctec
aacgtagatc acaagcccag caacaccaag
gtcgagtgee caccgtgece agoaccacct
ccamaaceca aggacaccct catgatctee
gacgtgagec acgaagacce cgaggtccag
cataatgcca agacaaagcc acqggaggag
gtcctcaccg ttgtgcacca ggactggcty
aacaaaggce tcccagocce catcgagaaa
gaaccacagy tgtacaccct goccccatee
ctgacctgee tggteaaagy cttcotaccoe
gggeageegy agaacaacta caagaccaca

ttoctctaca geaagcotcac cgtggacaag ageaggtggc agcaggggaa cgtcttctca

tgctcogtga tgcatgagge totgcacaac

gttgctetit taagaggtgt ccagtgtcag 60
gtccagecty ggaggtccct gagactetce 120
catggcatge actgggtceg ccaggeteca 180
tggtatgatg gaagaaataa atactatgca 240
agagacaatt ccaagaacac gctgtttctg 300
gctgtgtatt actgtgegag aggaggicac 360
accctyggica cegtetecte agectccace 120
tgctccagga geacctccga gageacageg 180
cccgaaccgy tgacggtgte gtggaactca 540
ccagetgice tacagtectc aggactotac 600
agcaactzcg gcacccagac ctacacctge 660
gtggacaaga cagttgageg caaatgttgt 720
gtggcaggac cgtcagtett cotettecece 780
cggaccecty aggtcacgtd cqtggtggty 840
ttcaactqgt acgtggacyg cgtggaggtyg 309
cagtlcaaca gcacgttcey tgtggtcage 969
aacggcaagg agtacaagtg caaggtctec 1020
accatetcca aaaccaaagg gcagecccga 1080
cgggaggaga tgaccaagaa ccaggtcage 1149
agcgacaccg ccgtggagtg ggagageaat 1200
cctcocatge tggactecga cggetcotte 1260

1320
cactacacgc agaagagcct ctccctgtcet 1380
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "TRATAMEN-
TO DE COMBINACAO DE ANTICORPO DE CTLA4 E INIBIDOR DE ARO-
MATASE PARA CANCER DE MAMA, SUAS COMPOSICOES FARMA-
CEUTICAS E RESPECTIVOS USOS".

Antecedentes da Invencao

A cada ano, mais do que 180.000 mulheres sao diagnosticadas
com cancer de mama nos Estados Unidos. Se as taxas de cancer de mama
atuais permanecem constantes, cada mulher nascida hoje tem uma em dez
chances de cancer de mama em desenvolvimento em uma idade de inicio
mediana de cerca de 60 a 65.

Aproximadamente dois tergos de pacientes com cancer de ma-
ma pds-menopausico tém doenga dependente de estrogénio desse modo
tornando-as trataveis por terapia de antiestrogénio. Os estrogénios promo-
vem crescimento e proliferacao de células alvo especificas, tal como as célu-
las de carcinoma da mama dependente de estrogénio e epitélio da mama
(Brueggemeier Amer J Therapeutics 8:333-344 (2001)). Desse modo, a tera-

pia de tratamento adjuvante sistémica, administrada além do tratamento

principal de cancer de mama localizado (por exemplo, cirurgia de conserva-
¢do da mama e radiagdo ou mastectomia) focou em agentes que bloqueiam
o receptor de estrogénio em células de tumor. Tais agentes anti-hormonais
incluem tamoxifen (NOVALDEX D, SOLTAMOX, TAMOFEN) que inibe a li-
gacao de estrogénio com o receptor de estrogénio, fulvestrant (FASLODEX),
que degrada o receptor, bem como inibidores de aromatase (por exemplo,
anastrozol (ARIMIDEX), letrozol (FEMARA), e exemestano (AROMASIN)),
gue blogueia a catdlise de enzima de aromatase de andrégenos aos estro-
génios, desse modo diminuindo a quantidade de ligando de horménio dispo-
nivel para ligar-se com o receptor.

Apesar de avangos em terapias hormonais ou outras terapias de
cancer de mama, é estimado que 40.921 mulheres morrerdo de cancer de
mama avangado ou recorrente em 2004 (American Cancer Society, Cancer
Statistic (2004)). Atualmente, ndo ha nenhum tratamento curativo disponivel
para pacientes com doenga duradoura e a terapia € essencialmente paliati-

va. Desse modo, novas terapias, tal como combinagdo de agente anti-
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hormonal com imunoterapia, s&o importantes no tratamento de cancer de
mama. Mais especificamente, uma abordagem de imunoterapia de cancer
alveja antigeno 4 associado ao linfocito T citotoxico (CTLA4; CD152), que é
um receptor de superficie de célula expresso em células T ativadas. A liga-
¢ao de CTLA4 aos seus ligandos naturais, B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86), libe-
ra um sinal regulador negativo para as células T, e bloqueando este sinal
negativo resulta em fung&do imune da célula T realgada e atividade antitumor
em modelos de animal (Thompson e Allison Immunity 7:445-450 (1997);
McCoy e LeGros Immunol. & Cell Biol. 77:1-10 (1999)). Varios estudos de-
monstraram que o bloqueio de CTLA4 empregando anticorpos acentuada-
mente realga a morte mediada por célula T de tumores e pode induzir a imu-
nidade do antitumor (Leach e similares, Science 271:1734-1736 (1996);
Kwon e similares Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 94:8099-8103 (1997); Kwon e
similares, Natl. Acad. Sci. E.U.A. 96:15074-15079 (1999)).

Embora o uso de anticorpos anti-CTLA4 para induzir uma res-

posta antitumor possua grande promessa no tratamento de cancer, e apesar

da promessa de terapias anti-hormonais no tratamento de cancer de mama,

ha uma necessidade de desenvolver novas terapias para tratar cancer de
mama. A presente invengdo satisfaz esta necessidade.

Sumario da Invencao

A invengao inclui um método para o tratamento de cancer de
mama em um paciente em necessidade de tal tratamento. O método com-
preende administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um anticorpo anti-CTLA4, ou porgao de ligagdo de antigeno deste, em com-
binagdo com uma quantidade terapeuticamente eficaz de um inibidor de a-
romatase.

Em um aspecto, o inibidor de aromatase é pelo menos um inibi-
dor selecionado do grupo que consiste em anastrozol, letrozol e exemesta-
no. Em outro aspecto, o inibidor de aromatase é exemestano.

Em um aspecto, a quantidade terapeuticamente eficaz de uma
quantidade de anticorpo anti-CTLA4 humano varia de cerca de 1 mg/kg a 40

mg/kg.



10

15

20

25

30

Em um outro aspecto, a quantidade terapeuticamente eficaz de
uma quantidade de anticorpo anti-CTLA4 humano varia de cerca de 3 mg/kg
a 15 mg/kg.

Em ainda outro aspecto, a quantidade terapeuticamente eficaz
de exemestano varia de cerca de 25 mg por dia a 200 mg por dia.

Em um outro aspecto, a quantidade terapeuticamente eficaz de
exemestano é cerca de 25 mg por dia.

Em um aspecto, o tratamento ¢ selecionado do grupo que con-
siste em uma terapia de neoadjuvante, uma terapia de adjuvante, um primei-

ro tratamento em linha, um segundo tratamento em linha, e um terceiro tra-

tamento em linha.

Em outro aspecto, o anticorpo ¢ selecionado de um grupo que

consiste em um anticorpo de mamifero ndo-humano, um anticorpo quiméri-

co, € um anticorpo humano.

Emum aépecto, o anticorpo € um anticorpo anti-CTLA4 humano.

Em outro aspecto, o anticorpo anti-CTLA4, ou por¢ao de ligagao
de antigeno deste, € pelo menos um anticorpo selecionado do grupo que
consiste em: _

- (a) um anticorpo humano que tem uma aﬁnidéde de ligagao
com CTLA4 de cerca de 10 ou mais, e que inibe a ligacao entre CTLA4 e
B7-1, e ligagdo entre CTLA4 e B7-2;

(b) um énticorpo humano que tem uma sequéncia de ami-
noacido que compreende pelo menos uma seqiiéncia de CDR humano que
corresponde a uma seqiiéncia de CDR de um anticorpo selecionado do gru-
po que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.v1.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1.,12.31.1,12.9.1.1, e 10D1;

(c) um anticorpo humano que tem as sequéncias de amino-
acido de cadeia pesada e leve de um anticorpo selecionado do grupo que
consiste em 4.1.1,48.1,4.10.2,4.13.1,4.14.3,6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1.,
12.3.1.1,e12.9.1.1;

(d) um anticorpo humano que tem as sequéncias de amino-

acido de uma regiéo variavel de cadeia pesada e uma regiao variavel de ca-
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deia leve de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em 4.1.1,
4.8.1,4.10.2,4.13.1, 4.14.3,6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1., 12.3.1.1,12.9.1 1,
e 10D1; |

(e) um anticorpo, ou uma porgdo de ligacdo de antigeno
deste, que compete para ligagdo com CTLA4 com pelo menos um anticorpo
que tem as sequéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve de um anti-
corpo selecionado do grupo que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1,
4.14.3,6.1.1,11.21,11.6.1,11.7.1.,12.3.1.1,12.9.1.1, e 10D1: e

(f) um anticorpo, ou porgdo de ligagdo de antigeno deste, que inte-
rage para ligagdo com CTLA4 com pelo menos um anticorpo que tem as se-
quéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve de um anticorpo selecio-
nado do grupo que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1,
11.21,11.6.1,11.7.1,,12.3.1.1,12.9.1.1, e 10D1. '

Em outro aspecto, o anticorpo é um anticorpo humano que tem
as sequéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve de anticorpo 11.2.1.

Em ainda outro aspecto, o anticorpo compreende uma cadeia
pesada e uma cadeia leve onde as seqéncias de aminoacido da regido va-
riavel de cadeia pesada da cadeia pesada e da regido variavel de cadeia le-
ve da cadeia leve s3o selecionadas do grupo que consiste em:

(a) a seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:3 e a seqiéncia de
aminoécido de SEQ 1D NO:9; | |

(b) a seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:15 e a sequéncia de
aminoécido de SEQ ID NO:21;

(c) a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO:27 e a seqiiéncia de
aminoacido de SEQ ID NO:33;

(d) a sequéncia de aminoacido codificada pela seqiiéncia de Acido
nucléico de SEQ ID NO:1 e a seqléncia de aminoacido codificada pela se-
quéncia de acido nucléico de SEQ ID NO:7;

(e) a sequéncia de aminoacido codificada pela seqliéncia de acido
nucléico de SEQ ID NO:13 e a sequiéncia de aminoacido codificada pela se-
quéncia de acido nucléico de SEQ ID NO:19;

(f) a seqiéncia de aminoacido codificada pela seqiiéncia de acido
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nucleico de SEQ ID NO:25 e a seqiiéncia de aminoacido codificada pela se-
qléncia de acido nucléico de SEQ ID NO:31:

(g) a seqliéncia de aminoacido de uma regiao variavel de cadeia
pesada e uma regido variavel de cadeia leve de anticorpo 10D1.

Em um aspecto, o anticorpo, ou porgdo de ligagao de antigeno

deste, € um anticorpo selecionado do grupo que consiste em:

(a) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as sequéncias de aminoacido apresentadas na SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5, e SEQ ID NO:6, e também tendo uma regido variavel de ca-

deia leve que compreende as seqiiéncias de aminoacido apresentadas em

SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11 e SEQ ID NO:12;

(b) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as seqliéncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, e SEQ ID NO:18, e também tendo uma regiao variavel de
cadeia> leve que compreende as seqiiéncias de aminoacido apresentadas
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23 e SEQ ID NO:24:

(c) um anticorpo que tem uma regiao variavel de cadeia pesada que
compreende as seqléncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:29, e SEQ ID NO:30, e também tendo uma regiao variavel de
cadeia leve que compreende as seqléncias de aminoacido apresentadas
em SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35 e SEQ ID NO:36: e

(d) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as seqliéncias de aminoacido de cadeia pesada CDR1, CDR2,

e CDR3 de anticorpo 10D1, também tendo uma regido variavel de cadeia

leve que compreende as seqiiéncias de aminoacido da cadeia leve CDR1,

CDR2, e CDR3 de anticorpo 10D1.

Em outro aspecto, o método também compreende administrar ao
paciente pelo menos um agente selecionado do grupo que consiste em um
agente de alquilagdo, um antagonista de folato, antagonista de pirimidina,
um antibidtico de antraciclina, uma combinagéo de platina, um taxano, uma
vinca alcaldide, um anélogo de camptotecina, um agente estimulante de re-

ceptor tipo pedagio, uma vacina de tumor com base em proteina de choque
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térmico, uma terapia com base em célula que apresenta antigeno, um mami-
fero alvo de inibidor de rapamicina, um inibidor de erbB2, um inibidor de EG-
FR, um inibidor de VEGF, um inibidor de VEGFR, um inibidor de angiogéne-
se, um anticorpo, um imunomodulador, um modulador de receptor de estro-
génio seletivo, uma citocina, uma vacina de tumor, agente de antiproliferati-
vo, uma molécula de co-estimuladora imune, e uma citocina.

A invengdo inclui uma composigdo farmacéutica para o trata-
mento de cancer de mama que compreende: uma.quantidade terapeutica-
mente eficaz de um anticorpo anti-CTLA4; uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um inibidor de aromatase; e um portador farmaceuticamente o a-
ceitavel.

Em um aspecto, o inibidor de aromatase é pelo menos um inibi-
dor de aromatase selecionado do grupo que consiste em anastrozol, letrozol,
e exemestano.

Em um outro aspecto, o inibidor de aromatase é exemestano.

A invéngéo inclui um uso de uma quantidade de um anticorpo
anti-CTLA4 na preparacdo de uma composi¢do para o tratamento de cancer
de mama em um paciente onde o tratamento também compreende adminis-
trar ao paciente 'uma quantidade de um inibidor de aromatase.

Em um aspecto, o inibidor de aromatase é exemestano e tam-
bem onde o anticorpo € um anticorpo humano que tem seqléncias de ami-
noacido de regido variavel de cadeia pesada e leve de anticorpo 11.2.1.

Breve Descricdo dos Desenhos

O resumo anterior, bem como a seguinte descrigao detalhada da
invengéo, serdo entendidos melhor quando lidos em conjunto com os dese-
nhos anexos. Com a finalidade de ilustrar a invengdo, sdo mostradas nos
desenhos as modalidades que sdo atualmente preferidas. Deveria ser en-
tendido, enfretanto, que a invengdo ndo esta limitada as disposicdes e ins-
trumentalidades precisas mostradas.

Nos desenhos:

Figura 1, compreendendo Figuras 1A-1D, mostra o nucleotideo

e sequéncias de aminodacido para anticorpo anti-CTLA4 4.1.1. Figura 1A
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mostra a seqléncia de nucleotideo de tamanho natural para a cadeia pesa-
da 4.1.1 (SEQ ID NO:1). Figura 1B mostra a sequéncia de aminoacido de
tamanho natural para a cadeia pesada 4.1.1 (SEQ ID NO:2), e a seqliéncia
de aminoacido para a regido variavel de cadeia pesada 4.1.1 (SEQ ID NO:3)
designada entre colchetes "[ ]". A seqiiéncia de aminoacido de cada CDR de
cadeia pesada 4.1.1 é sublinhada. As sequéncias de CDR sido como se-
guem: CDR1: GFTFSSHGMH (SEQ ID NO:4); CDR2: VIWYDGRNKY-
YADSV (SEQ ID NO:5); e CDR3: GGHFGPFDY (SEQ ID NO:6). Figura 1C
mostra a seqliéncia de nucleotideo para a cadeia leve 4.1.1 (SEQ ID NO:7).

Figura 1D mostra a seqiiéncia de aminoacido da cadeia leve de tamanho na-

“tural 4.1.1 (SEQ ID NO:8), e a regido variavel como indicado entre colchetes
| “[1" (SEQ ID NO: 9). A seqiiéncia de aminoacido de cada CDR & indicada

como segue: CDR1: RASQSISSSFLA (SEQ ID NO:10); CDR2: GASSRAT
(SEQ ID NO:11); e CDR3: CQQYGTSPWT (SEQ ID NO:12).

Figura 2', compreendendo as Figuras 2A-2D, mostra as sequén-
cias de nucleotideo e aminoacido para anticorpo anti-CTLA4 4.13.1. Figura
2A mostra a seqliéncia de nucleotideo de tamanho natural para a cadeia pe-
sada 4.13.1 (SEQ ID NO:13). Figura 2B mostra a seqléncia de aminoéacido
de tamanho natural para a cadeia pesada 4.13.1 (SEQ ID N.O:14), e a se-
quéncia de aminoacido para a regido variavel de cadeia pesada 4.13.1 (SEQ
ID NO:15) designada entre os colchetes [ ]". A sequéncia de aminoacido de
cada CDR de cadeia pesada 4.13.1 é sublinhada. As sequéncias de CDR
sao como segue: CDR1: GFTFSSHGIH (SEQ ID NO:16); CDR2: VIWYD-
GRNKDYADSV (SEQ ID NO:12); e CDR3: VAPLGPLDY (SEQ ID NO:18).
Figura 2C mostra a seqiiéncia de nucleotideo para a Cadeia leve 4.13.1
(SEQ ID NO:19). Figura 2D mostra a sequéncia de aminoacido da cadeia
leve de tamanho natural 4.13.1 (SEQ ID NO:20), e a regido variavel como
indicado entre colchetes "[ ]" (SEQ ID NO:21). A seqliéncia de aminoacido
de cada CDR ¢ indicada como segue: CDR1: RASQSVSSYLA (SEQ ID
NO:22); CDR2: GASSRAT (SEQ ID NO:23); e CDR3: CQQYGRSPFT (SEQ
ID NO:24), |

Figura 3, compreendendo as Figuras 3A-3D, mostra o nucleoti-
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deo e sequéncias de aminoacido para anticorpo anti-CTLA4 11.2.1. Figura
3A mostra a seqliéncia de nucleotideo dé tamanho natural para a cadeia pe-
sada 11.2.1 (SEQ ID NO:25). Figura 3B mostra a sequéncia de aminoacido
de tamanho natural para a cadeia pesada 11.2.1 (SEQ ID NO:26), e a se-
quéncia de aminoacido para a regido variavel de cadeia pesada 11.2.1 (SEQ
ID NO:27) designada entre os colchetes "[ ]". A sequéncia de aminoacido de
cada CDR de cadeia pesada 11.2.1 é sublinhada. As sequéncias de CDR
sdo como segue: CDR1: GFTFSSYGMH (SEQ ID NO:28); CDR2:
VIWYDGSNKYYADSV (SEQ ID NO:29); e CDR3: DPRGATLYYYYYGMDV
(SEQ ID NO:30). Figura 3C mostra a sequéncia de nucleotideo para a ca-
deia leve 11.2.1 (SEQ ID NO:31). Figura 3D mostra a sequiiéncia de aminoa-
cido da cadeia leve de tamanho natural 11.2.1 (SEQ ID NO:32), e a regiao
variavel como indicado entre colchetes [ ]" (SEQ ID NO:33). A sequéncia de
aminoacido de cada CDR ¢ indicada como segue: CDR1: RASQSINSYLD
(SEQ ID NO:34); CDR2: AASSLQS (SEQ ID NO:35); e CDR3: QQYYSTPFT
(SEQ ID NO:36).

Descricido Detalhada da Invencao

A invencao refere-se aos anticorpos anti-CTLA4 empregados em
combinagdo com pelo menos um inibidor de aromatase, por exemplo, anas-
trozol, letrozol, e exemestano, para tratar cancer de mama em um paciente
em necessidade de tal tratamento. A‘invengéo também refere-se ao trata-
mento de cancer de mama através de combinagao da combinagdo de anti-
corpo-inibidor de aromatase com outro agente ou agentes.

A menos que de outro modo definido aqui, os termos cientificos
e técnicos empregados com relagéo a presente invengdo terdo os significa-
dos que sao geralmente entendidos por aqueles de versados na técnica. A-
Iém disso, a menos que de outro modo requerido pelo contexto, os termos
singulares incluirdo pluralidades e termos plurais incluirdo o singular. Geral-
mente, a nomenclaturas empregadas com relagdo a, e técnicas de, cultura
de tecido e célula, biologia molecular, imunologia, microbiologia, genéticas e
hibridagédo e substancia quimica de acido nucléico e proteina, descritas aqui

sao aquelas bem-conhecidas e geralmente empregadas na técnica.
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Os métodos e técnicas da invengdo presente sdo geralmente
realizados de acordo com os métodos bem-conhecidos na técnica e como
descrito em varias referéncias gerais e mais especificas que sdo citadas e
descritas em toda a presente especificagdo a menos que de outro modo in-
dicado. Tais referéncias incluem, por exemplo, Sambrook e Russell,
Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY (2001), Ausubel e . similares, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY (2002), e Harlow e Lane
Antibodies: A Laboratory Manual,Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, NY (1990), que estdo incorporados aqui por referéncia. As

“reagdes enzimaticas e técnicas de purificagao sao realizadas de acordo com

as especificagdes do fabricante, como gerallmente realizado na técnica ou
como descrito aqui. As nomenclaturas empregadas com relagdo a, e 0s pro-
cedimentos e técnicas de laboratorio de, quimica analitica, quimica orgénica
sintética, e quimica medicinal e farmacéutica descritos aqui sdo aqueles
bem-conhecidos e geralmente empregados na técnica. As técnicas padrdes
sao empregadas para sinteses quimicas, andlises quimicas, preparagao
farmacéutica, formulagao, e liberagéo, e tratamento de pacientes.

Como empregado aqui, cada dos seguintes termos tem o signifi-
cado associado a ele nesta se¢do.

Os artigos "um" e "uma" sdo empregados aqui para referir-se a
um ou a mais do que um (isto é, a pelo menos um) do objeto gramatical do
artigo. Através de exemplo, "um elemento” significa um eleménto ou mais do
que um elemento.

Como empregado aqui, os vinte aminoacidos convencionais e as
suas abreviagdes seguem o uso convencional. Vide Immunology-- A Synthe-
sis (22 Edicao, E., S. Golub e D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates, Sunder-
land, Massa. (1991)) que esta incorporado aqui por referéncia.

Uma "substituicdo de aminoacido conservativa" é uma na qual
um residuo de aminodacido é substituido por outro residuo de aminoacido
que tem um grupo R da cadeia com propriedades quimicas similares (por

exemplo, carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicdo de aminoa-
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cido conservativa substancialmente nido mudara as propriedades funcionais
de uma proteina. Em casos onde duas ou mais seqiiéncias de aminoacido
diferem de cada outra por substituicbes conservativas, o pércentual de iden-
tidade de seqléncia ou grau de similaridade podem ser ajustados para cima
para corrigir quanto & natureza conservativa da substituicdo. Meios para fa-
zer este ajuste sdo bem-conhecidos por aqueles de experiéncia na técnica.
Vide, por exemplo, Pearson, Methods Mol. Biol. 243:307-31 (1994).

Os exemplos de grupos de aminoacidos que tém cadeias late-
rais com propriedades quirhicas similares incluem 1) cadeias laterais alifati-
cas: glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; 2) cadeias laterais de hi-
droxila alifética: serina e treonina; 3) cadeias laterais contendo amida: aspa-
ragina e glutamina; 4) cadeias laterais aromaticas: fenilalanina, tirosina, e
triptofano; 5) cadeias laterais basicas: lisina, arginina, e histidina; 6) cadeias
laterais acidas: acido aspartico e acido glutdmico; e 7) cadeias laterais con-
tendo enxofre: cisteina e metionina. Os grupos de substituicdo de aminoéci-
dos conservativos preferidos séo: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-
tirosina, lisina-arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato, e asparagina-
glutamina. _

Alternativamente, uma substituicdo conservativa é qualquer alte-
ragéo que tem um valor positivo na matriz log-probabilidade PAM250 descri-
ta em Gonnet e similares, Science 256."1443-45 (1992), aqui incorporado por
referéncia. Uma substituicdo "moderadamente conservativa" é qualquer alte-
ragao tendo um valor ndo-negativo na matriz log-probabilidade PAM250.

A substituicbes de aminoacido preferidas sdo aquelas que: (1)
reduzem a suscetibilidade a protedlise, (2) reduzem a suscetibilidade a oxi-
dagao, (3) alteram a afinidade de ligagdo para formagdo de complexos de

proteina, e (4) conferem ou modificam outras propriedades funcionais ou fi-

sicoquimicas de tais analogos. Os analogos que compreendem as substitui-

¢Oes, delegdes, e/ou insergbes podem incluir varias muteinas de uma se-
quéncia exceto a seqléncia de peptideo especificada. Por exemplo, as Uni-
cas ou multiplas substituigbes de aminodcido (preferivelmente substituicbes

de aminoacido conservativas) podem ser feitas na seqiiéncia especificada



10

15

20

25

30

11

(preferivelmente na porgéo do polipeptideo fora do dominio(s) formando con-
tatos intermoleculares, por exemplo, fora dos CDRs). Uma substituicdo de
aminoacido conservativa ndo deveria substancialmente alterar as caracteris-
ticas estruturais da sequiéncia parente (por exemplo, um aminoacido de
substituicdo ndo deveria servir para quebrar uma hélice que ocorra na se-
quéncia parente, ou romper outros tipos de estrutura secundaria que carac-
teriza a sequéncia parente). Os exemplos de estruturas secundarias e tercia-
rias de polipeptideo reconhecido pela técnica sdo descritos em Proteins, S-
tructures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H. Freeman e Com-

pany, Nova York (1984)); Introduction to Protein Structure (C. Branden e J.

‘Tooze, eds., Garland Publishing, Nova York, N.Y. (1991)); e Thornton e simi-

lares, Nature 354:105 (1991), que estdo cada incorporado aqui por referén-
cia.

A similaridade de seqliéncia para polipeptideos é tipicamente
medida empregando software de andlise de seqliéncia. O software de anali-
se de proteina combina as sequéncias similares empregando medidas de
similaridade designadas para varias substituicdes, delecbes e outras modifi-
cagoes, incluindo substituicdes de aminoacido conservativas. Por exemplo,
Genetics Computer Group (GCG disponivel de Genetics Computer Group,
Inc.), também referido como chamado Wisconsin Package, é um pacote de
software integjrado de mais de 130 programas para acessar, analisar e ma-
nipular as seqiiéncias de proteina e nucleotideo. O GCG contém programas
tal como "Gap" e "Bestfit" que podem ser empregados com parametros de-
fault para determinar a similaridade de seqtiéncia, homologia e/ou identidade
de sequéncia entre os polipeptideos estritamente relaciohados, tal como po-
lipeptideos homologo de espécies diferentes de drganismos ou entre uma
proteina de tipo silvestre e uma muteina deste. Vide, por exemplo, GCG ver-
sd0 6.1, versao 9.1, e versdo 10.0.

As seqliéncias de polipeptideo também podem ser comparadas
empregando FASTA empregando os pardmetros recomendados ou default,
um programa em GCG Versédo 6.1. FASTA (por exemplo, FASTA2 e FAS-

TA3) fornece alinhamentos e percentual de identidade de seqiiéncia das re-
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gides da melhor sobreposicdo entre as seqiiéncias de pesquisa e questio-
namento e (Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Me-
thods Mol. Biol. 132:185-219 (2000)). Outro algoritmo preferido quando com-
parando uma sequéncia da invengdo com um banco de dados que contém
um grande numero de seqléncias de organismos diferentes é o programa
de computagio BLAST, especialmente blastp ou tblastn, empregando para-
metros default. Vide, por exemplo, Altschul e similares, J. Mol. Biol. 215:403-
410 (1990); Altschul e similares, Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997); a-
qui incorporados por referéncia.

Uma "aromatase”, quando o termo é empregado aqui, refere-se
a uma enzima (por exemplo, 450,0m) que catalisa a aromatizagéo do anel A
de um substrato de andrégeno (principalmente androstenodiona) para estro-
na.

“Inibidor de aromatase" significa um composto ou substancia
que quandov contatado com uma aromatase, detectavelmente inibe a forma-
¢ao do anel A de um substrato de andrégeno comparado com o nivel de tal
aromatizagdo na auséncia do composto ou substancia. Qualquer ensaio pa-
ra avaliar o niv_el de atividade enzimatica por uma aromatase pode ser em-
pregado para avaliar se ha inibigdo e/ou o nivel deste. Um inibidor de aroma-
tase inclui, mas ndo estd limitado a, um esterdide e um inibidor n&o-
esteroidal, entre outras coisas, exeméstano, anastrozol, letrozol, fadrozol,
vorozol, e formestano, e o termo abrange qualquer inibidor de aromatase
quer agora conhecido ou identificado no futuro. |

Um "anticorpo” intacto compreende pelo menos duas cadeias
pesadas (H) e duas cadeias leves (L) interconectadas por ligagdes de dissul-
feto. Geralmente vide, Fundamental Immunology}, Ch. 7 (Paul, W., ed., 22 ed.
Raven Press, N.Y. (1989)) (incorporado por referéncia em sua totalidade pa-
ra todos os propositos). Cada cadeia pesada é compreendida de uma regido
variavel de cadeia pesada (HCVR ou V}) e uma regido constante de cadeia
pesada (Cy). A regido constante de cadeia pesada é compreendida de trés
dominios, CH1, CH2 e CH3. Cada cadeia leve é compreendida de uma regi-

do variavel de cadeia leve (LCVR ou V) e uma regido constante de cadeia
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leve. A regido constante de cadeia leve é compreendida de um dominio, C,.
As regides de Vy e V| podem ser também subdivididas em regides de hiper-
variabilidade, chamadas regides de determinagdao de complementaridade
(CDR), entremeadas com regides que sdo mais conservadas, chamadas re-
gides de estrutura (FR). Cada Vy e V| é composta de trés CDRs e quatro
FRs, dispostos de terminagdo de amino a terminagdo de carboxila na se-
guinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. A designacao de
aminoacidos para cada dominio é de acordo com as definicbes de Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest (National Institutes of Heal-
th, Bethesda, MD (1987 e 1991)), ou Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-

917 (1987); Chothia e similares, Nature 342:878-883 (1989).

O termo "porgao de ligagao de antigeno” de um anticorpo (ou
simplesmente "porgao de anticorpo"), como empregado aqui, refere-se a um
ou mais fragmentos de um ahticorpo que retém a capacidade de especifica-
mente ligar-se a um antigeno (por exemplo, CTLA4). Foi mostrado que a
fungao de ligagao de antigeno de um anticorpo pode ser realizada por frag-
mentos de um anticorpo de tamanho natural. Os exemplos de fragmentos de
ligagao abrangidos no termo "porgao de ligagao de antigeno” de um anticor-
po incluem (i) um fragmento de Fab, um fragmento monovalente que consis-
te nos dominios Vi, V4, C_ e Cu1; (ii) um fragmento F(ab’),, um fragmento
bivalente que compreende dois fragmentos Fab ligados por uma ponte de
dissulfeto na regido da dobradiga; (iii) um fragmento Fd que consiste nos
dominios Vy e Cu1; (iv) um fragmento Fv que consiste nos dominios Vhe Vi
de um Unico brago de um anticorpo, (v) um fragmento dAb (Ward e similares,
(1989) Nature 341:544-546), que consiste em um dominio Vy; € (vi) uma re- _
gido de determinagao de complementaridade isolada (CDR). Além disso,
embora os dois dominios do fragmento Fv, V| e Vy, sejam codificados paré
genes separados, eles podem ser unidos, empregando método recombinan-
tes, por um ligador sintético que os possibilita serem feitos como uma unica
cadeia de proteina na qual as regiées de V| e V4 unem-se para formar molé-
culas monovalentes (conhecidas como cadeia Fv Unica (scFv)); vide por e-

xemplo, Bird e similares Science 242:423-426 (1988) e Huston e similares
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988)). Tais anticorpos de cadeia
Unica também séo pretendidos ser abrangido no termo "porcao de ligagdo de
antigeno" de um anticorpo. Qutras formas de anticorpos de cadeia unica, tal
como diacorpos sao também abrangidas. Os diacorpos sdo anticorpos bi-
especificos bivalentes nos quais os dominios Vy e V| sdo expressos em uma
cadeia de polipeptideo Unica, mas empregando um ligador que € muito curto
para permitir a unido entre os dois dominios na mesma cadeia, desse modo
forgando os dominios a unirem-se com 0s dominios'complementares de ou-
tra cadeia e criando dois sitios de ligagdo de antigeno (vide, por exemplo,
Holliger e similares Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A. 90:6444-6448 (1993); Poljak
e similares Estruture 2:1121-1123 (1994)).

Além disso, um anticorpo ou por¢ao de ligagao de antigeno des-
te pode ser parte de moléculas de imunoadesao maiores, formadas por as-
sociagao covalente ou nao-covalente do anticorpo ou porgdo de anticorpo
com uma ou mais outras proteinas ou peptideos. Os exemplos de tais molé-
culas de imunoadesio incluem o uso da regido de nucleo de estreptavidina
para preparar uma molécula scFv tetramérica (Kipriyanov e similares Human
Antibodies and Hybridomas 6:93-101 (1995)) e uso de um residuo de cistei-
na, um peptideo marcador e um rétulo de poIiistidiné C-terminal para prepa-
rar moléculas scFv bivalentes biotiniladas (Ki‘priyanov e similares Mol. Im-
munol. 31:1047-1058 (1994)). Outros.exemplos incluem onde um ou mais
CDRs de um anticorpo sao incorporados em uma molécula ou covalente-
mente ou ndo-covalentemente para torna-la uma imunoadesina que especi-
ficamente se liga a um antigeno de interesse, tal como CTLA4. Em tais mo-
dalidades, o CDR(s) pode ser incorporado como parte de uma cadeia de po-
lipeptideo maior, pode ser covalentemente ligado a outra cadeia de polipep-

tideo, ou pode ser incorporado nao-covalentemente. As porgdes de anticor-

- po, tal como os fragmentos Fab e F(ab),, podem ser preparadas de anticor-

pos inteiros que empregam técnicas convencionais, tal como digestdo de
pepsina ou papaina, respectivamente, de anticorpos inteiros. Além disso, o0s
anticorpos, porgoes de anticorpos e moléculas de imunoadesdo podem ser

obtidos empregando técnicas de DNA recombinante padréo, como descrito
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aqui.

Onde um "anticorpo” & referido aqui com respeito a presente in-
vengao, deveria ser entendido que uma porcao de ligagdo de antigeno deste
pode ser empregada aqui também. Uma porcdo de ligagdo de antigeno
compete com o anticorpo intacto para ligagdo especifica. Geralmente vide,

Fundamental Immunology, Ch. 7 (Paul, W., ed., 2° ed. Raven Press, N.Y.

(1989)) (incorporado por referéncia em sua totalidade para todos os propési-
tos). As porgdes de ligagao de antigeno podem ser produzidas por técnicas
de DNA recombinante ou por clivagem quimica ou enzimatica de anticorpos

intactos. Em algumas modalidades, as porg6es de ligagédo de antigeno inclu-

- em os fragmentos Fab, Fab', F(ab");, Fd, Fv, dAb, e de regido de determina-

¢cdo de complementaridade (CDR), anticorpos de cadeia unica (scFv), anti-
corpos quiméricos, diacorpos e polipeptideos que contém pelo menos uma
por¢do de um anticorpo que € suficiente para conceder ligagdo de antigeno
especifico ao polipeptideo. Em modalidades que tém um ou mais sitios de
'Iiga(;éo, os sitios de ligacdo podem ser idénticos a um outro ou podem ser
diferentes.

Os termos "anticorpo humano” ou "anticorpo de sequéncia hu-
mana", quando empregado alternadamente aqui, inclui anticorpos que tém
regides constantes e variaveis (se presente) derivadas de seqiéncias de i-
munoglobulina de linha germinativa humana. Os anticorpos de sequéncia
humana da invengao podem incluir residuos de aminoacido nao codificados
por seqiiéncias de imunoglobulina de linha germinativa humana (por exem-
plo, mutagoes introduzidas por mutagénese de sitio especifico ou aleatéria in
vitro ou por mutagao somatica in vivo). Entretanto, o terrho "anticorpo huma-
no", como empregado aqui, ndo é pretendido incluir anticorpos "quiméricos"
nos quais as sequéncias de CDR derivadas da linha germinativa de outra
espéecie de mamifero, tal como um camundongo, foram enxertadas em se-
quéncias de estrutura humanas (isto €, anticorpos "humanizados" ou PRI-
MATIZED ™).

O termo "anticorpo quimérico” como empregado aqui significa

um anticorpo que compreende regides de dois ou mais anticorpos diferentes.
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Em uma modalidade, um ou mais dos CDRs sdo derivados de um anticorpo
anti-CTLA4 humano. Em outra modalidade, todos os CDRs sao derivados de
um anticorpo anti-CTLA4 humano. Em outra modalidade, os CDRs de mais
do que um anticorpo anti-CTLA4 humano sdo combinados em um anticorpo
humano quimérico. Por exemplo, um anticorpo quimérico pode incluir um
CDR1 da cadeia leve de um primeiro anticorpo anti-CD40 humano, um C-
DR2 da cadeia leve de um segundo anticorpo anti-CTLA4 humano e um
CDR3 e CDR3 da cadeia leve de um terceiro antico‘rpo anti-CTLA4 humano,
e 0 CDRs da cadeia pesad.a podem ser derivados de um ou mais outros an-
ticofpos anti-CD40. Além disso, as regides de estrutura podem ser derivadas
de um dos mesmos anticorpos anti-CTLA4 ou de um ou mais humanos dife-
rentes.

Além disso, como descrito anteriormente aqui, o anticorpo qui-
meérico inclui um anticorpo que compreende uma porgdo derivada das se-
quéncias de linha germinativa de mais do que uma espécie.

"Glicoforma" refere-se a uma estrutura de oligossacarideo com-
plexa que compreende ligacoes de varias unidades de carboidrato. Tais es-
truturas sao descritas em, por exemplo, Essentials of Glycobiology Varki e
sfmilares, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY (1999), que também fornece uma revisdo de nomenclatura de glicobiolo-
gia padrao. Tais glicoformas incluem, borém nao estao limitadas a, G2, G1,
GO, G-1, e G-2 (vide, por exemplo, Publicagdo de Patente Internacional n°
WO 99/22764). |

"Padrao de glicosilagdo" é definido como o padrao de unidades
de carboidrato que sdo covalentemente ligadas a uma proteina (por exem-
plo, a glicoforma) bem como aos sitios aos quais a glicoforma(s) esta cova-

lentemente ligada a cadeia principal de peptideo de uma proteina, mais es-

- pecificamente a uma proteina de imunoglobulina.

E provavel que os anticorpos expressados por linhagens de cé-
lula diferentes ou em animais transgénicos tenham padrdes de glicosilagéo
el/ou glicoformas diferentes comparados com cada outro. Entretanto, todos

os anticorpos codificados pelas moléculas de acido nucléico fornecidas aqui,
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ou compreendendo as sequéncias de aminoacido fornecidas aqui séo parte
da presente invengao, independente da glicosilagdo dos anticorpos.

Pelo termo "quantidade eficaz”, ou "quantidade terapeuticamen-
te eficaz,” como empregado aqui, € entendida uma quantidade que quando
administrado a um mamifero, preferivelmente um humano, media uma res-
posta terapéutica detectavel comparada com a resposta detectada na au-
séncia do composto. Uma resposta terapéutica, tal como, porém nao-
limitada a, inibicdo de e/ou diminuigdo do crescimento de tumor, tarhanho de
tumor, metastase, e similares, pode ser facilmente avaliada por uma pletora

de métodos reconhecidos pela técnica, incluindo, por exemplo, tais métodos

‘como descrito aqui.

O técnico versado entenderia que a quantidade eficaz do com-
posto ou composigdo administrado aqui varia e pode ser faciimente determi-
nada com base em varios fatores tal como a doenga ou condigdo sendo tra-
tada, o estagio da doenga, a idade e saude e condigéo fisica do mamifero
sendo tratado, a severidade da doenga, o composto particular sendo admi-
nistrado, e similares. |

Pelo termo "compete", como empregado aqui com respeito a um
anticorpo, € entendido que um primeiro anticorpo, ou uma porgao de ligagéo
de antigeno deste, compete para ligagdo com um segundo anticorpo, ou
uma porgao de ligagcdo de antigeno deste, onde a ligagdo do primeiro anti-
corpo com seu epitopo cognato é detectavelmente diminuida na presenca do
segundo anticorpo comparado com a ligagédo do primeiro anticorpo na au-
séncia do segundo anticorpo. A alternativa, onde a ligagdo do segundo anti-
corpo ao seu epitopo é também detectavelmente diminuida na presenca do
primeiro anticorpo, pode, porém ndo necessario ser o caso. Isto é, um pri-
meiro anticorpo pode inibir a ligagdo de um segundo anticorpo ao seu epito-
po sem que o segundo anticorpo iniba a ligagao do primeiro anticorpo ao seu
epitopo respectivo. Entretanto, quando cada anticorpo detectavelmente inibe
a ligagé@o do outro anticorpo com seu epitopo ou ligando cognato, quer em
extensao igual, maior, ou menor, diz-se que os anticorpos "competem de

forma cruzada com cada outro para ligagdo de seus respectivos epitopos.
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Por exemplo, os anticorpos que competem de forma cruzada podem ligar-se
ao epitopo, ou pogado do epitopo, aos quais os anticorpos empregados na
invencao se ligam. O uso de ambos anticorpos de competicdo e de competi-
cao cruzada é abrangido pela presente invengdo. Independente do meca-
nismo pelo qual tal competigdo ou competicdo cruzada ocorra (por exemplo,
impedimento estérico, alteragdo conformacional, ou ligagdo a um epitopo
comum, ou porgao deste, e similares), o técnico versado apreciaria, com ba-
se nos ensinamentos fornecidos aqui, que tais anticorpos de competicdo e
de interagdo fossem abrangidos e pudessem ser Gteis para os métodos des-
critos aqui.

O termo "epitopo" inclui qualquer determinante de proteina ca-
paz de ligagio especifica a um receptor de célula T ou imunoglobulina. Os
determinantes epitdpicos normalmente consistem em agrupamentos de su-
perficie quimicamente ativos de moléculas tal como cadeias laterais de agu-
car ou aminoacidos e normalmente tém trés caracteristicas estruturais di-
mensionais especificas, bem como as caracteristicas de carga especificas.
Os epitopos conformacionais e ndo-conformacionais sdo distintos pelo fato
de que a ligag@o ao anterior porém n&o ao Ultimo é perdida na presenca de
solventes de desnaturagao. _

"Material instrutivo," quando tal termo é aqui erhpregado, inclui
uma’ publicagdo, um registro, um diagrama, ou qualquer outro meio de ex-
pressao que possa ser empregado para comunicar a utilidade do composto,
combinagio e/ou composigdo da invengdo no kit para afetar, aliviar ou tratar
as varias doengas- ou disturbios recitados aqui. Opcionalmente, ou alterna-
damente, o material instrutivo pode descrever um ou mais métodos para ali-
viar as doengas ou disturbios em uma célula, um tecido, ou um mamifero,
incluindo como descrito em outro lugar aqui.

O material instrutivo do kit pode, por exemplo, ser anexado a um
recipiente que contenha o composto e/ou composigdo da invencdo ou ser
transportado junto com um recipiente que contenha o composto e/ou com-
posicao. Alternativamente, o material instrutivo pode ser transportado sepa-

radamente do recipiente com a intengdo de que o recipiente use o material
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instrutivo e o composto cooperativamente.

Exceto quando notado, os termos "paciente" ou "individuo" sao
alternadamente empregados e referem-se aos mamiferos tal como.os paci-
entes humanos e primatas ndao-humanos, bem como individuos veterinarios
tal como coelhos, ratos, e camundongos, e similares animais. Preferivelmen-
te, paciente refere-se a um humano.

Observagao convencional é empregada aqui para retratar as se-
quéncias de polipeptideo: a extremidade esquerda de uma sequiéncia de po-
lipeptideo é a terminagdo de amino; a extremidade direita de uma sequiéncia
de polipeptideo é a Vterminagéo de carboxila.

| Pela frase "especificamente liga-se," como empregado aqui, é
entendido um composto, por exemplo, uma proteina, um acido nucléico, um
anticorpo, e similares que reconhece e liga uma molécula especifica, porém
nao-substancialmente reconhece ou liga outras moléculas em uma amostra.
Por exemplo, um anticorpo ou um inibidor de peptideo que reconhece e liga
um ligando cognato (por exemplo, um ahticorpo anti-CTLA4 que se liga com
seu antigeno cognato, CTLA4) em uma amostra, porém ndo reconhece
substancialmente ou liga outras moléculas na amostra. Desse modo, sob as
condigGes de ensaio designadas, a porgdo de ligagdo especiﬁcéda (por e-
xemplo, um anticorpo ou uma porgdo de ligagdo de antigeno deste) liga-se
preferencialmente a uma molécula alvo particular e ndo se liga em uma
quantidade significante a outros componentes presentes em uma amostra de
teste. Uma variedade de formatos de ensaio pode ser empregada para sele-
cionar um anticorpo que especificamente liga uma molécula de intéresse.
Por exemplo, imunoensaio de ELISA de fase solida, imunoprecipitagdo, ana-
lise de manchamento do Oeste e BlAcore, sdo empregados para identificar
um anticorpo que especificamente reage com CTLA4. Tipicamente uma rea-
¢ao especifica ou seletiva sera pelo menos duas vezes o sinal e ruido de
base e mais tipicamente mais de 10 vezes a base, ainda mais especifica-
mente, um anticorpo € dito "especificamente ligar" um antigeno quando a
constante de dissociagdo de equilibrio (Kp) é < 1 uM, preferivelménte < 100

nM e preferiveimente < 10 nM.
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O termo "Kp" refere-se a uma constante de dissociagdo de equi-
librio de uma interagao de anticorpo-antigeno particular.

Como empregado aqui, "substancialmente puro” significa uma
espécie objeto que é a espécie predominante presente (isto &, em uma base
molar é mais abundante do que qualquer outra espécie individual na compo-
sicdo), e preferivelmente uma fracdo substancialmente purificada € uma
composicdo onde a espécie objeto (por exemplo, um anticorpo anti-CTLA4)
compreende pelo menos cerca de 50 por cento (em uma base molar) de to-
das as espécies macromoléculares presentes. Geralmente, uma composigao
substancialmente pura compreendera mais do que cerca de 80 por cento de
todas as espécies macromoleculares presentes na composi¢do, mais prefe-
rivelmente mais do que cerca—de 85%, 90%, 95%, e 99%. Mais preferivel-
mente, a espécie objeto é purificada para homogeneidade essencial (as es-
pécies contaminantes ndo podem ser detectadas na composi¢do por méto-
dos de detecgdo convencionais) onde a composi¢do consiste essencialmen-
te em uma Unica espécie macromolecular.

Como empregado aqui, "tratar" significa reduzir a frequéncia
com a qual os sintomas de uma doenca (isto &, metastase e/ou crescimento
de tumor, ou outro efeito mediado pela atividade e/ou nameros de células
imunes, e similares) sao experimentados por um paciente. O termo inclui a
administragao dos compostos ou agentes da presente invengao para preve-
nir ou retardar o comecgo dos sintomas, complicagdes, ou indicios bioguimi-
cos de uma doenga (por exemplo, elevagao do nivel de PSA), aliviar os sin-
tomas ou deter ou inibir também o desenvolvimento da doenga, condigdo, ou
disturbio. O tratamento pode ser profilatico (para prevenir ou retardar o co-
mego da doenga, ou para prevenir a manifestacdo de sintomas clinicos ou

subclinicos destes) ou supresséo terapéutica ou alivio de sintomas apds a

: manifeétagéo da doenga.

l. Terapia de Combinacao de Anticorpo-Inibidor de Aromatase

A invencao refere-se a métodos para a administragdo de um an-
ticorpo que liga CTLA4 humano, ou uma porgdo de ligagdo de antigeno do

anticorpo, em combinacdo com terapia hormonal (por exemplo, inibidor de
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aromatase) para tratar cancer de mama. A combinagao de bloqueio de C-
TLA4 com reducgdo no nivel de estrogénio em um paciente de acordo com
um método da invencdo pode fornecer um beneficio terapéutico sinérgico
como mais completamente descrito abaixo.

Embora a invengao abranja numerosas terapias de combinagao
onde o anticorpo € administrado ao paciente em combinagdao com pelo me-
nos um inibidor de aromatase, a presente invengao nao esta limitada de mo-
do algum aos agentes exemplificados, que sdo apresentados aqui para pro-
positos ilustrativos somente.

Em uma modalidade, uma combinag@o de um anticorpo de C-

 TLA4, ou uma porg&o de ligagdo de antigeno deste, e um inibidor de aroma-

tase ("Al") € administrada a um paciente de cancer de mama. Em um aspec-
to, o inibidor de aromatase é selecionado do grupo que consiste em anastro-
zol, letrozol e exemestano que estdo comercialmente disponiveis como A-
RIMIDEX, FEMARA e AROMASIN respectivamente. Mais preferivelmente, o
inibidor de aromatase & exemestano. Isto é porque um efeito sinérgico ou
aditivo € mediado por administracdo de uma combinagdao que compreende
um anticorpo anti-CTLA4 e um Al. Sem desejar estar ligada a qualquer teoria
particular da invengao, a terapia de Al pode aumentar, talvez por alteragdes
apoptoéticas ou outras alteragdes arquitetonicas, exposi¢ao do antigeno(s) de
tumor especifico de cancer de mama ao sistema imune tél que a resposta
imune para a célula de tumor seja aumentada. Isto €, a terapia hormonal po-
de criar ou aumentar uma fonte de antigeno de tumor especifico mediado
por morte de célula de tumor que, sucessivamente, pode alimentar o antige-
no de tumor em vias de apresentagado de antigeno hospedeiro. O anticorpo
anti-CTLA4 media uma resposta imune aumentada aos niveis aumentados
de antigeno de tumor especifico na via apresentagdo de antigeno desse
modo forhecendo um efeito terapéutico sinérgico potencial quando combina-
do com a terapia de inibidor de aromatase. Outras terapias de combinagéo
que podem resultar em sinergia com realce de anti-CTLA4 da resposta imu-
ne através da liberagcao de morte de célula de antigenos de tumor especifico

sdo radiagao, cirurgia, e quimioterapia, entre outras.
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Sem desejar estar ligada por qualquer teoria da invengdo, a
combinagdo de bloqueio de CTLA4 e inibicdo de aromatase pode induzir
uma resposta imunologica mais robusta ao cancer de mama do que o espe-
rado. Portanto, a combinagdo de bloqueio de aromatase empregando, entre
similares, exemestano, em combinagdo com um anticorpo anti-CLTA4, pode
fornecer um efeito sinérgico potencial desse modo fornecendo um tratamen-
to terapéutico novo importante para o cancer de mama.

Os métodos da invengdo podem ser realizados como uma tera-
pia neoadjuvante antes da‘cirurgia, terapia de radiagdo, ou qualquer outro
tratamento localizado, a fim de sensibilizar as células de tumor ou de outro
modo conceder um beneficio terapéutico ao paciente. Entretanto, a invengéo
nao esta limitada a composigdo de neoadjuvante. De preferéncia, os méto-
dos da invengéo podem ser empregados ao longo da doenga inteira e trata-
mento continuum, por exemplo, porém n3o-limitado a, terapia adjuvante, de
primeira linha, segunda linha, terceira linha, e similares, para cancer de ma-
ma.

Em uma modalidade, o cancer de mama ¢ receptor de estrogé-
nio positivo (ER+), tal que a inibicdo de aromatase reduza o nivel de estro-
génio desse modo afetando o tumor. Em um aspecto, o tumor ER+ esta pre-
sente em uma paciente mulher pés-menopausica (pés-men) o, tal que a di-
minuicdo do nivel de estrogénio medeie um efeito antitumor terapéutico no
paciente. Entretanto, ao mesmo tem em que pode ser preferivel administrar
a terapia Al a um paciente ER+ pds-menopausico, a presente inven¢io néo
esta limitada a tal paciente, porém de preferéncia, compreende a administra-
¢ao de terapia de inibidor de aromatase- anticorpo anti-CTLA4 a qualquer
paciente que possa derivar um beneficio terapéutico de uma combinagio de
nivel de estrogénio diminuido combinado com realce imune por blogueio de
CTLA4, como determinado pelo técnico versado equipado com os ensina-

mentos fornecidos aqui.

Il. Regimes de dosagem
Os regimes de dosagem podem ser ajustados para fornecer a

resposta desejada ideal. Por exemplo, um bolo tnico pode ser administrado,
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varias doses divididas podem ser administradas com o passar do tempo ou a
dose bode ser proporcionalmente reduzida ou aumentada como indicado pe-
las exigéncias da situagdo terapéutica. E especialmente vantajoso formular
composigbes parenterais né forma de unidade de dosagem para facilidade
de administragdo e uniformidade de dosagem. A forma de unidade de dosa-
gem como empregado aqui refere-se as unidades fisicamente discretas ade-
quadas como dosagens unitarias para os individuos mamiferos a serem tra-
tados; cada unidade contendo uma quantidade predeterminada de composto
ativo calculado para produzir o efeito terapéutico desejado em associagao

com o portador farmacéutico requerido. A especificagdo para as formas de

dosagem de unidade da invencdo é ditada por, e diretamente dependente

(a) das caracteristicas Unicas do anticorpo e do efeito terapéutico ou profila-
tico particular a ser obtido, e (b) das limitagbes inerentes na técnica de com-
posi¢do de um tal composto ativo para o tratamento de sensibilidade em in-
dividuos.

Umas faixas no limitantes, exemplares para uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz de um anticorpo, administrado de acordo com a in-
vencgao, € pelo menos cerca de 1 mg/kg, pelo menos cerca de 5 mg/kg, pelo
menos cerca de 10 mg/kg, mais do que cerca de 10 mg/kg, ou pelo menos
cerca de 15 mg/kg, por exemplo, cerca de 1-30 mg/kg, ou, por exemplo, cer-
ca de 1-25 mg/kg, ou, por exemplo, cerca de 1-20 mg/kg, ou, por exemplo,
cerca de 5-20>mg/kg, ou, por exemplo, cerca de 10-20 mg/kg, ou, por exem-
plo, cerca de 15-20 mg/kg, ou, por exemplo, cerca de 15 mg/kg. Devera ser
obsefvado que os valores de dosagem podem variar com o tipo e severfdade
da condigdo a ser aliviado, e pode incluir doses Unicas bu multiplas. Deve
ser também entendido que para qualquer individuo particular, os regimes de
dosagem especificos deveriam ser ajustados com o passar do tempo de a-
cordo com a necessidade do individuo e com o julgamento profissional da
pessoa administrando ou supervisionando a administracdo das composi-
coes, e que as faixas de dosagem apresentadas aqui sdo exemplares so-
mente e nao e pretendido limitar o escopo ou pratica da composi¢ao reivin-

dicada. As dosagens e regimes apropriados determinantes para administra-
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¢ao do anticorpo sdo bem-conhecidos na técnica pertinente e seria entendi-
do serem abrangidos pelo técnico uma vez que fornecido os ensinamentos
descritos aqui.

| Em uma modalidade, o anticorpo é administrado em uma formu-
lagéo intravenosa como uma solugdo aquosa estéril que contém cerca de 5
a 20 mg/mi de anticorpo, em um sistema de tamp&o apropriado.

Em uma modalidade, para administragdo de doses baixas, parte
da dose € administrada por um bolo intravenoso e o resto por infusdo da
formulagdo de anticorpo. Por exemplo, uma injegdo intravenosa de 0,01
mg/kg do anticorpo pode ser dada como um bolo, e o resto de uma dose de
anticorpo predeterminada pode ser administrado através de injecdo intrave-
nosa. Em outra modalidade, a dose baixa inteira € administrada como uma
injega@o de bolo Unica. Para doses mais altas, por exemplo, 3 mg/kg, o anti-
corpo. nao & administrado como um bolo, porém a quantidade total é admi-
nistrada através de infusdo. Uma dose predeterminada do anticorpo pode
ser administrada, por exemplo, durante um periodo de cerca de uma hora e
meia a cerca de cinco horas.

A presente invencgao refere-se a administracdo de uma combina-
(;50 de um anticorpo anti-CTLA4 e um inibidor de aromatase. O técnico ver-
sado apreciaria que a combinagdo pudesse ser administréda simultanea-
mente ou os dois agentes pudessem ser administrados em tempos diferen-
tes. Por exemplo, em uma modalidade, o anticorpo. € administrado como
uma infus@o e/ou inje¢do Unica e o inibidor de aromatase (por exemplo, e-
xemestato) € administrado uma vez por dia que comeca antes, durante, ou
depois da administragdo do anticorpo. Tipicamente, exemestano é adminis-
trado diariamente, uma vez por dia, normalmente na mesma hora do dia e
acompanhado com uma refeicdo. Entretanto, a presente invengdo ndo esta
limitada a qualquer dosagem ou regime de administragdo particular para um
inibidor de aromatase. De preferéncia, a dose, rotina e regime ideal, para
administragéo do anticorpo e do inibidor de aromatase, podem ser faciimente
determinados por alguém de experiéncia ordinaria técnica pertinente que

usa meétodos bem-conhecidos.
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Por exemplo, uma dose Unica ou doses mdltiplas do anticorpo
podem ser administradas. Alternativamente, pelo menos uma dose, ou pelo
menos trés, seis ou 12 doses podem ser administradas. As doses podem ser
administradas, por exemplo, a cada duas semanas, mensalmente, a cada
vinte dias, a cada 25 dias, a cada 28 dias, a cada 30 dias, a cada 40 dias, a
cada 6 semanas, a cada 50 dias, a cada dois meses, a cada 70 dias, a cada
80 dias, a cada trés meses, a cada seis meses ou anualmente. Além disso, o
inibidor de aromatase pode ser administrado diariamente, varias vezes ou
uma vez por dia, semanalmente, a cada duas semanas, em cada terceira

semana, cada quarta semana, mensalmente, cada trés meses, cada seis

~meses, uma vez por ano, ou qualquer outro periodo que forneca um benefi-

cio terapéutico ao paciente determinado pelo médico qualificado.

O anticorpo pode ser administrado até a progressio da doenca,
ou toxicidade intoleravel, ou até 12 ciclos sucessivos, qualquer que seja o
tempo mais curto. O anticorpo pode também ser administrado empregando
um regime que compreende a adminiStrégéo de uma dose de carregamento
seguido por uma mais baixa. Os cursos repetidos de pelo menos um, e mais
preferivelmente varios ciclos de anticorpo e um inibidor de aromatase podem
ser administrados a um paciente que experimenta uma recorréncia de tumor
0 qual teve beneficio previamente derivado da administragdo da combinagéo
de um anticor_po anti-CTLA4 e um inibidor de aromatase.

Em uma modalidade, uma Unica inje¢cdo que compreende o anti-
corpo anti-CTLA4 é administrada a um paciente intravenosamente em uma
dose de cerca de 3 mg/kg a cada vinte e oito dias. Uma dose de aproxima-
damente 25 mg por dia de exemestano também é administrada ao paciente,
ou antes de, durante e/ou depois da administragdo do anticorpo. Em uma
modalidade da invengdo, uma dose Unica que compreende o anticorpo anti;
CTLA4 é’a‘dministrada a um paciente intravenosamente em uma dose de
cerca de 3 mg/kg, preferivelmente, cerca de 6 mg/kg, mais preferivelmente,
cerca de 10 mg/kg, preferivelmente, cerca de 15 mg/kg, a cada trés meses.
Uma dose de aproximadamente 25 mg por dia de exemestano também é

administrada ao paciente, ou antes de, durante e/ou depois da administracao
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do anticorpo. Em outra modalidade, uma injegao de bolo que compreende
um anticorpo anti-CTLA4 é administrada a um paciente intravenosamente
em uma dose mais alta do que 3 mg/kg (por exemplo, 6, 10, 15, 20, 25, 30,
35 ou 40 mg/kg) a cada vinte e oito dias. A dose pode ser ajustada como co-
nhecido na técnica baseado em, entre similares fatores, toxicidade, se algu-
ma, e eficacia terapéutica. Uma dose de aproximadamente 25 mg por dia de
exemestano também é administrada ao paciente, ou antes de, durante e/ou
depois da administragao do anticorpo.

A combinagao vde inibidor de aromatase-anticorpo pode ser -ad-
ministrada como uma terapia adjuvante sistémica de primeira linha, ou pode
ser administrada ao paciente como uma terapia neoadjuvante antes da ci-
rurgia, terapia de radiagdo, ou qualquer outro tratamento, a fim de sensibili-
zar as células de tumor ou de outro modo conceder um beneficio terapéutico
ao paciente.

Além disso, a combinacdo pode ser administrada como uma te-
rapia de segunda linha, tal como, mas ndo-limitado a, uma vez que a terapia
de tamoxifen de primeira linha tenha falhado. Alternativamente, a combina-
¢ao pode ser administrada simultaneamente com terapia de tamoxifen, e ou
é qualquer momento durante a terapia de tamoxifen, que tipicamente e ad-
ministrada durante cerca de cinco anos seguinte o tratamento inicial. Em ou-
tra modalidade, a combinagéo de anﬁcorpo anti-CTLA4 e exemestano pode
ser administrada a um paciente seguinte cerca de dois ou trés anos de ta-
moxifen ou outra terapia adjuvante. Isto é porque foi demonstrado que a te-
rapia de exemestano seguinte cerca de dois a trés anos de terapia de tamo-
xifen fornece um beneficio terapéutico ao mesmo tempo em que reduzindo
os efeitos colaterais de terapia de tamoxifen.

Desse modo, uma combinagdo de um anticorpo anti-CLTA4 e

- um inibidor de aromatase, preferivelmente, exemestano, pode fornecer um

beneficio terapéutico uma vez que a terapia de tamoxifen tenha falhado,
uma vez que a terapia adjuvante sistémica empregando outro inibidor de a-
romatase (por exemplo, anastrozol, letrozol, e similares) tenha falhado, e/ou

depois de administragdo de tamoxifen durante cerca de dois a trés anos, en-
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tre similares. Portanto, a invencao abrange a administragdo de um anticorpo
anti-CTLA4 e um inibidor de aromatase em combinagdo com ou seguinte a
terapia anti-hormonal adicional, incluindo, porém nao-limitado a, tamoxifen,
anastrozol, letrozol e fulvestrant como seria apreciado por alguém versado
na técnica com base na descrigao fornecida aqui.
lll. Anticorpos Anti-CTLA4

Em uma modalidade, o anticorpo de CTLA4 empregado na in-

vencdo compreende uma cadeia pesada onde a seqiéncia de aminoacido
do V4 compreende as seqliéncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID
NOs: 3, 15 e 27. Em ainda outra modalidade, o V_ do anticorpo de CTLA4

" compreende as seqléncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID NOs:9,

21 e 33. Mais preferivelmente, as regides de Vy e V| do anticorpo compre-
endem as seqiiéncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID NO:3 (Vy
4.1.1) e SEQ ID NO:9 (V_ 4.1.1), respectivamente; as sequéncias de amino-
écido-apre.sentadas em SEQ ID NO:15 (V4 4.13.1) e SEQ ID NO:21 (V,
4.13.1), respectivamente; e as seqiiéncias de aminoacido apresentadas em
SEQ ID NO:27 (V4 11.2.1) e SEQ ID NO:33 (VL 11.2.1), respectivamente.
Mais preferivelmente, o anticorpo é ticilimumab (também conhecido como
CP-675,206) que tem as seqliéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve
de anticorpo 11.2.1. ,

Em ainda outra modalidade, a sequéncia de aminoacido da ca-
deia pesada Compreende a seqliéncia de aminoacido codificada por um aci-
do nucléico que compreende as sequéncias de acido nucléico apresentadas
em SEQ ID NOs:1, 13, e 25. Em ainda outra modalidade, a cadeia leve
compreende a sequiéncia de aminoacido codificada pbr um acido nucléico
que compreende as seqliéncias de acido nucléico apresentadas em SEQ ID
NOs: 7, 19 e 31. Mais preferivelmente, as cadeias pesada e leve compreen-
dem as séq(jéncias de aminoacido codificadas por acidos nucléico que com-
preendem as seqiiéncias de acido nucléico apresentadas em SEQ ID NO:1
(cadeia pesada 4.1.1) e SEQ ID NO:7 (cadeia leve 4.1.1), respectivamente;
as sequéncias de acido nucléico, apresentadas em SEQ ID NO:13 (cadeia

pesada 4.13.1) e SEQ ID NO:19 (cadeia leve 4.13.1), respectivamente; e as
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seqliéncias de acido nucléico, apresentadas em SEQ ID NO:25 (cadeia pe-
sada 11.2.1) e SEQ ID NO:31 (cadeia leve 11.2.1), respectivamente.

| Além disso, o anticorpo pode compreender uma sequéncia de
aminoacido de cadeia pesada que compreende seqliéncias aminoacido de
CDR humano derivadas do gene de Vy 3-30 ou 3-33, ou substituicdes con-
servativas ou mutagbes somaticas aqui. E entendido que o gene de Vy 3-30
ou Vy 3-33 codifica de FR1 até FR3 da regido variavel de cadeia pesada de
uma molécula de anticorpo. Desse modo, a invengdo abrange um anticorpo
que compartilha pelo menos 85%, mais preferivelmente, pelo menos 90%,
ainda mais preferivelmente, pelo menos 91%, ainda mais preferivelmente,
pelo menos 94%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 95%, mais prefe-
rivelmente, pelo menos 97%, ainda mesmo mais preferivelmente, pelo me-
nos 98%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 99%, e preferivelmente,
100% de identidade, com a seqliéncia de FR1 até FR3 de um anticorpo se-
lecionado do grupo que consiste em 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.131,
4.14.3,6.1.1,11.2.1,11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1, 2.9.1.1, 10D1, e DP-50.

O anticorpo pode também compreender as regiées de CDR em
sua cadeia leve derivada do gene de A27 ou 012 ou pode compreender as
regides de CD.R de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em
3.1.1, 4.1.1, 48.1, 4102, 413.1, 4143, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.71,
12.3.1.1, 2.9.1.1, 10D1. |

Em outras modalidades da invengéao, o a'nticorpo inibe a ligacao
entre CTLA4 e B7-1, B7-2, ou ambos. Preferivelmente, o anticorpo pode ini-
bir a ligagdo com B7-1 com um ICsy de cerca de 100 nM ou menos, mais
preferivelmente, cerca de 10 nM ou menos, por exemplo cerca de 5 nM ou
menos, ainda mais preferivelmente, cerca de 2 nM ou menos, ou ainda mais

preferivelmente, por exemplo, cerca de 1 nM ou menos. Do mesmo modo, o

: anticorpo pode inibir a ligagdo com B7-2 com um ICs, de cerca de 100 nM ou

menos, mais preferiveimente, 10 nM ou menos, por exemplo, ainda mais
preferivelmente, cerca de 5 nM ou menos, ainda mais preferivelmente, cerca
de 2 nM ou menos, ou ainda mais preferivelmente, cerca de 1 nM ou menos.

Além disso, em outra modalidade, o anticorpo anti-CTLA4 tem
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uma afinidade de ligagdo para CTLA4 de cerca de 108, ou maior afinidade,
mais preferivelmente, cerca de 10° ou maior afinidade, mais preferivelmen-
te, cerca de 10™'° ou maior afinidade, e ainda mais preferivelmente, cerca de
10™"" ou maior afinidade.

O anticorpo anti-CTLA4 inclui um anticorpo que compete para li-
gagao com um anticorpo que tem seqiiéncias de aminoacido de cadeia pe-
sada e leve de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em 4.1.1,
6.1.1, 11.21, 413.1 e 4.14.3. Além disso, o anticorpo anti-CTLA4 pode
competir para ligagdo com anticorpo 10D1.

Em outra modalidade, o anticorpo preferivelmente interage com

‘um anticorpo que tem uma seqliéncia de cadeia pesada e leve, uma se-

quéncia de cadeia leve varidavel e uma pesada variavel, e/ou as seqléncias
de CDR pesadas e leves de anticorpo 4.1.1, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1. ou 11.2.1.
Por exemplo, o anticorpo pode ligar-se ao epitopo ao qual um anticorpo que
tenha seqiéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve, seqiiéncias vari-
aveis e /ou seqiiéncias de CDR, de um »anticorpo selecionado do grupo que
consiste em 4.1.1, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, ou 11.2.1 se ligue. Em outra modali-
dade, o anticorpo interage com um anticorpo que tem seqiiéncias de cadeia
pesada e leve, ou seqliéncias de ligagdo de antigeno, de 10D1 (MDX-D010).

Em outra modalidade, a invengdo é praticada empregando um
anticorpo anti-CTLA4 que compreende uma cadeia pesada que compreende
as seqﬁénciaé de aminoacido de CDR-1, CDR-2, e CDR-3, e uma cadeia
leve que compreende as sequéncias de aminoacido de CDR-1, CDR-2, e
CDR-3, de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em 3.1.1, 4.1.1,
4.8.1, 4.10.2, 4131, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 1161, 11.7.1, 12311, e
12.9.1.1, ou sequliéncias tendo alteragdes das seqiiéncias de CDR selecio-
nadas do grupo que consiste em alteragdes conservativas, onde as altera-
coes conservativas sdo selecionadas do grupo que consiste em substituigao
de residuos nédo-polares por outros residuos nao-polares, substituicao de re-
siduos carregados polares por outros residuos ndo carregados polares,
substituicdo de residuos carregados polares por outros residuos cérregados

polares, e substituicdo de residuos estruturalmente similares; substituicdes
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nao conservativas, onde as substituicbes ndo conservativas sdo seleciona-
das do grupo que consiste em substituicio de residuo carregado polar para
residuos ndo carregados polares e substituicdo de residuds ndo-polares pa-
ra residuos polares, adigoes e delegdes.

Em uma outra modalidade da inveng&o, o anticorpo contém me-
nos do que 10, 7, 5, ou 3 alteragdes de aminoacido da sequéncia de linha
germinativa na estrutura ou regiGes de CDR. Em outra modalidade, o anti-
corpo contem menos do que 5 alteragdes de aminoacido nas regides de es-
trutura e menos do que 10 élteragées nas regides de CDR. Em uma modali-
dade preferida, o anticorpo contém menos do que 3 alteragdes de aminoaci-
do nas regibes de estrutura e menos do que 7 alteragdes nas regides de
CDR. Em uma modalidade preferida, as alteragcGes nas regides de estrutura
sao conservativas e aquelas nas regides de CDR sdo mutagdes somaticas.

Em outra modalidade, o anticorpo compartilha pelo menos 80%,
mais preferiveimente, pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente, pelo
menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 94%, preferiveimente,
pelo menos 95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, de identidade-de
seqléncia (por exemplo, aminoacido, acido nucléico, ou ambos) ou similari-
dade de seqﬁéh_cia sobre as seqliéncias de tamanho natural de cadeia pe-
sada e leve, ou sobre a cadeia pesada ou a leve, s_eparadémente, com as
sequéncias de anticorpo 3.1.1, 4.1.1,' 4.8.1, 4.10.2, 413.1, 4.14.3, 6.1.1,
11.21, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1, 12.9.1.1, 10D1. Aindé mais preferivelmente,
0 anticorpo compartilha 100% de identidade de seqiiéncia ou similaridade de
sequéncia sobre a cadeia pesada e a cadeia leve, ou com a cadeia pesada
ou a cadeia leve, separadamente, de um anticorpo selecionado de anticorpo
3.1.1, 411, 48.1, 4.10.2, 413.1, 4143, 6.1.1, 11.21, 11.61, 11.71,
12.3.1.1,12.9.1.1, 10D1. |

"~ Emoutra modalidade, o anticorpo compartilha pelo menos 80%,
mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente, pelo
menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 94%, mais preferivel-
mente, pelo menos 95%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 99%, de

identidade de seqliéncia ou similaridade de seqiiéncia sobre as sequéncias
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de tamanho natural de cadeia pesada e leve, ou sobre a cadeia leve ou pe-
sada, separadamente, com as seqiiéncias de linha germinativa V, A27, linha
germinativa Vx 012, e linha germinativa DP50 (que & um alelo do loco de
gene de Vy 3-33). Ainda mais preferivelmente, o anticorpo compartitha 100%
de identidade de seqiiéncia ou similaridade de seqiiéncia sobre a sequéncia
de cadeia pesada de linha germinativa DP50 e/ou com a seqliéncia de ca-
deia leve de linha germinativa A27, ou linha germinativa O12.

Em uma modalidade, o anticorpo compartilha 80%, mais preferi-
velmente, pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 90%,

ainda mais preferivelmente, pelo menos 94%, preferivelmente, pelo menos

- 95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, de identidade de sequiéncia

(por exemplo, aminoacido, acido nucléico, ou ambos) ou similaridade de se-
quéncia sobre as sequéncias de regido variavel de cadeia pesada e leve, ou
sobre a sequiéncia de regido varidvel de cadeia leve ou pesada, separada-
mente, com as seqﬁéncias de anticorpo 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1,
4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1, 12.9.1.1, 10D1. Ainda mais
preferivelmente, o anticorpo compartilha 100% de identidade de sequéncia
ou similaridade de sequéncia sobre as seqiiéncias de regido variavel de ca-
deia pesada e cadeia leve, ou com a seqtiéncia de cadeia leve ou cadeia
pesada, separadamente, de um anticorpo selecionado de anticorpo 3.1.1,
411, 481, 4.10.2, 4.13.1, 4143, 6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1,
12.9.1.1, 10D1.

Em outra modalidade, o anticorpo compartilha pelo menos 80%,
mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais preferivelmente, pelo
menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 94%, mais preferivel-
mente, pelo menos 95%, ainda mais preferivelmente, pelo menos 99%, de
identidade de seqliéncia ou similaridade de seqiiéncia sobre a sequéncia de
regiao variavel de cadeia pesada com a seqiiéncia variavel de cadeia pesa-
da de linha germinativa pesada DP50 (que € um alelo do loco de gene de Vy
3-33) ou com a sequéncia variavel de cadeia leve de linha germinativa V,
A27, ou linha gefminativa Vk 012. Aindq mais preferivelmente, a Seqﬂéncia

de regido de cadeia pesada de anticorpo compartilha 100% de identidade de
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sequéncia ou similaridade de seqliéncia com a seqliéncia de linha germina-
tiva DP50 ou com a seqliéncia de cadeia leve de linha germinativa A27, ou
linha germinativa O12.

Em uma modalidade da presente invengao, o anticorpo comparti-
lha pelo menos 80%, mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais
preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos
95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, de identidade de seqiiéncia ou
similaridade de seqiiéncia com a cadeia pesada, a cadeia leve, ou ambas,
sequéncias FR1 até FR4 cbm as sequéncias de regiao FR1 até FR4 de anti-
corpo 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.7.1,
12.3.1.1, 12.9.1.1, 10D1. Ainda mais preferivelmente, o anticorpo comparti-
lha 100% de identidade de seqliéncia ou similaridade de seqiiéncia sobre as
sequéncias pesadas, leves, ou ambas, seqliéncias FR1 até FR4 com anti-
corpo 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,
12.3.1.1,12.9.1.1, e 10D1.

Em outra modalidade da presente invengéo, o anticorpo compar-
tilha pelo menos 80%, mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais
preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos
95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, e preferivelmente, cerca de
100%, de identidade de seqliéncia ou similaridade de seqijéncia com as se-
quéncias de cadeia pesada FR1 até FR3 com as sequéncias de regido FR1
até FR3 de linha germinativa DP50. |

Em ainda outra modalidade da presente invengdo, o anticorpo
compartitha pelo menos 80%, mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda
mais preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo
menos 95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, e preferivelmente, cer-

ca de 100%, de identidade de seqiiéncia ou similaridade de seqiiéncia com

- as sequéncias de cadeia leve FR1 até FR4 com as seqliéncias de regido

FR1 até FR4 de linha germinativa Vk A27, ou linha germinativa V, 012.
Em uma modalidade da presente invengao, o anticorpo comparti-
Iha pelo menos 80%, mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais

preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos
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95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, de identidade de sequéncia ou
similaridade de seqléncia com as sequéncias de CDR-1, CDR-2 e CDR-3
de cadeia pesada, cadeia leve, ou ambas, de anticorpo 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.10.2, 4.13.1, 4143, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12.3.1.1, 12.9.1.1, 10D1.
Ainda mais preferivelmente, o anticorpo compartilha 100% de identidade de
seqliéncia ou similaridade de sequiéncia sobre as seqiiéncias de CDR-1,
CDR-2 e CDR-3 pesadas, leves, ou ambas, com anticorpo 3.1.1, 4.1.1,
4.8.1,4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1, 12311, 12.9.1.1,
e 10D1.

Em outra modalidade da presente invengao, o anticorpo compar-

‘tilha pelo menos 80%, mais pfeferivelmente, pelo menos 85%, ainda mais

preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo menos
95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, e mais preferivelmente, cerca
de 100%, de identidade de seqliéncia ou similaridade de sequéncia com as
seqiéncias de CDR-1 e CDR-2 de cadeia pesada com as sequéncias de
CDR-1 e CDR-2 de linha germinativa DP50.

Em ainda outra modalidade da présente invengdo, o anticorpo
compartilha pelo menos 80%, mais preferivelmente, pelo menos 85%, ainda
mais preferivelmente, pelo menos 90%, ainda mais preferivelmente, pelo
menos 95%, mais preferivelmente, pelo menos 99%, e preferivelmente, cer-
ca de 100%, de identidade de sequéncia ou similaridade de sequéncia com
as e sequéncias de CDR-1, CDR-2 CDR-3 de cadeia leve com as sequén-
cias de CDR-1, CDR-2 e CDR-3 de Iihha germinativa V A27, ou linha germi-
nativa V, O12. _

Os exemplos de anticorpos empregaveis na presente invengao,
e métodos para produzi-los, sdo descritos, entre similares, no Pedido de Pa-
tente dos Estados Unidos n° 09/472.087, agora emitidos como Patente dos
Estados Unidos n° 6.682.736; Pedido Internacional n® PCT/US00/23356 (pu-
blicado em .1 de margo de 2001, como WO 01/14424) (por exemplo, anticor-
po 10D1, também conheéido como MDX-010, Medarex, Princeton, NJ); Pe-
dido Internacional n® PCT/US99/28739 (publicado em 8 de junho' de 2000,
como WO 00/32231); a Patente U.S. N° 5.811.097, 5.855.887, 6.051.227, e
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6.207.156; cada um dos quais estd aqui incorporado por referéncia. Ao
mesmo tempo em que a informacao sobre as sequéncias de acido nucléico
e aminodacido referindo-se a estes anticorpos é fornecida}aqui, outra infor-
macdo pode ser constatada na Patente dos Estados Unidos n° 6.682.736,
bem como WO 00/37504; as seqliéncias apresentadas nestes pedidos estdo
desse modo incorporadas aqui por referéncia.

Certos usos para estes anticorpos, para tratar varios canceres
foram descritos no Pedido de Patente dos Estados Unidos n° 10/153.382,
agora publicado como Publicagéo do Pedido de Patente dos Estados Unidos
n° 2003/0086930, que esta incorporado por referéncia como se apresentado
em sua totalidade aqui.

As caracteristicas de anticorpos anti-CTLA4 humanos uteis nos
métodos da invengado sdo descritas extensivamente em, por ekemplo, Paten-
te dos Estados Unidos n° 6.682.736, e inclui anticorpos que tém seqiiéncias
de aminoacido de um anticorpo tal como, porém nao-limitado a, anticorpo
3.11, 411, 481, 4102, 4131, 4143, 6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.71,
12.3.1.1, 12.9.1.1, e 10D1. A invengdo também refere-se aos métodos em-
pregando anticorpos que compreendem as seqiiéncias de aminoacido dos
CDRs das cadeias pesadas e leves destes anticorpos, bem como aquelas
compreendendo alteragbes nas regidoes de CDR, como descrito nos pedidos
e patentes citados acima. A invengao fambém trata de anticorpos que com-
preendem as regides variaveis das cadeias pesadas e leves destes anticor-
pos. Em outra modalidade, o anticorpo é selecionado de um anticorpo que
compreende as seqiiéncias de aminoacido de tamanho natural, regido varia-
vel, ou CDR das cadeias pesadas e leves de anticorpos 3.1.1, 4.1.1, 4.8.1,
4.10.2, 4.13.1, 4143, 6.1.1, 11.21, 11.6.1, 11.71, 12.3.1.1, e 12911, e
10D1.

Ao mesmo tempo em que os anticorpos anti-CTLA4 descritos
previamente aqui podem ser preferidos, o técnico versado, com base na
descrigdo fornecida aqui, apreciaria que a invengdo abrangesse uma ampla
variedade de anticorpos anti-CTLA4 e que ndo estivesse limitada a estes an-

ticorpos particulares. Mais particularmente, ao mesmo tempo em que os an-
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ticorpos humanos sdo preferidos, a invengéo esta de modo algum limitada a
anticorpos humanos; de preferéncia, a invengdo abrange anticorpos Uteis,
independente da origem da espécie, e inclui, entre similares, anticorpos qui-
méricos, primatizados e/ou humanizados. Além disso, embora os anticorpos
exemplificados aqui tenham sido obtidos empregando um mamifero transgé-
nico, por exemplo, um camundongo que compreende um repertério imune
humano, o técnico versado, com base na descri¢do fornecida aqui, entende-
ria que a presente invengdo ndo esta limitada a um anticorpo produzido por
este ou por qualquer outro método particular. Ao contrario, a invengao inclui

um anticorpo anti-CTLA4 produzido por qualquer método, incluindo, porém

‘nao-limitado a, um método conhecido na técnica (por exemplo, avaliagéo de

bibliotecas de exibigdo de fago, e similares) ou a ser desenvolvido no futuro
para a produgdo de um anticorpo anti-CTLA4 da invengdo. Com base na
descrigdo extensa fornecida aqui e, por exemplo, na Patente dos Estados
Unidos n° 6.682.736, por Hanson e similares, e Publicagdo do Pedido de Pa-
tente dos Estados Unidos n° 2002/0088014, alguém versado na técnica po-
de facilmente produzir e identificar um anticorpo Gtil para o tratamento de
cancer de mama em combinagdo com um agente terapéutico hormonal em-
pregando os novos métodos descritos aqui.

A presente invengdo abrange anticorpos humanos produzidos
empregando um mamifero ndo-humano transgénico, isto €, XenoMouse®
(Abgenix, Inc., Fremont, CA) como descrito na U.S. 6.682.736, por Hanson e
similares. |

Outro sistema de camundongo transgénico para produgéo de an-
ticorpos "humanos" é referido como "HuMAb-Mouse®" (Medarex, Princeton,
o NJ), que contém minilocos de gene de imunoglobulina humana que codifi-
ca as sequéncias de imunoglobulina de cadeia leve capa e pesada (mu e
gama) humana nao redispostas, junto com as mutagées alvos que desati-
vam o loco de cadeia capa ou um enddgeno (Lonberg e similares Nature
368:856-859 (1994), e Patente U.S. n° 5.770.429).

Entretanto, a invengéo usa anticorpos anti-CTLA4 huménos pro-

duzidos empregando qualquer mamifero transgénico tal como, porém no-
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limitado a, o Kirin TC Mouse® (Kirin Beer Kabushiki Kaisha, Toquio, Jap&o)
como descrito em, por exemplo, Tomizuka e similares, Proc Nat! Acad Sci
USA 97:722 (2000); Kuroiwa e similares, Nature Biotechndl 18:1086 (2000);
Publicagio de Pedido de Patente dos Estados Unidos n° 2004/0120948, por
Mikayama e similares; e o HuMAb-Mouse® (Medarex, Princeton, NJ) e Xe-
noMouse® (Abgenix, Inc., Fremont, CA), supra. Desse modo, a invengao a-
brange empregar um anticorpo anti-CTLA4 produzido embregando qualquer
animal transgénico ou outro animal ndo-humano.

Em outra modélidade, os anticorpos empregados nos métodos
da inveng&o ndo sdo completamente humanos, mas "humanizados". Em par-
ticular, os anticorpos de camundongo ou anticorpos de outras espécies po-
dem ser "humanizados" ou "primatizados" empregando técnicas bem-
conhecidas na técnica. Vide, por exemplo, Winter e Harris Immunol. Today
14:43-46 (1993), Wright e similares Crit. Reviews em Immunol. 12:125-168
(1992), e Patente dos Estados Unidos n° 4.816.567, por Cabilly e similares,
e Mage e Lamoyi em Monoclonal Antibody Production Techniques and Ap-
plications. pp 79-97, Marcel Dekker, Inc., Nova lorque, NY (1987). Desse
modo, os anticorpos quiméricos humanizados, anticorpos anti-CTLA4 deri-
vados de qualcjuer espécie (incluindo anticorpos de cadeia unica obtidos de
camelideos como descrito em, por exemplo, Patente U.S. Nos. 5.759.808 e
6.765.087, por Casterman e Hamers),‘ bem como qualquer anticorpo huma-
no, pode ser combinado com um agente terapéutico.para praticar os novos
meétodos descritos aqui.

| Como sera apreciado com base na descrigéo fornecida aqui, os
anticorpos para uso na invengdo podem ser obtidos de um mamifero nio-
humano transgénico, e hibridomas derivados destes, porém podem também
ser expressos em linhagens de célula exceto hibridomas. |
. As linhagens de célula de mamifero disponiveis como hospedei-
ros para expressao sdo bem-conhecidas na técnica e incluem muitas linha-
gens de célula imortalizadas disponiveis da American Type Culture Collecti-
on (ATCC), incluindo porém n&o-limitado a células de ovario de hamster chi-
nés (CHO), células NSO, Sp2, HEK, e Hela, células de rim de hamster bebé
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(BHK), células de rim de macaco (COS), e células de carcinoma hepatocelu-
lar humano (por exemplo, Hep G2). As células eucaribticas e procaridticas
de ndo-mamifero também podem ser empregadas, incluindo células bacteri-
anas, de levedura, inseto, e planta.

Varios sistemas de expresséo podem ser empregados quando
bem-conhecidos na técnica, tal como, porém n3o-limitado aqueles descritos
em, por exemplo, Sambrook e Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Ap-
proach, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY (2001), e Ausubel
e similares, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY

(2002). Estes sistemas de expressao incluem sistemas com base em diidro-

folato reductase (DHFR), entre muitos outros. O sistema de glutamina sinte-

tase de express&o é descrito em todo ou parte com relagdo as Patentes Eu-
ropéias n° 0216846B1, n° 025605581, e n° 0323997B1, e Pedido de Patente
Europeu n° EP89303964. Em uma modalidade, o anticorpo empregado é fei-
to em células NSO empregando um sistema de glutamina sintetase (GS-
NSO). Em outra modalidade, o anticor’po‘é feito em células CHO empregan-
do um sistema de DHFR. Ambos os sistemas sdo bem-conhecidos na técni-
ca e sdo descritos em, entre similares, Barnes e similares Biotech & Bioen-
gineering 73:261-270 (2001), e referéncias citadas aqui.

A mutagénese dirigida ao sitio do dominio de CH2 de anticorpo

para eliminar a glicosilagdo pode ser preferida a fim de prevenir as altera-

¢Oes em quaisquer das fungdes de imunogenicidade, farmacocinéticos e/ou

efetoras resultante da glicosilagdo ndo-humana. Além disso, o anticorpo po-
de sér desglicosilado por métodos enzimaticos (vide, por exemplo, Thbtaku-
ra e similares Meth. Enzymol. 138:350 (1987)) e/ou qui'micos (vide, por e-
xemplo, Hakimuddin e similares, Arco. Biochem. Biophys. 259:52 (1987)).
Além disso, a invengdo abrange empregar um anticorpo anti-
CTLA4 qué compreende um padréo de glicosilagao alterado. O técnico ver-
sado apreciaria, com base na descricdo fornecida aqui, que um anticorpo
anti-CTLA4 pudesse ser modificado para compreender sitios de glicosilagéo
adicionais, menores ou diferentes comparados com o anticorpo dé ocorrén-

cia natural. Tais modificagbes sdo descritas em, por exemplo, Publicagdes
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de Pedido de Patente dos Estados Unidos Nos. 2003/0207336, e
2003/0157108, e Publicagbes de Patente Internacional Nos. WO 01/81405 e
00/24893. |

Adicionalmente, a invengdo compreende empregar um anticorpo
anti-CTLA4 independente da glicoforma, se alguma, presente no anticorpo.
Além disso, os métodos para extensivamente remodelar a glicoforma pre-
sente em uma glicoproteina sao bem-conhecidos na técnica e incluem, por
exemplo, aqueles descritos nas Publicagées de Pétente Internacional Nos.
WO 03/031464, WO 98/58964, e WO 99/22764, e Publicagdes do Pedido de
Patente Nos. 2004/0063911, 2004/0132640, 2004/0142856, 2004/0072290,
e Patente dos Estados Unidos n° 6.602.684 por Umana e similares.

Além disso, a invengdo abrange empregar um anticorpo anti-
CTLA4 com qualquer modificagdo nao-covalente e covalente conhecida na
técnica, incluindo, porém néo-limitado a, ligar o polipeptideo a um de uma
variedade de polimeros nao-proteinaceos, por exemplo, polietileno glicol, po-
Iipropileno glicol, ou polioxialquilenos, da maneira apresentada, por exemplo,
nas Publicagbes de Pedido de Patente dos Estados Unidos Nos.
2003/0207346 e 2004/0132640, e Patente U.S. Nos. 4.640.835; 4.496.689;
4.301.144; 4.670.417; 4.791.192; 4.179.337.

Adicionalmente, a invengdo abrange empregar um anticorpo an-
ti-CTLA4, ou porgao de ligagao de anﬁgeno deste, proteina quimérica com-
preendendo, por exemplo, um polipeptideo de albumina de soro humano, ou
fragmento do mesmo. Se a proteina quimérica for produzida empregando
métodos recombinantes por, por exemplo, clonagem de um &acido nucléico
quimeérico que codifica a proteina quimérica, ou por ligagdo quimica das du-
as porgoes de peptideo, o técnico versado entenderia uma vez armado com
os ensinamentos fornecidos aqui que tais proteinas quiméricas sao bem-
conhecidas na técnica e poderdo conceder propriedades bioldgicas deseja-
veis tal como, porém nao-limitado a, estabilidade aumentada e meia vida de
soro para o anticorpo da invengao e tais moléculas serdo portanto incluidas
aqui.

Os anticorpos que sdo gerados para uso na invengdo, ndo ne-
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cessitam inicialmente possuir um isétipo particular desejado. De preferéncia,
o anticorpo quando gerado pode possuir qualquer isétipo e pode ser isétipo
comutado por conseguinte empregando técnicas convencionais. Estes inclu-
em técnicas recombinantes diretas (vide, por exemplo, Patente dos Estados
Unidos 4.816.397), e técnicas de fusdo de célula-célula (vide, por exemplo,
Patente dos Estados Unidos n°® 5.916.771).

A fungao efetora dos anticorpos empregados na invengédo pode
ser alterada por comutagdo do isétipo para um IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgD,
IgA, IgE, ou IgM para varios usos terapéuticos. Além disso, a dependéncia

do complemento para morte de célula pode ser evitada através do uso de bi-

- especificos, imunotoxinas, ou radiorrétulos, por exemplo.

Embora o anticorpo 4.1.1, 4.13.1 e 11.2.1 sejam anticorpos de
IgG2 e as sequéncias das regides varidveis dos anticorpos sejam fornecidas
aqui (figuras 1-3), e nos pedidos e patentes referenciados e incorporados
aqui, € entendido que as seqliéncias de tamanho natural destes anticorpos
sdo abrangidas aqui, bem como o uso de qualquer anticorpé que compreen-
de as seqliéncias apresentadas nas SEQ ID NOs:1-36, e também compre-
endendo quaisquer regides constante, independente do isétipo como mais
completamente descrito em outro lugar aqui. Do mesmo modvo, qualquer an-
ticorpo que compreende a seqiiéncia de tamanho natural de 10D1, ou qual-
quer porgao do mesmo, _incldindo uma sequéncia que codifica uma porgao
de ligagao de antigeno de 10D1, pode ser empregado de acordo com 0s mé-
todos da invencgao. ‘

| Desse modo, o técnico versado, uma vez suprido com o.s ensi-
namentos fornecidos aqui, facilmente apreciaria que a combinagio de anti-
corpo anti-CTLA4- agente terapéutico da invengao pudesse compreender
uma ampla pletora de anticorpos anti-CTLA4.

Aléem disso, alguém versado na técnica, com base na descrigdo
fornecida aqui, entenderia que a invengéo néo esta limitada a administragéo
de somente um Gnico anticorpo; de preferéncia, a invengdo abrange a admi-
nistragdo de pelo menos um anticorpo anti-CTLA4, por exemplb, um dos

4.1.1, 413.1, ou 11.2.1, em combinagdo com um agente terapéutico. Além
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disso, qualquer combinagdo de anticorpos anti-CLTA4 pode ser combinada
com pelo menos um agente terapéutico e a presente invengdo abrange
qualquer tal combinagéo e permutagéo deste.

IV. Inibidor de Aromatase

A invengdo presente refere-se a administragdo de uma combi-
nagao de um anticorpo anti-CTLA4 e um inibidor de aromatase a um pacien-
te para tratamento de cancer de mama.

Os agentes de terapia de hormédnio para tratamento de tumores
de cancer de mama de e}xpresséo de receptor de estrogénio sdo bem-
conhecidos na técnica. Estes agentes de terapia hormonal incluem compos-
tos que afetam o proprio receptor, tal como, porém néo-limitado a, tamoxifen
que se liga com o receptor desse modo inibindo a interagdo de recep-
tor:ligando, e fulvestrant que degrada o receptor tal que menos esteja dispo-
nivel para mediar a sinalizag&o por interagdo de receptor:ligando.

Adicionalmente, os agentes de terapia de horménio compreen-
dem inibidores da enzima aromatase tal como, porém nao-limitado a, anas-
trozol, letrozol, e exemestano. Estes agentes anti-hormonais, ao contrario de
tamoxifen e fulvestrant, supra, inibem a interagéo de receptor:ligando diminu-
indo-se o nivel de ligando disponivel para ligar-se com o receptor. Mais es-
pecificamente, um inibidor de aromatase inibe a aromatizagéo do anel A de
um substrato de andrégeno para formaf um estrogénio, que é uma etapa ne-
cessaria na biossintese do ligando receptor, isto é, estrogénio. Desse modo,
os inibidores de aromatase mediam os hiveis de soro diminuidos de estro-
génio (ldesse modo-inibindo o crescimento de células de tumor que requerem
0 horménio para crescimento.

Os inibidores de aromatase nao-esteroidais ("Al") tal como, po-
rém n&o-limitado a, anastrozol e letrozol, se ligam reversivelmente a porgdo
de heme da molécula de aromatase e sio associados com um aumento na
atividade de aromatase. Isto pode estar associado com o desenvolvimento
de resisténcia de tumor, particularmente com uso em longo prazo do inibidor.
Além disso, a biossintese de estrogénio na presenca destes inibidores pode

ocorrer sem a necessidade de sintese de nova aromatase desde que o inibi-
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dor esteja reversivelmente ligado & enzima (vide, Miller Clin Breast Cancer
1:39-814 (2000)), desse modo também fornecendo outra oportunidade para
as celulas de tumor evitarem a inibicdo.

Os inibidores de aromatase esteroidais, como, exemestano, dife-
rem dos inibidores ndo-esteroidais (por exemplo, anastrozol e letrozol) pelo
fato de que os agentes esteroidais ligam-se irreversivelmente ao sitio de Ii-
gagao de substrato da enzima e estido associados com uma diminuicdo na
atividade de aromatase. Por exemplo, exemestano esta estruturalmente re-
lacionado com a androstenodiona de substrato natural, e é reconhecido pela

enzima como um substrato falso tal que ele compete com o substrato natural

'no sitio ativo. O exemestano é entdo transformado para um intermediario

que liga-se irreversivelmente a enzima que causa sua desativagao (isto €,
“inibicdo de suicidio"). Vide, por exemplo, Pedido de Patente dos Estados
Unidos n°® 10/611.653, publicado como Publicagdo do Pedido de Patente dos
Estados Unidos n° 2004/0082557, Pedido de Patente dos Estados Unidos n°
10/363.935, publicados como Publicagdo do Pedido de Patente dos Estados
Unidos n° 2004/0024044, e Pedido de Patente dos Estados Unidos n°
10/343.595, publicados como Publicagdo do Pedido de Patente dos Estados
Unidos n° 2003/0158168.

Desse modo, diferente dos inibidores ndo-esteroidais reversi-
veis, o exemestano € um desativador de aromatase esteroidal que se liga
irreversivelmente a aromatase, causando supresso quase completa de ati-
vidade de aromatase em tecidos vperiféricos, bem como no ttjmor, e medeia
a redugdo substancial de niveis de estrogénio de soro sem efeitos endocri-
nolégicos estranhos (Kaufmann e similares J Clin Oncol 18:1399-1411
(2000)). Exemestano é atualmente aprovado nos EUA, Canada e Europa pa-
ra tratamento de segunda linha (por exemplo, onde a doenga progrediu se-
guinte a terapia de primeira linha de tamoxifen) de mulheres pds-menopausa
com cancer de mama metastatico. O exemestano produz uma taxa de res-
posta de aproximadamente 15% com uma sobrevivéncia média de 123.4
semanas e demonstra uma falta de inter-resisténcia com os agentes ndo-

esteroidais tal que foi mostrado ser eficaz apés o tratamento com anastrozol
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e letrozol (Geisler e similares Clin Cancer Res 4:2089-2093 (1998); Lonning
J Clin Oncol 18:2234-2244 (2000)). Mais recentemente, o exemestano foi
aprovado na Europa para tratamento adjuvante de cancer de mama precoce
invasivo positivo de receptor de estrogénio seguinte dois a trés anos da te-
rapia de tamoxifen adjuvante inicial em mulheres pds- menopausa.

Devido ao fato de que seu intermediario esta ligado irreversivel-
mente, exemestano, diferente dos inibidores de aromatase nao-esteroidais,
também previne a biossintese de estrogénios pelo fato de que a sintese de
novo de enzima de aromafase é requerida. Além disso, 0 mecanismo dife-
rente de ag&o dos inibidores de aromatase nio-esteroidal e esteroidal pode
explicar o fendmeno que um inibidor de aromatase pode ser eficaz seguinte
a falha do outro. Mais particularmente, o tratamento de pacientes de cancer
de mama pds-menopausico tratados com exemestato seguinte a falha de
ambos tamoxifen e um inibidor de aromatase nao-esteroidal forneceu um
beneficio clinico (Lonning e similares J Clin Oncol 18:2234-2244 (2000)).

Desse modo, o anticorpo anti-CTLA4 em combinacdo com qual-
quer inibidor de aromatase, ou inibidores mudiltiplos, pode ser empregado pa-
ra tratar um paciente de cancer de mama onde o tumor expressa receptor de
estrogénio (ER+). Além disso, embora a presente invengdo seja exemplifica-
da por uma combinagdo que compreende exemestano, a invengdo nao esta
de modo algum limitada a este inibiddr ou seu mecanismo de inibigdo. Re-
almente, o mecanismo pelo qual o inibidor de aromatése inibe a enzima nao
necessita ser conhecido. Desse modo, qualquer inibidor que detectavelmen-
te inibe a aromatizagdo do anel A de um substrato na biossintese de estro-
génio empregando qualquer ensaio conhecido para avaliar tal atividade pode
ser empregado na combinagéo da invengao. ’

V. Agentes Adicionais

A presente invengdo pode ser também combinada com os agen-
tes e terapias adicionais, por exemplo, quimioterapia, cirurgia, radioterapia,
transplantagdo, e similares, para tratar um paciente. Isto &, o paciente pode
ser submetido a quimioterapia adicional com agentes bem-conhecidos, tal

como, porem nao-limitado a, inibidores de fator de crescimento, modificado-
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res de resposta bioldgica, agentes de alquilagdo, antibiéticos de intercala-
¢ao, vinca alcaldides, imunomoduladores, taxanos, moduladores de receptor
de estrogénio seletivos (SERMSs), tal como, porém nao-limitado a, lasofoxife-
no, e inibidores de angiogénese.

Os agentes terapéuticos sdo numerosos e foram descritos, por
exemplo, na Publicagdo de Pedido de Patente dos Estados Unidos n°
2004/0005318, n° 2003/0086930, n° 2002/0086014, e Publicagdo Internacio-
nal n°® WO 03/086459, todos dos quais estao aqui incorporados por referén-
cia aqui, entre muitos outros. Tais agentes terapéuticos incluem, porém nao

estdo limitados a, inibidores de topoisomerase |; outros anticorpos (rituxi-

_' mab, bevacizumab, trastuzumab, anticorpo anti-IGF 1R [por exemplo, CP-

751,871}, anticorpo anti-CD40 [por exemplo, CP-870,893], e similares); os
agentes quimioterapéuticos tal como, porém nao-limitado a, imatinib (GLEE-
VEC), SU11248 (SUTENT,; sunitinib), SU12662, SU14813; BAY 43-9006,
AG-013736 (axitinib), agentes de estimulagdo de receptor tipo pedagio (por
exemplo, agonisté de TLR-9; tal como, porém nao-limitado a, CPG-7909,
também referido como PF03512676 ou PROMUNE), inibidores de indolea-
mina-2,3,-dioxigenase (IDO); moduladores de receptor de estrogénio seleti-
vos (SERMs; por exemplo, lasofoxifeno); taxanos; vinca alcaldides; temozo-
lomida; inibidores de angiogénese; inibidores de EGFR; inibidores de VEGF;
inibidores de receptor de erbB2; os agentes antiproliferativos (por exemplo,
inibidores de farnesil proteina transferase, e inibidores de av3, inibidores de
avB5, inibidores de p53, e similares); imunomoduladores; modificadores de
resposta biolégica; citocinas; vacinas de tumor; antigenos de tumor especifi-
co; vacinas de tumor com base.em proteina de choque térmica; terapias de
célula-tronco e dendriticas; agentes de alquilagéo; antagonistas de folato;
antagonistas de pirimidina; antibioticos de antraciclina; compostos de platina;
moléculas co-estimuladoras imunes (por exemplo, CD4, CD25, PD-1, B7-H3,
4-1BB, OX40, ICOS, CD30, HLA-DR, MHCII, e LFA), e anticorpos agonistas
também; entre muitos outros.

Em uma modalidade, os métodos da invengao podem ser tam-

béem combinados com transplantacdo, por exemplo, transplantagdo de célu-
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la-tronco, para fornecer um beneficio terapéutico a um paciente aflito com
cancer de mama. A transplantagdo de célula-tronco pode ser realizada de
acordo com os métodos conhecidos na técnica e pode ser t'ransplantagéo de
célula-tronco alogenéica ou autéloga. Adicionalmente, alguém versado na
técnica apreciaria, com base na descricao fornecida aqui, que a transplanta-
¢ao abrangesse transferéncia adotiva de linfocitos, ou autélogos ou obtidos
de um doador combinado com HLA. Onde o método compreende o trans-
plante de célula-tronco, a primeira dose da combinagao de agente de terapia
do anticorpo-Al pode ser administrada apds o sistema imune do mamifero
ter se recuperado da transplantagdo, por exemplo, no periodo de um a 12
meses pds-transplantagdo. Em certas modalidades, a primeira dose é admi-
nistrada no periodo de um a trés, ou um a quatro meses pos-transplantagao.
Os métodos de transplante descrevem muitos tratados, incluindo Appelbaum
em Harrison’s Principles of Internal Medicine , Capitulo 14, Braunwald e simi-
lares, Eds., 15° ed., McGraw-Hill Professional (2001), que esta desse modo
incorporado aqui por referéncia.

Como apontado previamente aqui, ha muitos agentes quimiote-
rapéuticos atualmente disponiveis para o tratamento de tumores que séo
adequados paré uso na terapia de combinagdo da presente invengdo. Por
exemplo, os agentes de alquilagao sao uma élasse de farmacos que alqui-
lam o DNA, restringindo o desenrolaménto e replicagéo das cepas. O agente
de alquilagédo para uso nos métodos da presente invéngéo é ciclofosfamida
(CYTOXAN).

Os antagonistas de folato ligam-se a diidrofolato reductase (DH-
FR) e interferem com a sintese de pirimidina (timidina). Metotrexato e peme-
trexed (ALIMTA) sdo antagonistas de folato adequados para uso nos méto-

dos da presente invengdo. Além de DHFR, pemetrexed também inibe a timi-

-dilato sintase e formila de ribonucleotideo de glicinamida transferase, duas

outras enzimas dependentes de folato envolvidas em sintese de timidina.
Os antagonistas de pirimidina inibem as enzimas envolvidas em
sintese de pirimidina. Como analogos de pirimidina, eles também interferem .

com a produgao de DNA competindo-se com os nucleotideos normais para
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incorporagao na molécula de DNA. Os antagonistas de pirimidina adequados
para uso nos métodos da presente invengao incluem 5-fluorouracila (5-FU);
capecitabina (XELODA), um pro-farmaco de 5'-dedxi-5-fluorouridina (5'-
FDUR) que & enzimaticamente convertido para 5-FU in vivo; e gencitabina
(GEMZAR).

Os antibidticos de antraciclina inibem o desenrolamento de DNA
por intercalagdo entre as cepas de DNA. Os antibiéticos de antraciclina in-

cluem cloridrato de doxorubicina (ADRIAMYCIN), cloridrato de epvirubicina

~ (ELLENCE, PHARMORUBICIN), daunorubicina (CERUBIDINE, DAUNO-

XOME), e cloridrato de idarubicina (IDAMYCIN PFS, ZAVEDOS). As antraci-

clinas preferidas para uso com a presente invengao incluem doxorubicina e

epirubicina.

Os compostos de platina exercem seu efeito antineoplasico por
intercalagio entre as cepas de DNA, o que inibe o desenrolamento do DNA.
Os compostos de platina uteis nos métodos da presente invengdo incluem
cisplatina (PLATINOL), oxaliplatina (ELOXATIN), e carboplatina (PARAPLA-
TIN).

Os taxanos promovem a montagem de microtubulos ao mesmo
tempo em que inibindo sua desmontagem em tubulina, desse modo bloque-
ando uma capacidade da célula de decompor o fuso mitético durante a mito-
se. Eles demonstraram atividade significante contra muitos tumores sélidos
como terapia de agente Unico e em combinagdo com outros agentes de qui-
mioterapia. Uma modalidade da terapia de combinagéo da bresente inven-
¢ao inclui o uso de um ou mais taxanos em combinagdo com um anticorpo
de IGF-1R. Os taxanos adequados para uso em combinagéo com-o anticor-
po de IGF-1R incluem docetaxel (TAXOTERE) e paclitaxel (TAXOL).

Os derivados de taxano que podem ser ativos em células resis-
tentes a doxorubicina, vinblastina, paclitaxel, docetaxel, e similares, incluem
XRP-9981 (Sanofi Aventis), e sdo abrangidos na inveng3o.

Os vinca alcaldides, tipo taxanos, sdo "venenos fuso," atuando
nos microtubulos‘que formam o fuso mitdtico. Eles inibem a mitose interfe-

rindo-se com a montagem de microtubulo, impedindo o fuso de ser formado.
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Os vinca alcaldides incluem vindesina (ELDISINE), sulfato de vinblastina
(VELBAN), su‘lfato de vincristina (ONCOVIN) e tartarato de vinorelbina (NA-
VELBINE). Um vinca alcaldide preferido para uso nos métodos da presente
invengao é vinorelbina.

BMS-247550 (ixabepilona) promove a polimerizagdo de tubulina
e estabilizagdo de microtubulo, desse modo detendo as células na fase G2-
M e induzindo a apoptose de célula de tumor. Este agente demonstra ativi-
dade contra as células resistentes ao taxano.

Os analogos der rapamicina, que ligam e inibem o mamifero-alvo
de rapamicina (mTOR), sdo também uteis e incluem, entre similares, CCI-
779 (temsirolimus; Wyeth) e RAD-001 (everolimus, CERTICAN; Novartis).

Os analogos de camptotecina agem através da inibicdo de topoi-
somerase |, uma enzima critica para replicagdo e empacotamento de DNA.
Os niveis de topoisomerase | sdo mais altos em células de tumor do que em

tecido normal. Um analogo de camptotecina util nos métodos da presente

- invengdo ¢é irinotecan (CAMPTOSAR).

Em certas modalidades da invengdo, os métodos descritos aci-
ma sdo combinados com uma vacina de cancer. Vide, por exemplo, Oh e
sirhilares, Cancer Res. 64:2610-2618 (2004) (epitopos de TARP e cancer de
mama)‘; Kontani e similares, Int J Molec Med 12:493-502 (2003) (vacina de
célula dendritica alvejando mucina de lMUC1); Holmberg & Sandmaier Ex-
pert Rev Vaccines 3:269-277 (2004) (vacinagéo para cancer de mama ou de
ovario). Isto é, as vacinas Uteis podem ser, sem limitagédo, aquelas compfe—
endidas de antigenos associados ao cancer de mamé (por exemplo, HER- .
2/neu, gamaglobina, proteina associada ao tumor de prostata e mama
[TARP], MUC1, CEA, sialil-Tn e similares antigenos de carboidrato), outros
antigenos associados ao cancer de tumor (por exemplo, p53, telomerase),
anticorpos antiidiétipo tal como 11D10, bem como vacinas que'compreen-
dem GM-CSF, o DNA e vacinas com base em célula, vacinas de células
dendriticas, vacinas viréticas recombinantes (por exemplo, virus de vacinia),
e‘vacinas de proteina de choque térmico (HSP) (por exemplo, HSPPC-96:

Antigenics Inc.). As vacinas Uteis também incluem vacinas de tumor, tal co-
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mo aquelas formadas de células de tumor da mama; e podem ser autdlogas
ou alogénicas, e as vacinas podem ser com base em célula, peptideo, ou
DNA.

As vacinas podem ser administradas antes, ou subsequente a
administrag&o da combinagio de anticorpo- inibidor de aromatase, e quando
a quimioterapia é parte do regime, uma vacina pode ser administrada antes
da quimioterapia. Em certas modalidades, a combinagédo de anticorpo- inibi-
dor de aromatase da invengao também pode ser administrada antes da qui-
mioterapia. Em ainda outras modalidades, o tratamento pode ser combinado

com transplante de célula-tronco. Isto €, a combinagao de anticorpo- inibidor

‘de aromatase pode ser administrada antes ou depois do transplante de célu-

la-tronco. A vacina também pode ser administrada antes ou depois da trans-
plantagdo de célula-tronco e, em certas modalidades, concomitantemente
com o anticorpo.

Os tratamentos descritos acima também podem ser empregados
com inibidores de transdugdo de sinal, tal como agentes que podem inibir
respostas de EGFR (receptor de fator de crescimento epidérmico), tal como
anticorpos de EGFR, anticorpos de EGF, e moléculas que s&o inibidores de
EGFR; inibidores de VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), tal

como receptores de VEGF e moléculas que podem inibir VEGF: e inibidores

. de receptor de erbB2 (HER2), tal como moléculas ou anticorpos organicos

que se ligam ao receptor de erbB2, por exemplo, trastuzumab (HERCEPTIN,
Genentech, Inc., Sdo Francisco, CA), e pertuzumab (2C4, OMNITARG; Ge-
nentech) que é um o inibidor de dimerizagdo HER (HDI).

Os inibidores de EGFR s3o descritos, por exemplo, nas Publica-
¢oes de Patente Internacional Nos. WO 95/19970, WO 98/14451, WO
98/02434, e Patente dos Estados Unidos n° 5.747.498, e tais substancias
podem ser empregadas na presente inveng&o como descrito aqui. Os agen-
tes de inibigéo de EGFR incluem, porém nao estio limitados, aos anticorpos
monoclonais C225, anti-EGFR 22Mab (ImClone System Inc., Nov_a lorque,
NY), e ABX-EGF (Abgenix Inc., remont, CA), os compostos ZD-1839 (Astra-
Zeneca), BIBX-1382 (Boehringer Ingelheim), MDX-447 (Medarex,Inc., An-
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nandale, NJ), e OLX-103 (Merck & Co., Whitehouse Station, NJ), VRCTC-
310 (Ventech Research) e toxina de fusdo de EGF (Seragen Inc., Hopkinton,
MA). Estes e similares agentes de inibigdo de EGFR podem ser empregados
na presente invengao.

ceptor de fator de crescimento epidérmico (EGFR) representam uma classe
relativamente nova de farmacos antineoplasicos que sdo Uteis no método da
presente invengdo. Muitos canceres humanos expressam membros da fami-
lia de EGFR na superficie de célula. Quando um ligando liga-se ao EGFR,
ele provoca uma cascata de reagdes celulares que resultam em divisdo de
célula aumentada e influencia outros aspectos do desenvolvimento e pro-
gressao de cancer, incluindo angiogénese, expanséo metastatica, e inibigao
de apoptose. Os inibidores de EGFR-TK podem seletivamente alvejar um
dos membros da familia de EGFR (EGFR (também conhecido como HER1
ou ErbB-1), HER2/neu (também conhecido como ErbB-2), HER3 (também

- conhecido como ErbB-3), ou HER4 (também conhecido como ErbB-4)), ou

pode alvejar dois ou mais deles. Os inibidores de EGFR-TK adequados para
uso na presente inveng&o incluem gefitinib (IRESSA), erlotinib (TARCEVA),
CI-1033 (Pfizer), GW2016 (GlaxoSmithKline), EKB-569 (Wyeth), PKI-166
(Novartis), CP-724,714 (Pfizer), e BIBX-1382 (Boeringer-Ingelheim). Os ini-
bidores de EGFR-TK adicionais sao déscritos na Patente dos Estados Uni- -
dos n° 6.890.924.

Os inibidores de VEGF, por exemplo, SU-5416, SU-6668, SU-
11248, SU-12662, SU-14813 (Sugen Inc., Sdo Francisco, CA), bem como
AG-013736 (Pfizer) também podem ser empregados em combinagéo com o
anticorpo. Os inibidores de VEGF sio descritos, por exemplo, no Pedido de
Patente Internacional n° PCT/IB99/00797 (depositado em 3 de maio de

1999), Pub.licagées de Patente Internacional Nos. WO 99/24440; WO

95/21613; WO 99/61422; WO 98/50356; WO 99/10349; WO 97/32856; WO
97/22596; WO 98/54093; WO 98/02438; WO 99/16755; WO 98/02437: Pa-
tente dos Estados Unidos Nos. 5.834.504; 5.883.113; 5.886.020: e

5.792.783. Outros exemplos de alguns inibidores de VEGF especificos Uteis
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na presente invengdo sio IM862 (o Cytran Inc., Kirkland, WA); anticorpo de
IMC-1C11 Imclone, anticorpo monoclonal anti-VEGF de Genentech, Inc.,
Sé&o Francisco, CA; e angiozima, uma ribozima sintética de Ribozima (Boul-
der, CO) e Chiron (Emeryville, CA). _

Os inibidores de receptor ErbB2, tal como GW-282974, GW-
572016 (lapatinib) (Glaxo plc de Wellcome), e os anticorpos monoclonais
AR-209 (Aronex Phamaceuticals Inc., Woodlands, TX), trastuzumab (HER-
CEPTIN; Genentech, Inc., S0 Francisco, CA), pertuzumab (OMNITARG;
2C4; Genentech, um inibidor de dimerizagdo de HER2 HDI), e 2B-1 (Chiron),

podem ser combinados com a terapia de combinagdo de anticorpo- inibidor

_‘ de aromatase. Outros inibidores de receptor de erbB2 s3o descritos, por e-

xemplo, nas Publicagdes de Patente Internacional Nos. WO 98/02434: WO
99/35146; WO 99/35132; WO 98/02437; WO 97/13760; WO 95/19970: as
Patente U.S. Nos. 5.587.458, e 5.877.305. Os inibidores de receptor de
ErbB2 t]téis na presente invengdo também s3o descritos em EP1029853
(publicado em 23 de agosto de 2000) e na Publicagao de Patente Interna-
cional n® WO 00/44728, (publicada em 3 de agosto de 2000). Os compostos
de inibidor de receptor de erbB2 e substancia descrita nos pedidos PCT a-
cima mencionados, Patente U.S., e pedidos provisionais dos estados Uni-
dos, bem como outros compostos e substancias que inibem o receptor de
erbB2, podem ser empregados com a combinagao de inibidor de aromatase
e anticorpo de acordo com a presente invengao.

Os tratamentos da invengdo também sdo empregados com ou-
tros agentes Uteis no tratamento de cancer ou crescimento de célula anor-
mal, incluindo, porém nao-limitado a outros agentes cabazes de realgar as
respostas imunes antitumor, tal como anticorpos de CTLA4 adicionais, dife-
rentes, e similares agentes também capazes de bloquear CTLA4; e agentes
anti-proliferativos tal como inibidores de farnesil proteina transferase, e inibi-
dores de avf3, tal como anticorpo de avB3 VITAXIN, inibidores de av5, ini-
bidores de p53, e similares.

Onde o anticorpo da invengdo é administrado em combinagdo

com outro agente imunomodulador, o agente imunomodulador pode ser se-
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lecionado, por exemplo, do grupo que consiste em um ativador de célula
dendritica tal como ligando de CD40 e anticorpos agonistas anti-CD40, bem
como realgadores de apresentagdo de antigeno, realgadores de tropismo de
Célula T, inibidores de fatores imunossupressores relacionados com tumor,
tal como TGF-B (fator de crescimento de transformacgéo beta), e IL-10. Os
anticorpos de agonista anti-CD40 preferidos abrangem os anticorpos descri-
tos no Pedido de Patente Internacional n® PCT/US02/36107, depositado em
8 de novembro de 2002, publicado agora como Publicagdo de Patente Inter-
nacional n® WO 03/040170, e Pedido de Patente dos Estados Unidos n°
10/292.088, depositado em 8 de novembro de 2002, publicado agora como
Publicagao de Patente dos Estados Unidos n° US2003/0211100, incluindo,
porém nao-limitado a, um anticorpo que tem a sequéncia de aminoacido de
cadeia pesada e leve de anticorpo 3.1.1, 3.1.1.H-A78T, 3.1.1H-A78T-V88A-
V97A, 3.1.1L-L4M-L83V, 3.1.1H-A78T-V88A-V97A/3.1.1L-L4M-L83V, 7.1.2,
10.8.3, 15.1.1, 21.2.1, 21.4.1, 22.1.1, 22.1.1H-C109A, 23.5.1, 23.25.1,
23.28.1, 23.28.1H-D16E, 23.29.1, e 24.2.1.

Os presentes regimes de tratamento também podem ser combi-
nados com anticorpos ou outro ligandos que inibem o crescimento de tumor
Iigando-se ao IVGF-1R (receptor de fator de crescimento 1 tipo insulina). Os
anticorpos anti-IGF-1R especificos que podem ser empregados na presente
invengdo incluem aqueles descritos no Pedido de Patente’ Internacional n°
PCT/US01/51113, depositado em 20/12/01, e publicado como Publicagdo de
Patente Internacional n®° W002/053596, Pedido de Patente Internacional n°
PCT/I82004/002555, depositado em 3 de agosto de 2004, e publicado como
Publicagdo de Patente Internacional n® WO 2005/016967. Os anticorpos an-
ti-IGFR-1R preferidos abrangem um anticorpo que tem a seqiéncia de ami-

noacido de cadeia pesada e leve de, por exemplo, anticorpo 2.12.1, 2.13.2,

2.143,311,4.92¢4.17.3.

O anticorpo da invengao também pode ser administrado com ci-
tocinas tal como IL-2, interferon (por exemplo, IFN —y, IFN- a, etc.), GM-CSF,
IL-12, IL-18, e FLT-3L.

Os regimes de tratamento descritos aqui podem ser combinados
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com agentes de antiangiogénese, tal como inibidores de MMP-2 (metalopro-
teinase matriz 2), inibidores de MMP-9 (metaloproteinase matriz 9), e inibido-
res de COX-ll (ciclooxigenase Il), podem ser empregados juntos com o anti-
corpo no métodb da invencdo. Os exemplos de inibidores de COX-II uteis

incluem CELEBREX (celecoxib), valdecoxib, e rofecoxib. Os exemplos de

~ inibidores de metaloproteinase matriz uteis estdo descritos nas Publicaces

de Patente Internacional Nos. WO 96/33172; WO 96/27583; WO 98/07697,
WO 98/03516, WO 98/34918, WO 98/34915, WO 98/33768, WO 98/30566,
WO 90/05719, WO 99/52910, WO 99/52889, WO 99/29667, Pedidos de Pa-
tente Europeu Noé. 780386 (publicado em 25 de junho de 1997), 97304971

_' (depositado em 8 de julho de 1997), 99308617 (depositado em 29 de outu-

bro de 1999), 606046 (publicado em 13 de julho de 1994), 931788 (publica-
do em 28 de julho de 1999), 99302232 (depositado em 25 de margo de
1999), Pedido Internacional PCT/IB98/01113 (depositado em 21 de julho de
1998), pedido de pétente da Gré-Brefanha numero 9912961 (depositado em
3 de junho de 1999), Pedido de patenté Provisional dos Estados Unidos n°
60/148.464 (depositado em 12 de agosto de 1999), e Patente U.S. Nos.

- 5.863.949, e 5.861.510.

Os inibidores de MMP-2 e MMP-9 preferidos sdo aqueles que
tém pouca ou nenhuma atividade de inibicado de MMP-1. Mais preferidos sao
aqueles que seletivamente inibem MMP-2 e/ou MMP-9 relativo a outra meta-
loproteinases matriz (isto ¢, MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-
7, MMP-8, MMP-10, MMP-11, MMP-12, e MMP-13). | A

Alguns exemplos especificos de inibidores de MMP Uteis na pre-
sente invengdo sdo AG-3340, RO 32-3555, RS 13-0830, e as combinagdes
recitadas na seguinte lista: ' | |

acido 3-[[4-(4-fluoro-fendxi)-benzenossulfonil]-(1-
hidroxicai'bamoil-ciclopentil)-amino]-propi(‘)nico;

hidroxiamida de acido 3-ex0-3-[4-(4-fluoro-fendxi)-
benzenossulfonilamino]-8-oxa-biciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico;

hidroxiamida de acido (2R, 3R) 1-[4-(2-c|0ro-4-f|uoro§benziléxi)-

benzenossulfonil]-3-hidréxi-3-metil-piperidina-2-carboxilico;
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hidroxiamida de acido 4-[4-(4-fluoro-fenoxi)-benzenossulfonila-
mino]-tetraidro-piran-4-carboxilico;
acido  3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-benzenossulfonil]-(1-hidroxicarbo-
moil-ciclobutil)-amino]-propiénico;
hidroxiamida de acido 4-{4-(4-cloro-fendxi)-benzenossulfonilami-
no]-tetraidro-piran-4-carboxilico;
hidroxiamida de acido (R) 3-[4-(4-cloro-fenoxi)-benzenossul-
fonilamino]-tetraidro-piran-3-carboxilico;
hidroxiamida dé acido (2R, 3R) 1-[4-(4-fluoro-2-metil-benziloxi)-
benZenossulfonil]-B-hidréxi-3-metil-piperidina-2-carboxilico;
acido 3-[[4-(4-fluoro-fendxi)-benzenossulfonil]-(1-hidroxicarbo-
moil-1-metil-etil)-amino]-propidnico;
-acido 3-[[4-(4-fluoro-fenoxi)-benzenossulfonil]-(4-hidroxicarbo-
moil-tetraidro-piran-4-il)-amino]-propiénico;
hidroxiamida de acido 3-exo-3-[4-(4-cloro-fendxi)-benzenossuifo-
nilamino]-8-oxa-biciclo[3.2.1]octano-3-carboxilico;
- hidroxiamida de acido 3-endo-3-[4-(4-fluoro-fendxi)-benzenossul-
foniIamino]-8-oxa-biciclo[3.2.1 Joctano-3-carboxilico;e
hidroxiamida de &cido (R) 3-[4-(4-fluoro-fendxi)-benzenossulfo-
nilamino]-tetraidro-furan-3-carboxilico;
e sais e solvatos farmacéuticamente aceitaveis dos referidos
compostos. |
A terapia de radiagdo pode ser administrada de acordo com os
métodos de radioterapia bem-conhecidos para tratémento de cancer de
mama. A dose e regime para radioterapia podem ser facilmente determina-
dos por alguém versado na técnica e € com base no estagio da doenca, e
similares fatores bem-conhecidos na técnica.
VA co-administragdo do anticorpo com um inibidor de aromatase
(terapia de combinagdo) abrange a administragdo de uma composicéo far-
macéutica compreendendo igualmente o anticorpo anti-CTLA4 e um ou mais
inibidor(es) de aromatase, e administragdo de duas ou mais composi¢des

farmacéuticas separadas, uma compreendendo o anticorpo anti-CTLA4 e a
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outra(s) compreendendo o(s) inibidor(es) de aromatase. Além disso, embora
a terapia de co-administragdo ou combinagdo (conjunto) geralmente signifi-
que que o anticorpo e agentes terapéuticos adicionais sdo administrados ao
mesmo tempd como um outro, ela também abrange dosagens simultaneas,
separadas ou sequenciais dos componentes individuais do tratamento. Adi-
cionalmente, onde um anticorpo é administrado intravenosamente e o inibi-
dor de aromatase é administrado oralmente (por exemplo, exemestano), é
entendido que sua combinagio é preferivelmente administrada como duas
composicoes farmacéuticas separadas.

A presente invencgao também abrange a administragao de simila-

‘res agentes terapéuticos além do primeiro e segundo componente, ou con-

correntemente com um ou mais desses componentes, ou seqliencialmente
antes e/ou depois. Tais agentes terapéuticos incluem vacinas de céncer, a-
gentes antivasculares, agentes antiproliferativos, e os agentes paliativos pa-
ra fornecer cuidado de suporte, tal como, porém n3o-limitado a, analgésicos,
agentes antiemeticos, agentes antidiarréicos, e esterdides. Os agentes anti-
eméticos preferidos incluem cloridrato de ondansetron, cloridrato de granise-
tron, e metoclopramida. O agentes antidiarréicos preferidos incluem difenoxi-
lato e atropina (LOMOTIL), loperamida (IMMODIUM), octreotida (SANDOS-
TATIN), olsalazina (DIPENTUM), e mesalamina (ASACOL). Os esteroides
preferidos incluem a budesonida de esterdide nio-absorvivel (ENTOCORT),
e os esterbides para dexametasona (DECADRAN) e prednisona (METI-
CORTEN) de administragao sistémica. |

Cada administragdo pode variar em sua duragdo de uma admi-

~ nistragdo rapida a uma perfusdo continua. Como um resultado, para o pro-

posito da presente invengio, as combina(;c")es nao estéo exclusivamente limi-
tadas aquelas que sdo obtidas por associagao fisica dos constituintes, po-
rém também aquelas que permitem uma administragido separada, que pode
ser simultanea ou espagada durante um periodo de tempo. As composi¢des
de acordo com a invengao séo preferivelmente composicdes que podem ser
administradas parentalmente. Entretanto, estas composicoes pbdem ser

administradas oralmente ou intraperitonealmente no caso de terapias regio-
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nais localizadas.

Como sera apreciado por alguém de experiéncia na técnica, a
escolha de agentes terapéuticos a serem empregados, em combinagao com
terapia de combinagao de inibidor de aromatase e anticorpos anti-CTLA4, e
a duragao do seu uso, serdo determinados em parte pelo tipo e estagio do
cancer que esta sendo tratado. Por exemplo, em cancer de mama precoce
(onde o cancer ndo se propagou para fora da mama), a cirurgia e radiagdo
sao g_eralbmente seguidas por quimioterapia adjuvante ou terapia hormonal
adjuvante, qualquer das qdais pode ser combinado com a combinagdo de
inibidor de aromatase- anticorpo anti-CTLA4 nos métodos da presente in-
vencdo. A quimioterapia adjuvante tipica para o cancer de mama precoce
inclui ciclofosfamida, metotrexato e 5-FU ("CMF"); 5-FU, doxorrubicina, e ci-
clofosfamida ("FAC"); docetaxel, doxorrubicina, e ciclofosfamida ("TAC"); do-
xorrubicina e ciclofosfamida ("AC"); doxorrubicina e ciclofosfamida seguidos
por paclitaxel ("AC e T"); e 5-FU, epirrubicina, e ciclofosfamida ("FEC"). Co-
mo descrito previamente em outro lugar équi, tamoxifeno € um tratamento
anti-hormonal administrado neste estagio. Desse modo, a combinagdo de
anticorpo- inibidor de aromatase pode ser administrada em combinagéo com
terapia hormonal adicional (por exemplo, outro inibidor de aromatase, tamo-
xifen, fulvestrant, ou qualquer combinagdo dos mesmos), e tal combinacdo
pode ser co-administrada em combina¢éo com uma terapia de quimioterapia
adjuvante (por exemplo, CMF, FAC, TAC, AC, AC e T, e/ou FEC, ou os a-
gentes quimioterapéuticos podem ser administrados individualmente em
combinagdo com a combinagdo de anticorpo -inibidor de aromatase, entre
similares).

No cancer de mama localmente avangado, onde o cancer se

propagou somente para os linfonodos ou tecidos proximos, ao paciente €

-freqlientemente dada quimioterapia antes da cirurgia e radiagdo, que so

entdo seguidos por terapia hormonal adjuvante. Alternativamente, cirurgi-
a/radiagdo € seguida por quimioterapia adjuvante, em seguida terapia hor-
monal adjuvante. A combinagao de anticorpo anti-CTLA4- inibidor de aroma-

tase pode ser administrada em conjunto com os agentes de terapia hormo-
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nal quimioterapéuticos ou adicionais (por exemplo, outro inibidor de aroma-
tase, tamoxifen, fulvestrant, ou qualquer combinagdo destes) se eles forem
empregados ou antes ou depois da cirurgia/radiagdo. Os regimes de quimio-
terapia tipicos para o cancer de mama localmente avangado incluem FAC,
AC, FEC, e doxorrubicina mais docetaxel ("AT").

O cancer de mama metastatico se propagou para outras partes
do corpo a partir da mama na qual ele comegou. A quimioterapia opcional-
mente pode ser precedida por terapia hormonal. A terapia hormonal de pri-
meira linha correntemente inclui tamoxifen e anastrozol. Os regimes de qui-

mioterapia de primeira linha incluem FAC, TAC, docetaxel mais epirrubicina,

 docetaxel, paclitaxel, capecitabina, vinorelbina, e trastuzumab (HERCEP-

TIN). Os tratamentos de segunda linha incluem docetaxel, sozinho ou em
combinag&o com capecitabina. Os métodos da presente invengdo sio ade-
quados para usar ambos como terapia de primeira linha e terapia de segun-
da linha. Aléem disso, os métodos da invengdo podem ser combinados com
terapia de radiacdo e transplante de célula-tronco, e qualquer combinagio
de qualquer dos tratamentos descritos aqui, conhecidos na técnica, ou a se-
rem desenvolvidos no futuro.

Em uma modalidade, o agente terapéutico adicional administra-
do com terapia de anticorpo- inibidor aromatase ¢ um agente de alquilag&o.
Emum aspeqto, 0 agente de alquilagao é ciclofosfamida.

Em outra modalidade, o agente adicional € um antagonista de fo-
lato. Em um aspecto, o antagonista de folato é selecionado do grupo consis-
tindo em metotrexato e pemetrexed. » '

Em uma modalidade da invengao, o agente adicional € um anta-
gonista de pirimidina. O analogo de pirimidina pode ser selecionado do gru-
po consistindo em 5-FU, capecitabina, e gencitabina. |

| Em outra modalidade da presente invengio, o agente adicional é
um antibiético de antraciclina. Em um aspecto, o antibidtico de antraciclina é
selecionado do grupo consistido em epirrubicina e doxorrubicina. Em um ou-
tro aspecto, o antibidtico de antracilina € doxorrubicina. |

Em outra modalidade da invencdo, o agente adicional é um
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composto de platina. O composto de platina pode ser selecionado do grupo
consistindo em cisplatina e carboplatina.

Em ainda outra modalidade da invengao, o agente adicional é
Qm taxano. Em um aspecto, o taxano é docetaxel. Em outro aspecto, o taxa-
no &€ paclitaxel.

Em uma modalidade da presente invengéo, a combinacéo de an-
ticorpo anti-CTLA4 e inibidor de aromatase é administrada com docetaxel
em combinac¢do adicional com pelo menos um dos capecitabina, cisplatina,
gencitabina, e epirrubicina. |

Em uma modalidade da invengédo, a combinagéo de anti-CTLA4
e inibidor de aromatase é administrada em combinag&o adicional com pacli-
taxel e um agente adicional selecionado do grupo consistindo em carboplati-
na, cisplatina, e gencitabina. Em um aspecto, o agente adicional é carbopla-
tina.

Em outra modalidade, a combinagéo de anti-CTLA4 e inibidor de
aromatase é administrada com um agente adicional onde o agente adicional
€ um vinca alcaléide. Em um aspecto, o vinca alcal6ide é vinorelbina.

Em uma modalidade da invengao, o agente adicional administra-

do com a combinagao de anticorpo- inibidor de aromatase é um analogo de

~ camptotecina. Em um aspecto, o analogo de camptotecina € irinotecan.

Em outra modalidade, o agente adicional € um inibidor de EGFR.

Em uma modalidade da invengao, o agehte adicional € um inibi-
dor de erbB2. Em um aspecto, o inibidor de erbB2 é selecionado de trastu-
zumab e pertuzumab. Em ainda outro aspecto, o inibidor de erbB2 é trastu-
zumab (HERCEPTIN).

Em uma modalidade da invengdo, a combinagao de anti-CTLA4

e inibidor de aromatase é administrada em combinag&o adicional com uma

: combinégéo compreendendo 5-FU, doxorrubicina, e ciclofosfamida.

Em outra modalidade da presente invengdo, a combinagéo de
anti-CTLA4 e inibidor de aromatase € administrada em combinagao adicional
com uma combinagdo compreendendo docetaxel, doxorrubicina, e ciclofos-

famida.
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Os métodos da presente invencdo também referem-se ao trata-
mento de cancer em um mamifero, preferivelmente um humano, o qual te-
nha passado por transplantacdo de células-tronco, cujos métodos compre-
endem administrar ao mamifero uma quahtidade de um anticorpo anti-
CTLA4 humano que é eficaz no tratamento de cadncer em combinagdo com
um inibidor de aromatase em combinagao adicional com transplantagéo de
célula-tronco. A transplantagdo de célula pode ser transplantagdo de célula-
tronco alogénica ou autéloga, e mais preferivelmente, o inibidor de aromata-
se & exemestano. Onde o método compreende transplante de celula-tronco,

a primeira dose da combinacdo de anticorpo- inibidor aromatase pode ser

administrada depois que o sistema imune do mamifero tenha se recuperado

da transplantagcdo, por exemplo, no periodo de um a 12 meses pos-
transplantagdo. Em certas modalidades, a primeira dose € administrada no
periodo de um a trés, ou um a quatro meses pés-transplantagéo. O paciente

pode passar por tratamento(s) preparatério(s) de transplantagao de ceélula-

- tronco.

VI. Composicoes Farmacéuticas

A invencao abrange a preparagdo e uso de composigdes farma-
céuticas compreendendo um anticorpo anti-CTLA4 humano da invengao
como um ingrediente ativo em combinagdo com um inibidor de aromatase,
preferivelmen_te, um inibidor de aromatase esteroidal, e ainda mais preferi-
velmente, o inibidor de aromatase é exemestano. Uma tal composigao far-
macéutica pode consistir em cada ingred‘iente ativo somehte, como uma
combinagdo de pelo menos um ingrediente ativo (por exemplo, umé dose
eficaz de um anti-CTLA4, uma dose eficaz de um inibidor de aromatase) de
uma forma adequada para administragdo a um individuo, ou a composigao
farmacéutica pode compreender o ingrediente ativo e um ou mais veiculos
farmaceuticamente aceitaveis, um ou mais ingredientes adicionais (ativo
e/ou inativo), ou algumas _combinag:(")es destes.

Em uma modalidade, o anticorpo € administrado parenteralmen-
te (por exemplo, intravenosamente) em uma solu¢cdo aquosa éo mesmo

tempo em que o inibidor de aromatase (por exemplo, exemestano) é admi-
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nistrado oralmente na forma de pilula/capsula. Entretanto, o técnico versado
entenderia, com base na descrigdo fornecida aqui, que a invengdo ndo esta
limitada a estas, ou qualquer outra, formulagées, doses, rotinas de adminis-
tragao, e similares. De preferéncia, a invengado abrange qualquer formulagao
ou método de administrar um anticorpo em combinagdo com um inibidor de
aromatase, incluindo, porém nao-limitado a, administragido de cada agente
separadamente em uma formulagao diferente por uma rotina diferente de
administragdo, e administragdo do anticorpo e inibidor de aromatase em uma
composi¢ao unica (por exemplo, em uma composi¢cdo aquosa administrada,
inter alia, i.v.), entre muitos outros. Desse modo, a seguinte descri¢do des-
creve varias formulagdes para praticar os métodos da invencdo compreen-
dendo a administragdo de qualquer anticorpo anti-CTLA4 em combinagao
com qualquer inibidor de aromatase, porém a invengado nao esté limitada a
estas formulagdes, porém compreende qualquer formulagdo como pode ser
facilmente determinado por alguém versado na técnica uma vez que equipa-
do com os ensinamentos fornecidos aqui para uso nos meétodos da inven-
¢ao.

Os anticorpos empregados na invengao podem ser incorporados
em composi¢des farmacéuticas adequadas para administragdo a um indivi-
duo. Tipicamente, a composicdo farmacéutica compreende o anticorpo e um
portador farmaceuticamente aceitavel. Como ~empregado ‘aqui, "portador
farmaceuticamente aceitavel" inclui qualquer e todos os solventes, meios de
disperséao, revestimentos, agentes antibacterianos e antifingicos, agentes de
retardamento de absorcao e isotonicos, e similares que s&o fisiologicamente
compativeis. Os exemplos de veiculos farmaceuticamente aceitaveis inclu-
em um ou mais de agua, solugdo salina, salina tamponada de fosfato, dex-

trose, glicerol, etanol e similares, bem como combinagdes destes. Em muitos

casos, sera preferivel incluir os agentes isotonicos, por exemplo, agucares,

polialcoois tal como manitol, sorbitol, ou cloreto de sédio na composigcdo. As
substancias farmaceuticamente aceitaveis tal como quantidades menores ou
umidificantes de substancias auxiliares tal como agentes emulsificantes ou

umidificantes, conservantes ou tampdes, que realgcam a vida de prateleira ou
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eficacia do anticorpo ou porgao de anticorpo.

Os anticorpos podem estar em uma variedade de formas. Estes
incluem, por exemplo, as formas de dosagem liquida, solidas e semi-solidas,
tal como solugdes liquidas (por exemplo, solugdes injetaveis e infusiveis),
dispersGes ou suspensdes, comprimido, pilulas, pd, lipossomas e suposito-
rios. A forma preferida depende do modo pretendido de administracao e a-
plicagdo terapéutica. As composigdes preferidas tipicas estdo na forma de
solugbes infusiveis ou injetaveis, tal como composi¢des similares aquelas
empregadas para imunizagdo passiva de humanos com outros anticorpos. O
modo preferido de administragdo € parenteral (por exemplo, intravenoso,
subcuténeo, intraperitoneal, intramuscular). Em uma modalidade preferida, o
anticorpo € administrado por infusdo ou injegéo intravenosa. Em outra moda-
lidade preferida, o anticorpo € administrado por injecdo intramuscular ou
subcutanea.

As composigdes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis e
estaveis sob as condigbes de fabrica(;éd e armazenamento. A composi¢ao
pode ser formulada como uma solugdo, microemulsdo, dispersdo, liposso-
ma, ou outra estrutura ordenada adequada para concentragdo de farmaco
alta. As solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas por incorporagao
de anticorpo na quantidade requerida em um solvente apropriado com um ou
uma combinagdo de ingredientes enumerados acima, como requerido, se-
guido por esterilizagdo filtrada. Geralmente, as dispersdes sdo preparadas
por incorporagdo do composto ativo em um veiculo estéril qUe contém um
meio ‘de dispersdo basico e os outros ingredientes requeridos desses enu-
merados acima. No caso de po estéril para a preparagéo de solugdes injeta-
veis estéreis, os métodos preferidos de preparagédo sdo secagem a vacuo e
liofilizagdo que produz um pé do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente
desejado adicional de uma solugio filtrada previamente estéril. A fluidez a-
propriada de uma solugdo pode ser mantida, por exemplo, pelo uso de um
revestimento tal como lecitina, pela manutengéo do tamanho de particula re-
querido no caso de dispersao e pelo uso do tensoativos. A absorqéo prolon-

gada de composi¢des injetaveis pode ser realizada incluindo-se na composi-
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¢ao um agente que retarda a absorgao, por exemplo, sais de monoestearato
e gelatina.

Os anticorpos podem ser administrados por uma variedade de
métodos conhecidos na técnica, incluindo, sem limitagdo, oral, parenteral,
mucosal, por inalagéo, tépico, bucal, nasal, e retal. Para muitas aplicagoes
terapéuticas, a rotina / modo preferido de administragdo € subcutaneo, in-
tramuscular, intravenoso ou infusdo. A injegdo sem agulha pode ser empre-
gada, se desejou. Como sera apreciado pelo técnico versado, o modo e/ou
de rotina de administrag&o variara, dependendo dos resultados desejados.

Em certas modalidades, o anticorpo pode ser preparado com um
portador que protegera o composto contra liberagao rapida, tal como uma
formulagdo de liberagdo controlada, incluindo implantes, emplastros trans-
dérmicos, e sistemas de liberagdo de microencapsulado. Os polimeros bio-
degradaveis, biocompativeis podem ser empregados, tal como acetato de
vinila de etileno, polianidretos, acido de poliglicdlico, colageno, poliortoéste-
res, e acido polilatico. Muitos métodos para a preparagao de tais formula-
¢Oes sdo patenteados ou geralmente conhecidos por aqueles versados . na
técnica. Vide,, por exemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J., R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nova York (1978).

Os regimes de dosagem podem ser ajustados para fornecer a
resposta desejada ideal. Por exemplo, um bolo Gnico pode ser administrado,
varias doses divididas podem ser administradas com o passar do tempo ou a
dose pode ser proporcionalmente reduzida ou aumentada como indicado pe-
las exigéncias da situacado terapéutica. E especialmente vantajoso formular
as composigoes parenterais na forma de unidade de dosagem para facilitar a
administragdo e uniformidade da dosagem. A forma de unidade de dosagem
como empregado aqui refere-se as unidades fisicamente discretas adequa-
das como dosagens unitarias para os individuos mamiferos a serem trata-
dos; cada unidade contém uma quantidade predeterminada de composto a-
tivo calculado para produzir o efeito terapéutico desejado em associagdo
com o portador farmacéutico requerido. A especificagdo para as formas de

unidade de dosagem da invengao é ditada por e diretamente dependente (a)
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das caracteristicas Unicas do anticorpo e do efeito terapéutico ou profilatico
particular a ser obtido, e (b) das limitagdes inerentes na técnica de técnica
de composigdo de um tal composto ativo para o tratamento de sensibilidade
em individuos.

Sera observado que os valores de dosagem podem variar com o
tipo e severidade da condigdo a ser aliviada, e pode incluir doses Unicas ou
multiplas. E para ser também entendido que para qualquer individuo particu-
lar, os regimes de dosagem especificos devem ser ajustados com o passar
do tempo de acordo com a necessidade individual e o julgamento profissio-
nal da pessoa administrando ou supervisionando a administragdo das com-
posicoes, e que as faixas de dosagem apresentadas aqui sdo exemplares
somente e nao é pretendido para limitar o escopo ou pratica da composigao
reivindicada.

Em uma modalidade, o anticorpo & administrado em uma formu-
lag&o intravenosa como uma solugdo aquosa estéril contendo 5 mg/m, ou
mais preferivelmente, cerca de 10 mg/ml, ou ainda mais preferiveimente,
cerca de 15 mg/ml, ou ainda mais preferivelmente, cerca de 20 mg/ml de an-
ticorpo, com acetato de sédio, polissorbato 80, e cloreto de sédio em um pH
variando de cerca de 5 a 6. Preferivelmente, a formulagao intravenosa € uma
solugédo aquosa estéril contendo 5 ou 10 mg/ml de anticorpo, com 20 mM de
acetato de sodio, 0,2 mg/ml de polissorbato 80, e 140 mM de cloreto de s6-
dio a pH 5,5. Além disso, uma solugdo compreendendo um anticorpo anti-
CTLA4 pode compreender, entre muitos outros compostos, histidina, mani-
tol, sacarose, trealose, gliciné, poli(etileno) glicol, EDTA, metionina, e qual-
quer combinagao destes, e muitos outros compostos conhecidos na técnica
relevante.

Em uma modalidade, parte da dose € administrada por um bolo
intravenoso e o resto por infusdo da formulagdo de anticorpo. Por exemplo,
uma injegdo intravenosa de 0,01 mg/kg do anticorpo podem ser dada como
um bolo, e o resto de uma dose de anticorpo predeterminada pode ser ad-
ministrado por inje¢ao intravenosa. Uma dose predeterminada do anticorpo

pode ser administrada, por exemplo, durante um periodo de uma hora e
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meia a duas horas a cinco horas.

Com respeito a um inibidor de aromatase, o inibidor pode estar
presente na composigao farmacéutica na forma de um éster ou sal fisiologi-
camente aceitavel, tal com em combinagdo com um cation ou anion fisiologi-
camente aceitavel, como € bem-conhecido na técnica.

As formulagbes das composigbes farmacéuticas descritas aqui
podem ser preparadas por qualquer método conhecido ou desenvolvido
mais adiante na técnica de farmacologia. Em geral, tais métodos préparaté-
rios incluem a etapa de levar o ingrediente ativo em associagdo com um por-

tador ou um ou mais outros ingredientes acessorios, e entdo, se necessario

‘ou desejavel, moldar ou empacotar o produto em uma unidade de dose mul-

tipla ou Unica desejada.

As composigdes farmacéuticas que sao uteis nos métodos da in-
vengdo podem ser preparadas, empacotadas, ou vendidas em formulagdes
adequadas para administragao oral, retal, vaginal, parenteral, topica, pulmo-
nar, intranasal, bucal, oftalmica, ou outra rotina de administragdo. Outras
formulagdes contempladas incluem nanoparticulas projetadas, preparagoes
lipossémicas, eritrocitos re-selados contendo o ingrediente ativo, e formula-
¢Oes imunologicamente baseadas.

- Uma composigéo farmacéutica da invengdo pode ser preparada,
empacotada, ou vendida em volume, como uma dose de unidade unica, ou

como uma pluralidade de doses de unidade uUnica. Como empregado aqui,

- uma "dose de unidade" é quantidade discreta da composigéo farmacéutica

compreendendo .uma quantidade predeterminada do ingrediente ativo. A
quantidade do ingrediente atiVo € geralmente igual a doségem do ingredieh-
te ativo que seria administrada a um indivfduo ou uma fragdo conveniente de
uma tal dosagem, por exemplo, uma metade ou um tergo de uma tal dosa-
gem.

As quantidades relativas do inQrediente ativo, o portador farma-
ceuticamente aceitavel, evqualquer ingrediente adicional em uma composi-
¢ao farmacéutica da invengdo variardo, dependendo da identidade, tama-

nho, e condi¢gdo do individuo tratado e também dependendo da rotina pela
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qual a composi¢do deve ser administrada. Através de exemplo, a composi-
¢ao pode compreender entre 0,1% e 100% (peso/peso) de ingrediente ativo.

Além disso do ingrediente ativo, uma composi¢do farmacéutica
da invengao pode também compreender um ou mais agentes farmaceutica-
mente ativos adicionais. Os agentes adicionais particularmente contempla-
dos incluem agentes antieméticos, antidiarréicos, quimioterapéuticos, citoci-
nas, e similares.

As formulagdes de liberagdo controlada ou prolongada de uma
composi¢do farmacéutica da invengdo podem ser feitas empregando tecno-
logia convencional.

Uma formulagdo de uma composigdo farmacéutica da invengéo
adequada para administragdo oral pode ser preparada, empacotada, ou
vendida na forma de uma unidade de dose solida discreta incluindo, porém
nao-limitada a, um comprimido, uma capsula dura ou macia, um selo, um
trocisco, ou uma pastilha, cada contendo uma quantidade predeterminada
do ingrediente ativo. As outras formulagées adequadas para administragao
oral incluem, porem néo estdo limitadas a, uma formulagdo em p6 ou granu-
lar, uma suspensao aquosa ou oleosa, uma solugdo aquosa ou oleosa, ou
ufna emuls3o. v

Como empregado aqui, um liquido "oleoso" é Um qUe compre-
ende uma molécula quUida contendo carbono e que exibe um carater menos
polar do que a agua. |

Um comprimido compreendendo o ingrediente ativo pode, por
exemplo, ser feito por prensagem ou moldagem do ingrediente ativo, opcio-
nalmente com um ou mais ingredientes adicionais. Os comprimidos prensa-
dos podem ser preparados por prensagem, em um dispositivo adequado, o

ingrediente ativo em uma forma de fluxo livre tal como uma preparagido em

PO ou granular, opcionalmente misturado com um ou mais de um aglutinan-

te, um lubrificante, um excipiente, um agente tensoativo, e um.agente de
dispersdo. Os comprimidos moldados podem ser feitos por moldagem, em
um dispositivo adequado, uma mistura do ingrediente ativo, um portador

farmaceuticamente aceitavel, e pelo menos liquido suficiente para umedecer
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a mistura.

Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis empregados na fa-
bricagdo de comprimidos incluem, porém nio estdo limitados a, diluentes
inertes, agentes de granulagio e desintegragdo, agentes aglutinantes, e a-
gentes lubrificantes. Os agentes de dispersdo conhecidos incluem, porém
nao estao limitados a, amido de batata e gli‘cdlato de amido de sédio. Os a-
gentes tensoativos conhecidos incluem, porém nao estio limitados a, sulfato
de laurila de sddio. Os diluentes conhecidos incluem, porém n3o estao limi-
tados a, carbonato de calcio, carbonato de séd'io, lactose, celulose microcris-

talina, fosfato de calcio, fosfato de hidrogénio de calcio, e fosfato de sddio.

"Os agentes de granulagao e desintegrantes conhecidos incluem, porém néo

estdo limitados a, amido de milho e acido alginico. Os agentes aglutinantes
conhecidos incluem, porém nao estdo limitados a, gelatina, acécia, amido de
milho pré-gelatinizado, polivinilpirrolidona, e metilcelulose de hidroxipropila.
Os agentes Iubriﬁcahtes conhecidos. incluem, porém nao estao limitados a,
estearato de magnésio, acido estearico, silica, e talco.

Os comprimidos podem ser ndo revestidos ou eles podem ser
revestidos empregando métodos conhecidos para obter desintegragéo retar-
dada no trato gastrointestinal de um individuo desse modo fornecendo libe-
ragao prolongada e absorgdo do ingrediente ativo. Através de exemplo, um
material tal como monoestearato de glicerila ou diestearato de glicerila pode
ser empregado para revestir os comprimidos. Também através de exemplo,
os comprimidos podem ser revestidos empregando métodos descritos nas
Patente U.S. Nos. 4.256.108; 4.160.452; e 4.265.874 para formar cohprimi-
dos de liberagdo osmoticalmente controlada. Os compri.midos podem tam-
bém compreender um agente adogante, agente flavorizante, agente de colo-
ragdo, um conservante, ou algumas combinagdes destes a fim de fornecer
preparagéb farmaceuticamente elegante e saborosa.

As céapsulas duras compreendendo o ingrediente ativo podem
ser feitas empregando uma composigao fisiologicamente degradavel, tal co-
mo gelatina. Tais capsulas duras compreendem o ingrediente ativo; e podem

também compreender os ingredientes adicionais incluindo, por exemplo, um
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diluente solido inerte tal como carbonato de célcio, fosfato de calcio, ou cau-
lim.

As capsulas de gelatina macias compreendendo o ingrediente a-
tivo podem ser feitas empregando uma composigao fisiologicamente degra-
davel, tal como gelatina. Tais capsulas macias compreendem o ingrediente
ativo, que pode ser misturado com agua ou um meio de 6leo tal como éleo
de amendoim, parafina liquida, ou azeite de oliva.

 As formulacdes liquidas de uma composig¢ao farmacéutica da in-
vengao que sao adequadoé para administragao oral podem ser preparadas,
empacotadas, e vendidas ou na forma liquida ou na forma de um produto
seco pretendido para reconstituicdo com agua ou outro veiculo adequado
antes do uso.

As suspensdes liquidas podem ser preparadas empregando mé-
todos .convencionais para obter suspensdo do ingrediente ativo em um vei-
culo aquoso ou oleoso. Os veiculos aquosos incluem, por exemplo, solugédo
salina isotonica e agua. Os veiculos oleosos incluem, por exemplo, 6leo de
améndoa, ésteres oleosos, alcool etilico, 6leos vegetais tal como dleo de
amendoim, oliva, gergelim, ou coco, 6leos vegetais fracionados, e 6leos mi-
nerais tal como parafina liquida. As suspensdes liquidas podem também
compreender um ou mais ingredientes adicionais incluindo, porém nao-
‘Iimitado aos agentes de suspensio, égentes umectantes ou dispersantes,
agentes emulsificantes, demuicentes, 'conservantes,'tampéo, sais, flavori-
zantes, agentes de coloragao, e agentes adogantes. As suspensdes oleosas
podem também compreender um agente espessante. Os agentes de sus-
pensao conhecidos incluem, porém ndo estdo limitados a, xarope de sorbitol,
gorduras comestiveis hidrogenadas, alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
goma de tragacanto, goma acécia, e derivados de celulose tal como carbo-
ximetilcelulovse de sodio, metilcelulose, metilcelulose de hidroxipropila. Os
agentes umectantes ou dispersantes conhecidos incluem, porém ndo estio
limitados a, fosfatideos de ocorréncia natural tal como lecitina, produtos de
cbndensagéo de um éxido de alquileno com um acido graxo, com um alcool

alifatico de cadeia longa, com um éster parcial derivado de um &cido graxo e
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um hexitol, ou com um éster parcial derivado de um acido graxo e um ani-
dreto de hexitol (por exemplo, estearato de polioxietileno, heptadecaetileno-
oxicetanol, monooleato de sorbitol de polioxietileno, e monooleato de sorbi-
tan de polioxietileno, respectivamente). Os agentes emulsificantes conheci-
dos incluem, porém nao estao limitados a, lecitina e acacia. Os conservantes
conhecidos incluem, porém nao estdo limitados a, metila, etila, ou n-propil-
para-hidroxibenzoatos, acido ascérbico, e acido sérbico. Os agentes adogan-
tes conhecidos incluem, por exemplo, glicerol, propileno glicol, sorbitol, saca-
rose, e sacarina. Os agentes espessantes conhecidos para suspensoes ole-
osas incluem, por exemplo, cera de abelha, parafina dura, e alcool cetilico.

As solugdes liquidas do ingrediente ativo em solventes aquosos

ou oleosos podem ser preparadas substancialmente da mesma maneira co-

mo suspensées liquidas, a diferenga principal sendo que o ingrediente ativo

é dissolvido, e nio suspenso no solvente. As solugoes liquidas da composi-
¢ao farmacéutica da. invengao podem compreender cada dos componentes
descritos com respeito as suspensdes liquidas, sendo entendido que os a-
gentes de suspensao nao necessariamente auxiliardo na dissolugdo do in-
grediente ativo no solvente. Os solventes aquosos incluem, por exemplo, so-
lugdo salina isotonica e agua. Os solventes oleosos incluem, por exemplo,
6leo de améndoa, ésteres oleosos, alcool etilico, 6leos vegetais tal como 6-
leo de amendoim, azeitona, gergelim, ou coco, dleos vegetais fracionado, e
6leos minerais tal como parafina liquida.

As formulagdoes em po6 e granulares de uma preparagéo farma-
céutica da invengdo podem ser preparadas empregando meétodos conheci-
dos. Tais formulagdes podem ser administradas diretamente a um individuo,
empregadas, por exemplo, para formar comprimidos, carregar capsulas, ou
preparar uma suspensio aquosa ou oleosa ou solugdo por adigdo de um ve-
iculo aqudso ou oleoso a isto. Cada destas formulagdes pode também com-
preender um ou mais de agente umectante e dispersante, agente de sus-
pensao, e um conservante. Os excipientes adicionais, tal como agentes de
carga e umectantes, flavorizantes, ou corantes, podem também sér incluidos

nestas formulagoes.
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-Uma composigdo farmacéutica da invengdo pode também ser
preparada, empacotada, ou vendida na forma de emulsdo de agua em éleo
ou uma emulsdo de éleo em agua. A fase oleosa pode ser um 6leo vegetal
tal como oleo de azeitona ou amendoim, um éleo mineral tal como parafina
liquida, ou uma combinagéo destes. Tais composicdes podem também com-
preender um ou mais agentes emulsificantes tal como gomas de ocorréncia
natural tal como goma acacia ou goma de tragacanto, fosfatideos de ocor-
réncia natural tal como fosfatideo de lecitina ou soja, ésteres ou ésteres par-
ciais derivados de combinagées de acidos graxos e anidretos de hexitol tal
como monooleato de sorbitan, e produtos de condensagdo de tais ésteres
parciais com oxido de etileno tal como monooleato de sorbitan de polioxieti-
leno. Estas emulsdes podem também conter ingredientes adicionais incluin-
do, por exemplo, agentes adogantes ou flavorizantes.

Uma composigéo farmacéutica da invengdo pode ser preparada,
empacotada, ou vendida em uma formulagdo adequada para administragdo
retal. Uma tal composigdo pode estar na forma de, por exemplo, um suposi-
tério, uma preparagdo de enema de retengdo, e uma solugdo para irrigacao
colbnica ou retal.

| As formulagdes de supositorio podem ser feitas por combinagao
do ingrediente ativo com um excipiente farmaceuticamente aceitavel nio irri-
tante que € sdlido em temperatura ambiente ordinaria (isto &, cerca de 20°C)
e que ¢ liquido na temperatura retal do individuo (isto &, cerca de 37°C em
um ser humano saudavel). Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis a-
deqUados incluem, porém néo estdo limitados a, manteiga de cacau, polieti-
leno glicois, e varios glicerideos. As formulagdes de supositério podem tam-
bém compreender varios ingredientes adicionais incluindo, porém nio-
limitados a, antioxidantes e conservantes.
 As preparagdes de enema de retengdo ou solugbes para irriga-
¢ao retal ou coldnica podem ser feitas por combinagéo do ingrediente ativo
com um portador liquido farmaceuticamente aceitavel. Como é bem-
conhecido na técnica, as preparagdes de enema podem ser administradas

empregando, e podem ser empacotadas dentro de, um dispositivo de libera-
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¢ao adaptado a anatomia retal do individuo. As preparagdes de enema po-
dem também compreender varios ingredientes adicionais incluindo, porém
nao-limitados a, antioxidantes e conservantes.

Uma composicdo farmacéutica da invengao pode ser preparada,
empacotada, ou vendida em uma formulagdo adequada para administragdo
vaginal. Uma tal composi¢ao pode estar na forma de, por exemplo, um su-
positorio, um material vaginalmente inserivel revestido ou impregnado tal
como um tampao, uma preparacao de ducha, ou gel ou creme ou uma solu-
¢ao para irrigagao vaginal.

Os métodos para impregnagao ou revestido de um material com

" uma composi¢do quimica sao conhecidos na técnica, e incluem, porém nao

estao limitados aos métodos de depdsito ou ligagdo de uma composigao
quimica sobre uma superficie, métodos de incorporagdo de uma composigao
quimica na estrutura de um material durante a sintese do material (isto &, tai
como com um material fisiologicamente degradavel), e métodos de absorgéo
de uma solugao ou suspensao aquosa ou oleosa em um material absorven-
te, com ou sem secagem subseqtiente.

As preparagoes de ducha ou solugdes para irrigagao vaginal po-
dem ser feitas por combinagao do ingrediente ativo com um portador liquido
farmaceuticamente aceitavel. Como sdo bem-conhecidas na técnica, as pre-
paracgdes de ducha podem ser administradas empregando, e podem ser em-
pacotadas dentro de, um dispositivo de liberagdo adaptado a anatomia vagi-
nal do individuo. As preparagdes de ducha podem também c'ompreender va-
rios ingredientes adicionais incluindo, porém n&o-limitados a, antioxidantes,
antibiéticos, agentes antifungicos, e conservantes. |

Como empregado aqui, "administragdo parenteral” de uma com-
posigdo farmacéutica inclui qualquer rotina de administragdo caracterizada
por aberfura fisica de um tecido de um individuo e administragdo da compo-
sigdo farmacéutica através da abertura no tecido. A administragio parenteral
desse modo inclui, porém nao esta limitada a, administragcdo de uma compo-
sicao farmacéutica por inje¢gdo da composigao, por aplicagdo da cbmposigéo

através de uma incisd@o cirurgica, por aplicagdo da composigdo através de
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uma ferida n&o cirirgica de penetragdo de tecido, e similares. Em particular,
a administragao parenteral é contemplada incluir, porém n&o esta limitada a,
técnicas subcutaneas, intraperitoneais, intramusculares, inje¢do intra-
esternais, e de infusao dialitica do rim.

As formulagbes de uma composi¢ao farmacéutica adequada pa-
ra administragdo parenteral compreendem o ingrediente ativo combinado
com um portador farmaceuticamente aceitavel, tal como agua estéril ou so-
lugdo salina isotdnica estéril. Tais formulagbes podem ser preparadas, em-
pacotadas, ou vendidas de uma forma adequada para administragdo de bolo
ou para administragcdo continua. As formulagdes injetaveis podem ser prepa-
radas, empacotadas, ou vendidas na forma de dosagem de unidade, tal co-
mo em ampolas ou em recipiente de dose multipla contendo um conservan-
te. As formulagbes para administragdo parenteral incluem, porém ndo estio
limitadas a, suspensbes, solugbes, emulsGes em veiculos oleosos ou aquo-
sos, pastas, e formulagdes biodegradaveis ou de Iiberagéo prolongada im-
plantavel como descrito abaixo. Tais formulagées podem também compre-
ender um ou mais ingredientes adicionais incluindo, porém néo-limitados a,
agentes de suspensao, estabilizantes ou dispersantes. Em uma modalidade
de uma formulagdo para administragcdo parenteral, o ingrediente ativo & for-
necido na forma seca (isto &, p6 ou granular) para reconstitu’igéo com um ve-
iculo adequado (por exemplo, agua Iivfe de pirogénio estéril) antes da admi-
nistragd@o parenteral da composi¢ao reconstituida. |

Uma composigao da presente invengdo pode ser administrada
por uma variedade de métodos conhecidos na técnica. O modo e/ou rotina
de administragdo variam dependendo dos resultados desejados. Os com-
postos ativos podem ser preparados com veiculos que protegem o composto

contra liberagdo rapida, tal como uma formulagio de liberagdo controlada,

-incluindo implantes, emplastos transdérmicos, e sistemas de liberagdo de

microencapsulado. Os polimeros biodegradaveis, biocompativeis podem ser
empregados, tal como acetato de vinila de etileno, polianidretos, acido poli-
glicdlico, colageno, poliortoésteres, e acido de polilatico. Muitos métodos pa-

ra a preparagao de tais formulagbes sado descritos por, por exemplo, Sustai-
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ned and Controlled Release Drug Delivery Systems, J., R. Robinson, ed.,
Marcel Dekker, Inc., Nova York, (1978). As composicoes farmacéuticas séo
preferivelmente fabricadas sob condicoes de GMP.

As composi¢des farmacéuticas podem ser preparadas, empaco-
tadas, ou vendidas na forma de uma suspensio ou solugdo aquosa ou oleo-
sa injetavel estéril. Esta suspenséo ou solugdo pode ser formulada de acor-
do com a técnica conhecida, e pode compreender, além do ingrediente ativo,
ingredientes adicionais tal como os agentes de dispersdo, agentes umectan-
tes, ou agentes de suspensdo descritos aqui. Tais formulagdes injetaveis es-

téreis podem ser preparadas empregando um diluente ou solvente n3o toxi-

‘Co parenteralmente aceitavel, tal como agua ou 1,3-butano de diol, por e-

xemplo. Os outros diluentes e solventes aceitaveis incluem, porém nao estido
limitados a, a solugdo de Ringer, solugdo de cloreto de sbdio isoténica, e 6-
leos fixos tal como mono- ou di-glicerideos sintéticos. As outras formulagdes
administraveis parentalmente que sdo Uteis incluem aquelas que compreen-
dem o ingrediente ativo na forma microcristalina, em uma preparago lipos-
sOmica, ou como um componente de um sistema de polimero biodegradavel.
As composigbes para liberagdo prolongada ou implantagao podem compre-
ender materiais hidrofobicos ou poliméricos farmaceuticamente aceitaveis tal
como uma emulsdo, uma resina de permuta de ions, um polimero raramente
soltivel, ou um sal raramente soluvel.

As formulagbes adequadas para administragdo topica incluem,
porém n&o estdo limitadas a, preparagées liquidas ou semi liquidas tal como
linimentos, logdes, emulsdes de dleo em agua ou agua em oleo tal como
cremes, unglentos ou pastas, e solugdes ou suspensdes. As formulagdes
topicamente administraveis podem, por exemplo, compreender de cerca de
1% a cerca de 10% (peso/peso) do ingrediente ativo, embora a concentra-
¢ao do ingrediente ativo possa ser tdo alta quanto o limite de solubilidade do
ingrediente ativo no solvente. As formulagées para administragdo tépica po-
dem também compreender um ou mais dos ingredientes adicionais descritos
aqui.

Uma composigéo farmacéutica da invengdo pode ser preparada,
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empacotada, ou vendida em uma formulacdo adequada para administracao
pulmonar pela cavidade bucal. Uma tal formulacdo pode compreende parti-
culas secas que compreendem o ingrediente ativo e que tém um didmetro na
faixa de cerca de 0,5 a cerca de 7 nandmetros, e preferivelmente de cerca
de 1 a cerca de 6 nandmetros. Tais composicdes estdo convenientemente
na forma de p6 seco para administragéo une emprega um dispositivo com-
preendendo um reservatério de pd seco para que uma corrente de propulsor
possa estar direcionada para dispersar o p6 ou empregando um recipiente
de dispersdo de po/ solvente de auto-propulsdo tal como um dispositivo
compreendendo o ingrediente ativo dissolvido ou suspenso em um propulsor
de baixa ebuligdo em um recipiente selado. Preferivelmente, tal pd compre-
ende particulas onde pelo menos 98% das particulas em peso tém um dia-
metro maior do que 0,5 nanémetros e pelo menos 95% das particulas por
namero tém um didmetro menor do que 7 nandémetros. Mais preferivelmente,
pelo menos 95% das particulas em peso tém um didmetro maior do que 1
nandmetro e pelo menos 90% das particulas por nimero, tém um diametro
menor do que 6 nandmetros. As composi¢des de pd seco preferivelmente
incluem um diluente em po6 fino solido tal como aglicar e sdo conveniente-
mente fornecidas em uma forma de dose de unidade.

Os propulsores de baixa ebullgao geralmente incluem propulso-
res Ilqwdos tendo um ponto de ebuli¢gdo abaixo de 18,33°C (65°F) em pres-
sdo atmosferica. Geralmente o propulsor pode constituir 50 a 99,9% (pe-
so/peso) da composigao, e o ingrediente ativo pode constituir 0,1 a 20% (pe-
so/peso) da compesic¢do. O propulsor pode também compreender 0s ingre-
dientes adicionais tal como um tensoativo liquido ndo iénico ou anionico so-
lido ou urh diluente sélido (preferivelmente tendo um tamanho de particula
da mesma ordem como particulas compreendendo o ingrediente ativo).

| As composicoes farmacéuticas da invengao formuladas para li-
beragao pulmonar podem também fornecer o ingrediente ativo na forma de
goticulas de uma solugdo ou suspensio. Tais formulagdes podem ser prepa-
radas, empacotadas, ou vendidas como solucdes alcodlicas aquosas ou dilu-

idas ou suspensdes, opcionalmente estéreis, compreendendo o ingrediente
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ativo, e podem convenientemente ser administradas empregando qualquer
dispositivo de nebulizagdo ou atomizagdo. Tais formulagdes podem também
compreender um ou mais ingredientes adicionais incluindo, porém nao-
limitados ao agente flavorizante tal como sédio de sacarina, um 6leo volatil,
um agente tamponado, um agente tensoativo, ou um conservante tal como
metilidroxibenzoato. As goticulas fornecidas por esta rotina de administragio
preferivelmente tém um didmetro médio na faixa de cerca de 0,1 a cerca de
200 nandmetros. ’ |

As formulagbes descritas aqui como sendo Uteis para liberagdo

pulmonar sdo também Uteis para liberagdo intranasal de uma composicao

“farmacéutica da invencgao.

Outra formulagdo adequada para administracdo intranasal é um
pd grosso compreendendo o ingrediente ativo e tendo uma particula média
de cerca de 0,2 a 500 micrometros. Uma tal formulaco é administrada de
maneira na qual a inalagdo é tomada, isto é, por inalagdo rapida através da
passagem nasal de um reci‘piente do p6 mantido préximo as narinas.

As formulagbes adequadas para administragio nasal podem, por
exemplo, compreender de cerca de tdo pouco quanto 0,1% (peso/peso) e
tanto quanto 100% (peso/peso) do ingredienfe ativo, e podem também com-
preender um ou mais dos ingredientes adicionais descritos aqui.

Uma composigao farmacéutica da invengdo pode ser preparada,
empacotada, ou vendida em uma formulagdo adequada para administragao
bucal. Tais formulagdes podem, por exemplo, estar na formaAde comprimido
ou pastilhas feitas empregando métodos convencionais, e podem, por e-
xemplo, 0,1 a 20% (peso/peso) do ingrediente ativo, o equilibrio compreen-
dendo uma composigdo oralmente dissolvivel ou degrédével e, opcionalmen-
te, um ou mais dos ingredientes adicionais descritos aqui. Alternadamente,
as formulégc")es adequadas para administragdo bucal podem compreender
um p6 ou uma suspensio ou solu¢do atomizada ou aerossolizada compre-
endendo o ingrediente ativo. Tais formulagdes em pd, aerossolizadas ou ae-
rossolizadas quando dispersas, preferivelmente tém uma particula‘média ou

tamanho de goticula na faixa de cerca de 0,1 a cerca de 200 nandémetros, e
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pode também compreender um ou mais dos ingredientes adicionais descri-
tos aqui.

Uma composigdo farmacéutica da invengdo pode ser preparada,
empacotada, ou vendida em uma formulagdo adequada para administragdo
oftalmica. Tais formulages podem, por exemplo, estar na forma de colirios
incluindo, por exemplo, uma solugdo ou suspens&o de 0,1 -1,0% (peso/peso)
do ingrediente ativo em um portador liquido aquoso ou oleoso. Tais gotas
podem também compreender agentes tamponado§, sais, ou um ou mais ou-
tros dos ingredientes adicionais descritos aqui. As outras formulagdes oftal-
micalmente administravel que sdo uteis incluem aquelas que compreendem
o0 ingrediente ativo na forma microcristalina ou em uma preparagéo lipossé-
mica.

Como empregado aqui, "ingredientes adicionais” incluem, porém
nao estdo limitados a, um ou mais dos seguintes: excipientes; os agentes
tensoativos; os agentes de dispersdo; diluentes inertes; agentes de granula-
¢ao e desintegrantes; agentes aglutinantes; agentes lubrificantes; agentes
adogantes; agentes flavorizantes; agentes de coloragdo; conservantes; com-
posicoes ﬁsiologicamente degradaveis tal como gelatina; veiculos e solven-
tes aquosos; veiculos e solventes oleosos: agentes de suspensio; agentes
umectantes ou dispersantes; agentes emulsificantes, demulcentes: tampao;
sais; agentes espessantes; cargas; agentes emulsificantes; antioxidantes;
antibidticos; agentes antifungicos; agentes estabilizantes; e materiais hidro-
fébicos ou poliméricos farmaceuticamente aceitaveis. Os outros "ingredién-
tes adicionais” que podem ser incluidos nas composigoes farmacéuticas da
invengd@o s&o conhecidos na técnica e descritos, por exemplo, em Reming-
ton's, Pharmaceutical Siciences Genaro, ed., Mack Publishing Co., Easton,
PA (1985), que é incorporado aqui por referéncia.

A combinag&o de ingrediente ativo do inibidor de aromatase/ an-
ti-CTLA4 da invengao, pode ser administrada a um animal, preferivelmente
um humano. Ao mesmo tempo em que a dosagem exata administrada de
cada ingrediente ativo variara dependendo de qualquer nimero de fatores,

incluindo porém n&o-limitado a, o tipo de animal e tipo de estado da doenga
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sendo tratada, a idade do animal e a rotina de administragao.

O anticorpo anti-CTLA4 pode ser administrado a um animal tdo
freqlientemente quanto varias vezes diariamente, ou pode ser administrado
menos freqlentemente, tal como uma vez por dia, uma vez na semana, uma
vez a cada duas semanas, uma vez por més, ou ainda menos freqiiente-
mente, tal como uma vez a cada varios meses ou ainda uma vez por ano ou
menos. A frequéncia da dose sera facilmente evidente ao técnico versado e
dependera de qualquer niimero de fatores, tal como, porém néo-lirﬁitado, ao
tipo e severidade da doenga tratada, o tipo e idade do animal, etc.

O inibidor de aromatase, preferivelmente, exemestano, pode ser

~ administrado a um animal, tio fregiientemente quanto varias vezes ao dia,

ou pode ser administrado menos freqlientemente, tal como uma vez por dia,
uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma vez por més, ou
ainda menos freqlientemente, tal como uma vez a cada varios meses ou a-
inda uma vez por ano ou menos. A freqiiéncia da dose sera facilmente evi-
dente para o técnico versado e dependera de qualquer nimero de fatores,
tal como, porém nao-limitado, ao tipo e severidade da doencga sendo tratada,
do tipo e idade do animal, etc.

O anticorpo e aromatase podem ser co-administrados pelo fato
de que eles podem ser administrados separadamente, em datas diferentes
ou em horas diferentes do dia, bem como simultaneamente ou na mesma
data. A co-administragdo desse modo abrange qualquer combinagio tempo-
ral de administragdo do anticorpo e o inibidor de aromatase tal que a admi-
nistragdo dos dois agentes medeie um beneficio terapéutico ao paciente que
€ detectavelmente maior do que a administragdo de qualquer dos agentés
na auséncia do outro. _ _

Uma combinagédo de anticorpo-inibidor de aromatase da inven-
¢ao pode ser co-administrada com numerosas outras 'combinagées (outros
agentes de terapia de anti-hormonal, citocinas, farmacos antivirdticos e/ou
quimioterapéuticas, entre muitos outros). Alternativamente, o composto(s)
pode ser administrado uma hora, um dia, uma semana, um més; ou ainda

mais, com antecedéncia da combinagdo de inibidor de aromatase- anticorpo,
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ou qualquer permutacgao deste. Além disso, o composto(s) pode ser adminis-
trado uma hora, um dia, uma semana, ou ainda mais, apds a administragéo
de radiagdo, transplante de célula-tronco, ou administragdo de qualquer a-
Qente terapéutico (por exemplo, citocina, composto quimioterapéutico, e si-
milares), ou qualquer permutacgdo destes. A freqiiéncia e regime de adminis-
tragao serdo facilmente evidentes ao técnico versado e dependerdo de qual-
quer numero de fatores tal como, porém nao-limitado ao tipo e severidade da
doenga sendo tratada, da idade e estado da satde do animal, da identidade
do composto ou compostoé sendo administrados, da rotina de administragio
dos varios compostos, e similares.

VII. Kits

A invencgo inclui varios kits que compreendem uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-CTLA4 humano da invengao e
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um inibidor de aromatase, junto
com um aplicador e materiais instrutivos que descrevem o uso da combina-
Gao para realizar os métodos da invengdo. Embora os kits exemplares sejam
descritos abaixo, os contetdos de similares kits Uteis serdo evidentes ao
técnico versado na luz da presente descrigdo. Cada destes kits é incluido na
invengao. | _

‘ A invengao inclui um kit para tratamento de cénéer de mama em
um paciente em necessidadée deste. O kit inclui um anticorpo anti-CTLA4
humano da invengdo e pelo menos um inibidor de afomatase. O inibidor a-
brange, porém nao esta limitado a, fulvestrant, anastrozol, letrozol e exemes-
tano. O kit também compreende um aplicador, incluindo, porém n&o-limitado
a, uma seringa, para administr'avc;éo dos componentes do kit a um paciente.
Alem disso, o kit compreende um material instrutivo apresentando a informa-
¢ao pertinente para o uso do kit para tratar cdncer de mama no paciente.

| Mais preferivelmente, o kit compreende pelo menos um anticor-
po anti-CTLA4 selecionado de um anticorpo tendo a seqiiéncia de aminoaci-
do de cadeia pesada e leve de anticorpo 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3,
6.1.1, 11.21, 11.6, 11.7.1, 12.3.1.1, 12.9.1.1, e 10D1 (MDX-010), ainda

mais preferivelmente, o anticorpo é um anticorpo tendo a seqiiéncia de ami-
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noacido de cadeia pesada e leve de anticorpo 4.13.1, 11.2.1, e 10D1 (MDX-
010).

Em uma modalidade, o inibidor de aromatase é pelo menos um
inibidor selecionado de anastrozol, letrozol, e exemestano. Mais preferivel-
mente, o inibidor de aromatase é exemestano.

O kit pode compreender qualquer nimero de agentes adicionais
para o tratamento do cancer de mama. Tais agentes sdo apresentados pre-
viamente e incluem compostos quimioterapéuticos, vacinas de cancer, inibi-
dores de transdugéo de sinal, os agentes Gteis no tratamento de cancer ou

crescimento de célula anormal, anticorpos ou outros ligados que inibem o

“crescimento de tumor por ligagao a IGF-1R, e citocinas, entre muitos outros.

A invengdo também refere-se a um artigo de fabricagdo (por e-
xemplo, forma de dosagem adaptada para administragdo i.v.) compreenden-
do um anticorpo anti-CTLA4 humano na quantidade eficaz de tratar o cancer

(por exemplo, mais do que 10 mg/kg, pelo menos 15 mg/kg, ou 15 mg/kg) e

-uma quantidade terapeuticamente eficaz de um inibidor de aromatase. Em

certas modalidades, o artigo de fabricagdo compreende um recipiente ou re-
cipientes compreendendo um anticorpo anti-CTLA4 humano, o inibidor de
aromatase, e um rotulo e/ou instrugdes para uso para tratar cancer.

A invengao é também descrita em detalhes em referéncia aos
seguintes exemplos experimentais. Estes exemplos sdo fornecidos para
propositos de ilustragdo somente, e ndo sio pretendidos para Serem limitan-
tes a menos que de outra maneira especificado. Desse modo', a invengao de
modo algum seria considerada com estando limitada aos seguintes exem-
plos, porém de preferéncia, deve ser considerada abrang'er qualquer e todas
as variagées que torne evidente com um resultado do ensinamento fornecido
aqui. |
EXEMPLO

Anticorpo Anti-CLTA4 em combinagio com exemestano em cancer de

mama metastatico ou localmente avancado em paciente de pés-

menopausico

Os pacientes tendo cancer de mama metastatico ou localmente
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avangado com pelo menos uma lesdo que pode ser medida exatamente em
duas dimensdes e cujo tamanho é > 2 cm x 1 cm por varredura CT conven-
cional ou > 1 cm x 1 cm por varredura CT espiral foram administrados uma
infus&o IV (100 mL/hr) de anticorpos anti-CTLA4 como descrito aqui. Os an-
tiemeticos profilaticos e antidiarréicos sdo determinados quando apropriado.

O tratamento é repetido apos 28 dias. As coortes sucessivas re-
cebem doses progressivas da dose de anticorpo anti-CTLA4, comegando em
3 mg/kg e aumentando para 6 mg/kg, 10 mg/kg e 15 mg/kg, a cada 28 dias
por conseguinte, respectivarhente, até o maximo de 12 ciclos na auséncia de
toxicidade intoleravel ou progressao da doenga.

Preferivelmente, os pacientes sdo pré-medicados com anti-
histamina (H1) pelo menos meia hora antes da infusdo de anti-CTLA4. A
pré-medicagdo é recomendada porém nio é requerida.

Todos os pacientes recebem exemestano, como dose oral conti-
nua de 25 mg por dia de cada ciclo de 28-dias. Preferivelmente, exemestano
é tomado ao mesmo tempo cada dia.

As doses sdo progressivas empregando uma designacao de titu-
lagdo acelerada utilizando um esquema de duplicacao da dose com 3-6 indi-
viduos por coorfe. Em cada novo coorte ndo ha nenhum periodo de espera
requerido entre os individuos. Os coortes subseqiientes ndo podem ser é-
bertos até que o primeirb individuo no hl’vel de dose atual tenha sido obser-
vado durante 21 dias e os individuos subseqiientes tenham sido observados
durante 14 dias.

O anticorpo é fornecido em frascos de vidro claros de 10 ml com
uma tampa de borracha e um selo de aluminio. Cada frasco contém 5 mg/mi
(com uma carga nominal de 50 mg/frasco) de anticorpo anti-CTLA4, em uma
solugéo aquosa estéril compreendendo 20 mM de acetato de sédio, 0,2
mg/mi de po‘Iissorbato 80, e 140 mM de cloreto de sédio em pH 5,5.

v Para todos os pacientes, o estado do desempenho de ECOG,
sinais vitais, e peso do corpo sdo avaliados pré-dose, e os sinais vitais po-
dem ser repetidos pds-dose, quando indicado clinicamente. Um exame fisico

(incluindo avaliagdo de oftalmolégica e sinais de autoimunidade) é realizado



10

15

20

25

30

78

no Dia 1. As amostras para painel de hematologia (hematocrito, contagem

de RBC, contagem de WBC, diferencial), substancia quimica (fosfatase alca-

lina, calcio, cloreto, GGT, LDH, magnésio, fosforo, glicose aleatéria, sodio,

uréia, acido Urico), urindlise (sangue, proteina), outros (tempo de trombo-
plastina parcial ativada [APTT], tempo de protrombina (PT), painel de auto-
anticorpo, proteina reativa C, TSH, T3, T4, amilase, lipase, soro C3, C4, ni-
vel Ig do soro), sao obtidos.

O titulo de anticorpo anti-humano humano de valor de referéncia
(HAHA) é determinado e o espécime farmacocinético (PK) é obtido pré-dose.

Os seguintes pontos finais sdo medidos: pardmetros de PK, HA-

'HA, taxa de resposta e tempo para progressio. O tempo para progressao e

a sobrevivéncia total sdo calculados empregando o método de limite do pro-
duto Kaplan-Meier.
Preferivelmente, o anticorpo anti-CTLA4 tem as sequiéncias de

aminoacido de cadeia pesada e leve de pelo menos um anticorpo seleciona-

dode 4.1.1,4.13.1, 11.2.1, e 10D1. Mais ‘preferivelmente, o anticorpo tem as

sequéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve de 11,2,1.

Trés pacientes foram administrados com anticorpo anti-CTLA4
(ticilimumab) em 3 mg/kg. Todos os trés pacientes foram administrados com
exemestano em 25 mg diariamente. Um paciente recebeu duas doses de
anti-CTLA4 a cada vinte e oito dias e exemestano diariamente durante 56
dias. O CT dé estagio dé ciclo 2 revelou uma lesdo no pulmao n3o presente
no valor de referéncia. Além disso, o paciente demonstrou novo engrossa-
mento da parede circunferencial moderado envolvendo o ileo terminal, o cé-
lon descendente distal, e colon de sigmdide de etiologia incerta, possivei's
infecgGes ou inflamatério. O paciente ndo teve nenhuma histéria clinica que
explicasse estas mudancgas e o paciente sentiu-se bem e foi clinicamente
assintomatico. Nenhuma infeccdo foi detectada. Este paciente ficou fora do
estudo para progressdo da doenga (PD).

Um segundo baciente foi administrado com dois ciclos de anti-
corpo anti-CTLA4, e teve aproximadamente quatorze (14) dias de ferapia de

exemestano (25 mg diariamente). Seguinte a dose de ticilimumab inicial, o
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paciente reportou alguma linfedema de valor de referéncia do brago direito o
que o deixou um pouco pior, em seguida caido. Além disso, o paciente re-
portou erupgao ndo pruritica moderada transitoria.

| Um terceiro paciente recebeu um ciclo de ticilimumab e aproxi-
madamente vinte e oito dias de 25 mg de exemestano diariamente até ago-
ra. No dia vinte e oito, os estudos de laboratério de rotina detectaram ALP e
AST elevado de Grau 1 bem como ALT elevado de Grau 2. O paciente foi
assintomatico. A terapia foi colocada em suspenso até a melhora destes va-
lores de laboratério.

Estes dados sugerem que os pacientes tratados com a combina-
¢ao de ticilimumab e exemestano demonstraram atividade bioldgica.

As descrigbes de cada e todas as patentes, pedidos de patente,
e publicagbes citadas aqui estdo desse modo incorporadas aqui por referén-
cia em sua totalidade.

Ao mesmo tempo em que a invengao foi descrita com referéncia
as modalidades especificas, € evidente que outras modalidades e variagdes
desta invengdo podem ser planejadas por outros versados na técnica sem
afastar-se do verdadeiro espirito e escopo da inveng&o. As reivindicacdes
anexas s&o pretendidas serem consideradas incluir todas tais modalidades e

variagbes equivalentes.
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agaagagcct

TRATAMENTO DE COMBINAGAO DE ANTICORPO DE CTLA4 E
INIBIDOR DE AROMATASE PARA CANCER DE MAMA
PC32619A
N° de Pedido a ser fornecido
2005-10-07

US 60/624,856
2004-11-04

ccagtgtcag
gagactttcc
ccﬁggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac

ctacacctgce

caaatgttgt

cctctteccce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcagc
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcage
ggagagcaat
cggctccttc
cgtcttcteca
ctccctgtet

60
120
180
240
300

. 360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



81

ccgggtaaat ga

<210> " 2

<211> 463

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Glu Phe Gly Leu Ser Trp val phe Leu
1 5 10

val GIn Cys GIn val GIn Leu val Glu Ser
20 25

Pro Gly Arg Ser Leu Arg Leu Ser Cys val
35 40

Ser Ser His G1y-Met His Trp val Arg GIn
- 50 55

Glu Trp val Ala val Ile Trp Tyr Asp Gly
65 70

Asp Ser val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
- . 85 90

Thr Leu Phe Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
: 100 105

Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Gly His Phe Gly .

115 : 120

G1n Gly Thr Leu val Thr val Ser ser Ala
130 135

val phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser
145 . 150 ' :

Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe

"
Gly
Ala
Ala
Arg
75

Arg
Ala
Pro

Ser

Thr

Ala

Gly
Ser
Pro
60

ASn
Asp
Glu

Phe

Thr

140 .

Ser

155

Pro

-165 170 -

ser Trp Asn Ser Gly Ala teu Thr Ser Gly
' 180 185

val Leu GIn Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu
195 200

Pro Ser Ser Asn Phe Gly Thr Gln Thr Tyr
210 : 215

Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys Thr

val

Ser

Thr

val
235

Glu
His
ser
5%

Glu

Leu
Gly

Gly
45

Gly

Lys
Asn
Asp
i3
Ly§
Glu

Pro

Thr

val
205

Asn

Arg

Leu
val
30

Phe
Lys
Tyr
ser
Thr
110
Tyr
Gly
Ser
val
Phe
190
val

val

Lys

Arg
15

val
Thr
Gly
Tyr
Lys
95

Ala
Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro
Thr

Asp

cys

Gly

G1n'

Phe
Leu
Ala
80

Asn
val
Gly
ser
Ala
160
val
Ala
val
His

Cys
240

139.



val
Phe
“Pro
val
Thr
305
val
Cys
Ser
Pro
val
385
~ Gly
Asp

Trp

His

Glu

Leu

‘Glu

GIn
290
Lys
Leu
Lys
Lys
ser
370
Lys

Gln

Gly

Gln

Asn

Cys
Phe
val
275

Phe

Pro

Thr

val
Thr
355
Arg

Gly

Pro

ser.

GIn

His

" 450 -

<210> 3

<211>
<212>

<213> H
<400> 3
Gly val val
1

167
PRT

omo

Gly phe Thr

Pro

Pro

260

Thr

Asn

Arg

val
ser
340
Lys
Glu
Phe
Glu
Phe
420

Gly

Tyr

Pro
245
Pro
Cys
Trp
Glu
val
325
Asn
Gly
Glu
Tyr
Asn
405
Phe

Asn

Thr

sapiens

GIn

Phe
20

Pro
5

Ser

Cys
Lys
val
Tyr
Glu

310

His

Lys

Gln
Met

Pro
390

Asn’

Leu
val

G1n

Gly

Ser

Pro

Pro

val

val

295.

GlIn

GIn

Gly

Pro

Thr

375

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Arg

His

Ala
Lys
val
280
Asp
Phé
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
Lys
Ser
Ser
440

Ser

4Ser

Gly

82

Pro

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

345

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu

Leu

Met
25

Pro

250

Thr

val

val

Ser

Leu

330

Ala

Pro

GlIn

Ala

Thr

410

Leu

Ser

Ser

Arg
10

His

val

Leu

Ser

Glu

Thr

315

Asn

Pro

Gln

val

val

395

Pro

Thr

val

Leu

Leu

Trp

Ala

Met

His

val

300

Phe

.G]y}

Ile

val

Ser

Gly
Ile
2
His
Arg
Lys
Glu
%

Leu

380

Glu

Pro

val

Met

ser
460

Ser

val

Trp
Met
Asp
His
445

Pro

Cys

Arg

Pro
Ser
270
Asp
Asn
val
Glu
Lys
350
Thr
Thr
Glu
Leu
Lys

Glu

Gly

val

GlIn
30

Ser

255

Arg

Pro

Ala

val

Tyr

335

Thr

Leu

Cys

ser

AsSp

Ser

Ala

Lys

Ala
15

val

Thr

Glu

LyS

ser

320

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

400

Ser

Arg

Leu

_ Ser

Ala Pro



Gly Lys Gly Leu Glu
35-

Tyr Ala Asp

50

Lys Tyr

Asn Ser Asn Thr

65

Lys

Asp»Thr Ala val

“Asp Tyr Trp Gly Gln

Lys Gly Pro Ser val
115

Ser Thr Ala Ala

130

Glu

Pro val Thr val ser

145

val
165

"Thr Phe Pro Ala

<210> 4
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
_g1y Phe Thr

sapiens
Phe ser
5

<210> 5
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo

<400> 5
val Ile Trp
1 .

sapiens
Tyr Asp
5

<210> 6
<211> 9 -
<212> PR
<213> Homo

<400> 6
Gly Gly His
"1

sapiens
Phe Gly
5

<210> 7
<211> 708

Trp

ser

Leu

70 -

Tyr
Gjy
Phe
Leu
Trp

Leu

Ser

cly

Pro

83

Ala val

40

val

val Gly

55

Lys

Phe Leu GIn

Cys Ala Arg

val
105

Thr Leu

‘Leu Ala

120

Pro

Gly Cys Leu

135

Asn Ser Gly

GIn

His Gly Met

Arg Asn Lys

Phe Asp Tyr

Ile Trp Tyr

Thr

Arg Phe
60

Met Asn Ser

75

Gly Gly His
90

Thr val Ser
Pro Cys Ser
val Lys

Ala teu
155

His
10

AsSp
45

ITe
Leu
Phe

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly Arg Asn

Ser Arg Asp

Ala Glu

Arg
80

Pro phe

Gly
95

Ala Ser Thr

110

Ser Thr ser

Pro Glu

Phe

val His
160

'Tyr Tyr Ala Asp Ser val
10 15



<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
atggaaaccc

gaaattgtgt
ctctcctgeca
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggaéca
ccatctgatg
t&tcccagag
caggagagtg
_acgctgagcea
ggtctgagtt
<210> 8

31t
<213> ‘Homo
<400> 8

Tet Glu Thr

Asp Thr Thr

Pro
35

Leu Ser

Ser

Ser
30

Pro Arg Leu
65 -

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

ser
115

Gly Thr

Thr val

Arg
130

cagcgcagct
tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtag
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt

tcacagagca

-aagcagacta

cgccegtcac

sapiens

Pro Ala
5

Gly Glu
20

Gly Glu

Ser Phe
Ile

‘Leu

Gly
85

Ser

Glu
100

Pro
Pro

Trp

Ala Ala

Ile val
Arg Ala
Leu Ala
;gr Gly
ser Gly
Glu Asp
Thr phe

Pro Ser

tctcttecte
tccaggcacce
gagtattagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Gln Leu Leu Phe

55

Leu Thr
25
Thr Leu
40 .
Trp Tyr
Ala ser

Ser Gly

Phe Ala

84

ctgctactct ggctcccaga taccaccgga

ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

Leu Leu

10

Gln Ser

ser Cys

Gln GlIn

Ser Arg

75

Thr
90

Asp

val Tyr

105

120

135

Gly GIn

val phe

Gly Thr

Ile Phe

Arg Pro
60 -

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccctg
catctgtctt
tgtgcctgcet
ccctccaatc
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttag

Leu Leu

Th

Pro Gly
30

Arg Ala Se
45

Gl

Ala Thr G1

Phe Thr Le

Tyr Cys Gl
11

Lys val Gl

125

Pro Pro Se

140

Trp

aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggc
_catcttcecg
gaataacttc
gggtaactcc

cagcaccctg

cacccatcag

Leu Pro
15

r Leu Sef
r Gln Sser
y Gln Ala
y Ile Pro
80
u Thr Ile
95

n GIn Tyr
0

u Ile Lys

r Asp Glu

60

120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
708




Gln

Leu Lys
145

Tyr Pro Arg

Ser Gly Asn

Tyr Ser

Thr
: 195

His Lys

Lys
210

Pro val Thr

225

<210> 9

<211> 141
<212> PRT
<213> Homo

<400> 9

‘GIn Ser Pro
1
Ser Cys Arg

'GIn G1n Arg
35

Ser Arg Ala
- 50

Thr Asp Phe

65

val Tyr Tyr

Gly Thr Lys

" Ile phe Pro
115

val Cys Leu
130

<210> 10
<211> 12
<212> PRT

Ser Gly Thr
150

Glu Ala
165

Lys

Ser Gln Glu

180 .

Leu Ser Ser

val Tyr Ala

Phe

Lys Ser
230

sapiens

Gly ;hr Leu

Ala ser Gln
20

Pro Gly Gin

Thr Gly Ile

Thr

Thr Leu
_ 70

Cys ' GIn Gln
85

val Glu Ile

100

Pro Ser Asp

Leu Asn Asn

Ala

val

Ser

Thr

Ser

Gln

val

Leu

200

Cys
215

Asn

Ser

Ser

Ala

55°

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe
135

Glu

Arg

Leu
Ile

Pro

40

Asp

Ser

G1y

Arg

Gln
120

Tyr

85

val
Trp
Thr
185
Thr

val

Gly

Ser
ser
25

Arg
Arg
Arg
Thr
Thr
105

Leu

Pro

val

Lys

Glu

Leu

“Thr

Glu

Pro
10

Ser

Leu

Phe
Lgu
ser
90

val

Lys

Arg

Cys
155
val
Gln
Ser
His

Cys
235

Gly
Ser
Lteu
Ser
Glu
75

Pro
Ala

Ser

Glu

Leu
Asp
Asp
Lys

Gin
220

Glu
Phe
I]e

Gly

ser

Leu Asn

Ala

Asn

Ser

Ala
205

Asp

Gly Leu

Arg Ala

Ala
30

Leu

Tyr Gly

45

Gly

60

Pro

Trp

Ala

Gly

Ala

Glu Asp
Thr Phe

Pro Ser

110

Thr Ala

125

Lys

140 .

Phe

Asn
160

Leu GlIn

175

Asp Sser

Tyr Glu

Sér Ser’

Thr Leu

15

Trp Tyr

Ala ser
Gly

Ser

Ala
80

Phe

Gly Gln

95

val Phe

ser val



<213> Homo
<400> 10
Arg Ala ser
1

<210> 11
<211> 7
‘<212> PRT
<213> Homo

<400> 11
Gly Ala ser
1

<210> 12
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo
<400> 12

gys Gln GlIn

13
1335
DNA

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 13
_caggtgcagc

tcctgtgeag
ccaggcaagg
gcagactctg
ttgcaaatga
ccactggggc
accaagggcc
gcggcecctgg
tcaggcgctc
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacéaag

cgagaaccac

sapiens

86

GlIn ?er Ile Ser Ser Ser Phe Leu Ala
10

sapiens

Ser ?rg Ala Thr

sapiens

Tyr Gly Thr Ser Pro Trp Thr
5 10

sapiens

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cacttgacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgca
gcctceccage

aggtgtacac

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctggggccag
cccectggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cccagcacca
cctcatgatc
ccccgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag

cctgccecca

gtggtccagce
agtcatggca
atatggtafg
tccagagaca
acggctgtgt
ggaaccctgg
ccctgetcca
ttccccgaac
ttcccagetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tccecggaccc
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct

tccegggagg

ctgggaggtc
tccactgggt
atggaagaaa
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtcte
ggagcacctc'
¢ggtgacggt
tcctacagtc
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa

agatgaccaa

cctgagactc
ccgccaggct
taaagactat
cacgctgtat
gagagtggcc
ctcagcectcc
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctcttc

gtgcgtggtg

cggcgtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggtc
agggcagccc

gaaccaggtc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080



87

agcctgacct gcctggtcaa aggcttctac cccagcgaca
aatgggcagc cggagaacaa ctacaagacc acacctccca

ttcttcctct acagcaagct caccgtggac aagagéaggt

. tcatgctccg tgatgcatga ggctctgcac aaccactaca -
tctccgggta aatga '

<210> 14

<211> 444

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14 v

g]n-va1 Gln Leu ¥a1 Glu ser Gly Gly ggy val

Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala Ala s§r Gly phe
2

Gly Ile His Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys

Ala ¥S1 Ile Trp Tyr Asp ggy Arg Asn Lys ASp

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser
65 70 : 75

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Sgp Thr

Ala Arg val Ala Pro Leu Gly Pro Leu Asp Tyr
100 105 -

‘Leu val Thr val Ser Ser Ala ser Thr Lys Gly

115 . 120

‘Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser
130 : 135 ‘

Cys Leu val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro val
145 . 150 - 155

Ser Gly Ala teu Thr Ser Gly val His Thr Phe
165 170

ser ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser val val
180 ° 185 :

Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr Cys Asn val
195 200

tcgccgtgga gtgggagage
tgctggactc cgacggetec
ggcagcaggg gaacgtcttc

cgcagaagag cctctccctg

val

Thr

Gly

Lys

Ala

Trp

Pro

'fhr

Gln

Phe

Leu
45

Ala

Asn

val

Gly

ser
125

Ala

140

Thr
Pro
Thr

Asp

val

Ala
val

His
205

Pro
ser
30

Glu

Asp

“Thr

Tyr

GlIn

110 .

val
Ala
ser
val
Pro

190

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp

Leu
175

Ser

Pro

Arg

His

val

val

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn
160 -

Gln

Ser

Ser

114
120
126
132
133



Asn
Pro
225
. Pro
Thr
Asn
Arg
val
305
S_er
Lys
Glu
Phe
Glu
385
Phe
Gly

TYyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Thr Lys val

210

Asp

Lys

Pro Cys Pro Ala Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

val

Asn

Gly

Glu

Tyr

370 .

Asn

Phe

Asn

Thr

Lys
val
Tyr
275
Glu
His
Lys
GIn
Met
355
Pro
Asn
Leu

val

GIn

435

15
153
PRT
Homo

15

;ro G1y‘Arg

Pro

val

260

val

Gln

Gln

G1y

Lys
245
val
Asp
Phe

Asp

teu

. 325

Pro
340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Arg
Lys
Asp
Lys
ser
405

Ser

Ser

sapiens

ser

Leu
5

230

Asp
Asp
Gly

Asn

310

‘Pro.

Glu
Asn
Ile
Thr
390
Lys
Ccys

Leu

Arg

Thr
215
Pro
Thr
val
val
ser
295
Leu
Ala
Pro
Gln
Ala
375
Thr
Leu

ser

Ser

Leu

88

val
val
Leu
Ser
Glu
280
Thr
Asn
Pro
Gln
val
360
val
Pro
Thr

val

Leu
440

Ser

Glu
Ala
Met
H1s
265
val
Phe
Gly
Ile
val
345
Ser
Glu
Pro

val

Met.

425

Ser

Cys

Arg
Gly
Ile
250
Glu
His
Arg
Lys
Glu
330
Tyr
Leu
Trp
Met
Asp
410

His

Pro

Ala
10

Lys
Pro
235
ser
ASp
Asn
val
Glu
315
Lys

Thr

Thr

Glu

.Leu

395

Lys
Glu

Gly

Cys
220
ser
Arg
Pro
Ala
val
300
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
380
ASp
Ser

A]é

Lys

Cys

val

Thr

Glu

Lys

Ile

Pro
Leu
Asn

Ser

Arg

Leu

val
phe
Pro
val
270
Thr
val
cys
Ser
Pro

350

val

365 -

Gly
Asp
Trp

His
430

Glu

teu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly

Pro

ser -

400

Gln

His

Ser Gly Phe Thr Phe

15



-Ser Ser His

Glu Trp val
35

Asp Ser val
50

Thr Leu Tyr
65

“Tyr Tyr Cys
¢1n Gly Thr

val pPhe Pro
115

Ala Leu Gly
130

‘Ser Trp Asn
145

<210> 16
<211> 10 -
<212> PRT

. <213> Homo .

<400> 16
g1y pPhe Thr

<210> 17
<211> 15
<212> PRT
<213> Homo

<400> 17
Xa] Ile Trp

<210> 18

<211> 9
<212> PRT
<213> Homo

<400> 18
val Ala Pro
1

<210> 19
<211> 645

Gly Ile
20

Ala val
Lys Gly
Leu Gln
Ala Arg

85

Leu val
100
Leu Ala

Cys Leu

Ser Gly

sapiens

phe ser
5

sapiens

Tyr Asp
5

sapiens

Leu Gly
5

His

Ile

Arg

Met
70

val

Thr
Pro
val

Ala

150

Ser

Gly

Pro

Trp
Trp
Phe
55

Asn
Ala
val
Cys

Lys

Leu

His

Arg

Leu

val

TYr

40

Thr

Ser

Pro

Ser

Ser

120

Asp

Thr

Gly

ASn

Asp

89

Arg
25

Asp
Ile
Leu
Leu
Ser
105
Arg

Tyr

Ser

Ile

Lys

GIn Ala
Gly Arg
Ser Arg
Arg Ala
75

Gly Pro
90
Ala ser

Ser Thr

Phe Pro

His
10

Asp Tyr
10

Tyr

Pro Gly Lys Gly Leu
30 _
Asn Lys Asp Tyr Ala
45
AsSp Asn Ser Lys Asn
60

Glu Asp Thr Ala val
80

Leu Asp Tyr T;p Gly
9

Thr Lys Gly Pro Ser
110

Ser Glu Ser Thr Ala
125 '

Glu Pro val Thr val
140

Ala Asp ser val
: 15



<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 19
gaaattgtgt

ctctectgea
~ggccaggctc
aggttcagtg
gaggattttg
gggaccaaag
tctgatgagc
cccagagagg
gagagtgtca
ttgagcaaag
ctgagctcgc
20

214
PRT

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

<400> 20
Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

‘Ala Trp

35

Leu

Gly Ala

Tyr
50

Ser Gly Ser

- 65

Glu Asp phe

Thr Phe Gly

val
115

Pro Ser

Ala Ser

130

Thr

Lys val Gln

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctect
gcagtgggtc
cagtgtatta
tagatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga

ccgtcacaaa
sapiens
Leu Thr G1
5

Thr
20

Leu Se

Tyr GIn

ser

ser

As
70

Gly Thr

val
85

Ala Ty

Pro Gly

100

Phe Ile

val

Trp

Gln

Arg

Thr

Phe

val Cys

Lys val Asp

tccaggcacc
gagtgtcagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcaacag
gcgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacéaa

gagcttcaac

n Ser Pro

r cys Arg

Pro

Lys
40

Ala Thr

55

p'Phe Thr

r Tyr Cys
val

Lys

Pro
120

Pro

Leu Leu

135,

Asn

Ala

Gly

Gln

Asn

Ala

90

ctgtctttgt
agctacttag
" gcatccagca
ttcactctca
tatggtaggt
gctgcaccat
tctgttgtgt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcct
aggggagagt

Gly Thr Leu

10

ser GIn
25

Gly Gln Ala

Pro

Ile

Ile
75

Leu Thr

Gln
90

Tyr
Ile Lys
vAsp Glu
Phe

Asn

Leu GIn

Ser

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa

tccaatcggg

gcctcagcag
gcgaagtcac

gttag

Ser Leu

Ser val

30
Arg
45

Pro

Asp Arg

60

Arg

Gly Arg

Arg Thr

Gln Leu

125

Tyr Pro
140

Ser Gly

ser
Ser
Leu
Phe
Leu
Ser
val
- 110
Lys
Arg

Asn

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagac
actggagcect
tttcggcect
cttccecgeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacg

ccatcagggc

Pro Gly

15

ser Tyr

Leu Ile
Gly

Ser

Pro
80

’G1u

Pro Phe

95

Ala Ala

Ser Gly
Glu Ala

ser GlIn

60
120
180
240
300
360
420
480

540

600
645



145

Glu Ser val

Ser Thr Leu

Thr

Thr
180

Glu
165

Leu

Ala Cys Glu val Thr

195

~ Phe Asn Arg
_ 210

21
146
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 21

Gly

Glu

Homo sapiens

GIn Ser Pro Gly Thr
1 5

ser Cys Arg

Pro
35

Gln Lys

Ala

Thr
50

Arg

Asp Phe Thr
65

Tyr Tyr Cys

"Thr Lys val

Pro
115

Phe Pro

Leu Leu

Cys
130

val
145

Asp

22
11
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

Ala
20

Gly
Gly
Leu
Gln
Asp

Ser

Asn

Ser

Gln

1le

Thr

GIn

85

Ile

Asp

Asn

Homo sapiens

150

GlIn Asp Ser
Ser Lys Ala

His Gln Gly
_ 200

Cys

Leu Ser Leu

GIn Ser val

91

Lys
Asp
185

Leu

Ser

ser

. 25

Arg
40

Ala Pro

Pro Asp Arg
55

Ile Ser

70

Arg

Tyr Gly

Lys Arg Thr

Leu
120

Glu GIn

Phe Tyr Pro

135

Arg

Leu
Phe
o
ser

val

-105

Lys

Arg

155

Asp Ser Thr Tyr
170

Tyr Glu .Lys

Ser Ser Pro

Pro Gly
10

Ser Tyr Leu

Leu Ile Tyr

ser

ser Gly
60

{

Glu Pro
75

Glu

Pro Phe Thr
90

Ala Ala Pro

Ser Gly Thr

Glu Ala Lys
140

val

Glu

ser

His Lys

Thr
205

Arg

Ala Trp

30

Gly Ala
45

Gly ser

Asp Phe

#he'Gly

Ser val
110

Ala ser

125

val GlIn

Ala

160

Leu ser
175

val Tyr:

Lys ser

Thr

Leu
15 ‘

Tyr GlIn

Ser Ser

Gly Thr

Ala val
80

pro Gly
95

phe Ile

val

val

Trp Lys



<400> 22

92

Arg Ala Ser GIn Ser val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

23
7
PRT

23

Homo sapiens

g]y-A]a Ser Ser ?rg Ala Thr

<210> 24
<211> 10
<212> PRT
<213>
<400> 24

gys Gln Gln Tyr §1y Arg Ser Pro Phe

<210> 25

<211>
- <212>
<213>

<400> 25
atggagtttg

gtgcagctgg
tgtgcagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga

DNA

caaatgaaca
ggagctaccc
accgtctcct
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgagc
ccgtcagtct
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttcc
gagtacaagt

daaaccaaag

Homo sapiens

1413

Homo sapiens

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
tttactacta
cagcctccac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacacctg
gcaaatgttg
tcctettece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc

ggcagccccg

ggttttccte
gggaggcgtg
cftcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg

ctactacggt

caagggccca

ggccctggge
aggcgctétg
ctccctcage
caacgtagat
tgtcgagtgc
cccaaaaccc
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcace
caacaaaggc

agaaccacag

Thr
10

gttgctcttt
gtccagectg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
atggacgtct
tcggtcttec
tgcctggtca
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
ccaccgtgec
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgcacc
ctcccagecee

gtgtacaccc

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ggggccaagg

ccctggegcec |

aggactactt
tgcacacctt
ccgtgecctc
gcaacaccaa
cagcaccacc
tcatgatctc
ccgaggteca
cacgggagga
aggactggct
ccatcgagaa

tgcccecatc

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agatccgagg
gaccacggtc
ctgctccagg

ccccgaaccg

cccagctgtc -

cagcaacttc

ggtggacaag

tgtggcagga

ccggaccect

gttcaactgg

gcagttcaac
gaacggcaag
aaccatctcc

ccgggaggag

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

1020

1080

1140



93

atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc ctggtcaaag gcttctaccc cagcgacatc 1200

gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg gagaacaact acaagaccac acctcccatg 1260

ctggactccg acggctcctt cttcctctac agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg 1320
Cctctgcacaa ccactacacg 1380
1413

cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg atgcatgagg
cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa tga

<210> 26

<211> 451

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

G1n val GIn Leu gé] Glu Ser Gly Gly EAy val val Gln Pro ggy Arg

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 035 30 _

Gly Met g;s Trp val Arg Gln ﬁga Pro Gly Lys G]y'kgu Glu Trp val

‘Ala ¥81 Ile Trp Tyr Asp §1y Ser Asn Lys Tyr ggr'A1a Asp Ser val
S

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

Leu GIn Met Asn ggr‘Leu Arg Ala Glu ggp Thr Ala val Tyr ;gr Cys

Ala Arg Asp Pro Arg Gly Ala Thr Leu Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly Met
100 105 110 :

Asp val Trp Gly GIn Gly Thr Thr val Thr val Ser Ser Ala Ser Thr
115 : 120 _ 125

Lys Gly Pro ser val phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser
130 135 © 140

Glu ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu vé1 Lys Asp Tyr Fhe Pro Glu
145 150 ’ 155 160

Pro val Thr val ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly val His
165 170 175

Thr Phe Pro Ala val Leu GIn ser Ser Gly Léu Tyr Ser Leu SerISer
180 185 190

val val Thr val Pro Ser ser Asn Phe Gly Thr GIn Thr Tyr Thr cys
195 . 200 205



Asn
Arg
225
Gly
Ile
Glu
His
Arg
Lys
‘G1u
Tyr
Leu
Trp
Met
Asp
His

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Va]
210
Lys
Pro
Ser
Asp
Asn
290
val
Glu
Lys

Thr

Thr

Asp

Cys

ser

Arg

Pro

275

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

355

Cys

370 -

Glu

Leu

Lys

‘Glu

Ser
Asp
Ser
Ala

435

Lys

27
167
PRT
Homo

27

His
Cys
val
Thr
»260

Glu

Lys

ser

Lys
Ile
340
Pro
Leu
Asn
Ser
Arg

Leu

Lys
val
Phe
245
Pro
val
Thr
val
Cys
325
Ser
Pro
val

Gly

Trp

His

sapiens

Pro

Glu

230

Leu

Glu

Gln

Lys

Leu

310

Lys
Lys
Ser
Lys
Gln
390
Gly

Gln

Asn

ser
215

Cys

Phe

val

Phe

Pro

295

Thr

val

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Asn
Pro
Pro
Thr

Asvn
280

Arg

val

Ser

Lys .

Glu
360

Phe

Glu

Phe

G]y

Tyr
440

94

Thr
Pro
Pro
Cys
265
Trp
Glu

val

Asn

Tyr
Asn
Phe
Asn

425

Thr

Lys

Cys

Lys

val

Tyr

Glu

His

Lys

330

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

410

val

GIn

val
Pro
235
Pro
val
val
Gln
Gln
315
Gly
Pro
Thr
Ser
Tyr
395
Tyr

Phe

Lys

ASp
220
Ala
Lys
val
Asp
Phe
300
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
380

Lys

ser

ser

Ser

Lys
Pro
o
Asp
Gly
Asn
.Trp
Pro
Glu

Asn
365

Ile

Thr
Lys
Cys

Leu
445

Thr val Glu

Pro

Thr
val

270
val

Ser
Leu
Ala
Pro
350
Gln
Ala
Thr
Leu
Ser

430

Ser

val

Leu

255

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

335

GlIn

val

val

Pro

Thr

415

val

Leu

A1a
240
Met
His
val
Phe
Gly
Ile
val
ser
Glu
Pro
400
val

Met

Ser



Gly val val
1

Gly Phe Thr

Gly

Lys
35

Lys. Tyr Tyr

50

Asn ser Lys
65

Asp Thr Ala

Tyr Tyr Tyr

Ser
115

" Thr val

_Pro Cys Ser

130

val
145

Lys Asp

Ala Leu Thr

28
10
-PRT

<210>
<211>
<212>
"<213> Homo

<400> 28
§1y Phe Thr

29
15
PRT

<210>
<211>
<212>
<213> Homo

" <400> 29
val Ile Trp
1

30
16
PRT
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>

GIn Pro

Phe Ser

20

teu Glu

Ala Asp

Asn Thr

val Tyr

85

TYyr Tyr

100

Ser Ala

Arg ser
Tyr Phe

Ser Gly

sapiens

Phe ser
5

sapiens

Tyr Asp
5

sapiens

Gly
Ser
Trb
Ser
Leu
70

Tyr
Gly
Ser
Thr
Pro

150

val

Ser

Gly

95

Arg Ser Leu

Met

Gly
25

Tyr

Ala val
40

val

val Gly

55

Lys

Tyr Leu Gln

Cys Ala Arg

Met Asp val

Arg
10

His
Ile
Arg
Met
Asp
90

Trp

105 -

Thr Lys Gly

ser Glu ser

135

Glu Pro val

His

Tyr Gly Met

Ser Asn Lys

Pro

Thr

Thr

Leu Ser Cys

Trp val Arg

Trp Tyr Asp

45

Phe Thr 1le
60

Asn Ser Leu

75

Pro Arg Gly
Gly GIn. Gly

val .Phe
© 125

ser

Ala Leu

Ala
- 140

val
155

ser Trp

His

10 .

Tyr Tyr Ala Asp Ser
10 :

Ala
GIn
30

Gly
Ser
Arg
Ala
Thr

110

Pro

Ala ser
15

Ala. Pro

Ser Asn

Arg Asp

Ala Glu
~ 80

Thr
95
Thr

Leu

Leu

val

Ala

Gly Cys Leu

Asn

Ser

val -
15

Gly
160



<400> 30

96

Qsp Pro Arg Gly Ala Thr Leu Tyr Tyr Tyr Tyr
5 10

31
714
DNA

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 31
atggacatga

agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt

caacctgaag

ggccctggga_

‘ccgecatctg
ttttatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
‘cagggcctga
32

214
PRT

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 32

?sp Ile GIn Met ;hr Gln

AsSp Arg val ;gr Ile Thr

Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

Homo sapiens

gggtcccege
tccagatgac
cttgccgggce
aagcccctaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggécaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgeccgt

Homo sapiens

Asp ;;p Tyr GIn GlIn
Ala Ala Ser Ser Leu
50
Gly Ser Gly Thr Asp
70
Asp Phe Ala ghr Tyr
5

phe Gly Pro Gly Thr
100

tcagctcctg
ccagtctcca
aagtcagagc
actcétgatc
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacga
géaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

Ser
Ccys
Lys
Gin
55

Phe

Tyr

Lys

gggctectge
tcctecetgt
attaacagct
tatgctgcat
acagatttca
caacagtatt
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Pro Ser Ser Leu
Arg Ala Ser Gln
25

Pro Gly Lys Ala
40 :

ser Gly val Pro
Thr Leu Thr Ile

75
Cys Gln GIn Tyr
90

vé] Glu Ile Lys
105

Tyr Gly Met

tactctggcet
ctgcatctgt
atttagattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtactcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgega

gagagtgtta

Ser Ala Ser

Ile Asn
30

Ser

Pro Lys Leu
45

Ser Arg Phe
60

ser

Tyr Ser Thr

Thr val

Arg
110

Ser Leu

Asp val
15

ccgaggtgec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtctg

attcactttc

cttcatctte

gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat

gtga

val Gly

15

ser Tyr

Leu Ile

ser Gly

GIn Pro
80

Pro Phe
95

Ala Ala

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
714



Pro Ser

Thr Ala

130

Lys val
145 :

Glu ser
SerAThr
Ala Cys
Phe Asn

210

<210>

val
115
Ser
GIn
val
Leu
Glu
195

Arg

33

<211> 139

<212>
' <213>

<400>
Pro Ser
1
- Arg Ala
Pro Gly
-Ser G1y
50
'fhr Leu
65
Cys Gln
val G1u

Pro Ser

Leu Asn
130

PRT
" Homo

33

ser

ser

Lys
val
Thr
Gln
e
Asp

115

Asn

pPhe

val

Trp

Thr
Thr
180

val

Gly

Ile
val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

sapiens

Leu

Gln
20

Ala

Pro
Ijé
Tyr
Lys
Glu

Phe

ser
5
ser
Pro
Ser
ser
Tyr
85
Arg

Gln

Tyr

Phe
Cys
val
150
Gln
S¢r
His

cys

Ala
Ile
Lys
Arg
Ser
70

Ser
Thr

Leu

Pro

Pro

Leu

135

Asp

Asp

Lys

Gln

Ser

Asn

Leu

Phe

55

Leu

Thr

val

Lys

Arg

Pro
120
Leu
Asn

Ser

Ala

val
ser
Leu
40

ser
G]n
Pro
Ala
Ser

120

Glu

97

ser
ASn
Ala

Lys

Gly
Tyr
Ile
cly
Prq
Phe
Ala
105

Gly

Ala

Asp

Asn

Leu

Tyr

ser

Asp
10
Leu

Tyr

ser

Glu

Thr
90

Pro

Thr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

ser
Glu

Ser

Arg
Asp
Ala
Gly
Asp

75

Phe

ser

Ala

val

GlIn
Tyr
140
ser
Thr

Lys

Pro

val

Trp

vA1a

Ser
60

Phe
Gly

val

Ser

Leu Lys
125

Pro Arg
Gly Asn
Tyr Ser

His Lys
190

val Thr
205

Thr Ile

Tyr Gln
- 30

Ser Ser
45

Gly Thr
Ala Thr
Pro é]y
phe Ile

110

val val
125

ser
Glu
Ser
Leu
175

val

Lys

Thr
15

G1n
Leu
Asp

Tyr

Thr

95

Phe

cys

Gly
Ala
GIn
160
Ser

Tyr

Ser

Cys
Lyé'
GIn
Phe .
iy
Lys -

Pro

Leu



98

<210> 34

<211> 11

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 34 A
.Arg Ala ser GIn Ser ITe Asn Ser Tyr Leu Asp
1 5 , 10

<210> 35
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
ﬁ1a Ala ser ser %eu Gln ser

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
GIn GIn Tyr Tyr ?er Thr Pro Phe Thr
1 .
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REIVINDICAGOES

1. Método para o tratamento de cancer de mama em um
paciente em necessidade de tal tratamento, caracterizado pelo fato de
que compreende administrar ao referido paciente uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de um anticorpo anti-CTLA4, ou porgao de ligagao
de antigeno deste, em combinagdo com uma quantidade terapeutica-
mente eficaz de um inibidor de aromatase.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o referido inibidor de aromatase é pelo menos um inibi-
dor selecionado do grupo consistindo em anastrozol, letrozol, e exemes-
tano.

3. Método de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado
pelo fato de que o referido inibidor de aromatase € exemestano.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
pelo fato de que a referida quantidade terapeuticamente eficaz de uma
quantidade de anticorpo anti-CTLA4 humano varia de cerca de 1 mg/kg
a 40 mg/kg.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
pelo fato de que a referida quantidade terapeuticamente eficaz de uma
quantidade de anticorpo anti-CTLA4 humano varia de cerca de 3 mg/kg
a 15 mg/kg.

, 6. Método de acordo com a reivindicagé@o 3, caracterizado
pelo fato de que a referida quantidade terapeuticamente eficaz de exe-
mestano varia de cerca de 25 mg por dia a 200 mg por dia.

7. Método de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado
pelo fato de que a referida quantidade terapeuticamente eficaz de exe-
mestano é cerca de 25 mg por dia.

8. Método de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado
pelo fato de que o referido tratamento é selecionado do grupo consistin-
do em uma terapia neo-adjuvante, uma terapia adjuvante, um tratamen-
to de primeira linha, um tratamento de segunda linha, e um tratamento

de terceira linha.
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9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que o referido anticorpo é selecionado do grupo consistindo em um

* anticorpo de mamifero nao-humano, um anticorpo quimérico, e um anticorpo

humano.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que o referido anticorpo € um anticorpo humano. '

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que o referido anticorpo anti-CTLA4, ou porgao de ligagao de antige-
no deste, é pelo menos um anticorpo selecionado do grupo consistindo em:

(a) um anticorpo humano que tem uma afinidade de ligagao
com CTLA4 de cerca de 10°® ou mais, e que inibe a ligagdo entre CTLA4 e
B7-1, e ligacao entre CTLA4 e B7-2; »

(b)  um anticorpo humano que tem uma sequéncia de ami-
noacido que compreende pelo menos uma seqiéncia de CDR humano que
corresponde a uma sequéncia de CDR de um anticorpo selecionado do gru-
po que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4143, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1,
11.7.1,, 12.3.1_.1, 12.9.1.1, e 10D1;

(c) um anticorpo humano que tem as seqiéncias de amino-
4cido de cadeia pesada e leve de um anticorpo selecionado do grupo que
consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3,6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,,
12.3.1.1,e 12.9.1.1;

(d) um anticorpo humano que tem as sequéncias de amino-
4cido de uma regido variavel de cadeia pesada e uma regido variavel de ca-
deia leve de um anticorpo selecionado do grupo que consiste em 4.1.1,
4.8.1,4.10.2,4.13.1, 4.14.3,6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,, 12.3.1.1, 12.9.1.1,
e 10D1;

(e) um anticorpo, ou uma porgdo de ligagdo de antigeno
deste, que compete para ligagdo com CTLA4 com pelo menos um anticorpo
que tem as seqiiéncias de aminodcido de cadeia pesada e leve de um anti-
corpo selecionado do grupo que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1,
4.14.3,6.1.1,11.2.1,11.6.1,11.7.1,, 12.3.1.1,129.1.1,e 10D1; e

(f)  um anticorpo, ou porcdo de ligagdo de antigeno deste, que inte-
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rage para ligagdo com CTLA4 com pelo menos um anticorpo que tem as se-
quéncias de aminoacido de cadeia pesada e leve de um anticorpo selecio-
nado do grupo que consiste em 4.1.1, 4.8.1, 4.10.2, 4.13.1, 4.14.3, 6.1.1,
11.2.1,11.6.1,11.7.1,,12.3.1.1, 12.9.1.1, e 10D1.

12. Método de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo -
fato de que o referido anticorpo € um anticorpo humano que tem as sequén-
cias de aminodcido de cadeia pesada e leve de anticorpo 11.2.1.

13. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o referido anticorpo compreende uma cadeia pesada e uma ca-
deia leve onde as seqliéncias de aminoacido da regido variavel de cadeia

pesada da referida cadeia pesada e da regido variavel de cadeia leve da re-

ferida cadeia leve sdo selecionadas do grupo consistindo:

(@) na seqiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:3 e a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO:9; '

(b) na seqiiéncia de aminoacido de SEQ ID NO:15 e a seqiiéncia de
aminoacido de SEQ ID NO:21;

(c) na seqliéncia de aminoacido de SEQ ID NO:27 e a sequéncia de
aminodcido de SEQ ID NO:33;

(d) na sequéncia de aminodcido codificada pela sequéncia de acido
nucléico de SEQ ID NO:1 e a sedﬂéncia de aminoéacido codificada pela se-A
quiéncia de acido nucléico de SEQ ID NO:7;

' (e) na sequéncia de aminodcido codificada pela sequéncia de acido
nucléico de SEQ 1D NO:13 e a seqiiéncia de aminoécido codificada pela se-
quéncia de &cido nucléico de SEQ ID NO:19;

(f) na sequéncia de aminoacido codificada pela sequéncia de acido

" nucléico de SEQ ID NO:25 e a seqiiéncia de aminoacido codificada pela se-

quéncia de acido nucléico de SEQ ID NO:31;
() na seqiéncia de aminoacido de uma regido variavel de cadeia
pesada e uma regido variavel de cadeia leve de anticorpo 10D1.
14. Método de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o referido anticorpo, ou porgéo de ligagdo de antigeno deste, é

um anticorpo selecionado do grupo consistindo em:
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(a) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as seqiiéncias de aminodacido apresentadas na SEQ ID NO:4,
SEQ ID NO:5, e SEQ ID NO:6, e também tendo uma regido variavel de ca-
deia leve que compreende as sequéncias de aminoacido apresentadas em
SEQ ID NO:10, SEQ ID NO:11 e SEQ ID NO:12;

(b) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as seqiiéncias de aminoécido apresentadas em SEQ ID NO:16,
SEQ ID NO:17, e SEQ ID NO:18, e também tendo uma regiao variavel de
cadeia leve que compreende as sequéncias de aminoacido apresentadas
SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23 e SEQ ID NO:24;

(c) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende as sequiéncias de aminoacido apresentadas em SEQ ID NO:28,
SEQ ID NO:29, e SEQ ID NO:30, e também tendo uma regido variavel de
cadeia leve que compreende as sequéncias de aminoacido apresentadas
em SEQ ID NO:34, SEQ ID NO:35 e SEQ ID NO:36; e

(d) um anticorpo que tem uma regido variavel de cadeia pesada que

~compreende as seqiiéncias de aminoacido de cadeia pesada CDR1, CDR2,

e CDR3 de anticorpo 10D1, também tendo uma regido variavel de cadeia
leve que compreende as sequéncias de aminoéacido da cadeia leve CDR1,
CDR2, e CDR3 de anticorpo 10D1.

15. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que compreende ainda administrar ao referido paciente pelo menos
um agente selecionado do grupo consistido em um agente de alquilagao, um
antagonista de folato, antagonista de pirimidina, um antibiotico de antracilina,
um composto de platina, um taxano, um vinca alcal6ide, um analogo de
camptotecina, um agente de estimulagéo de receptor tipo pedagio, uma va-
cina de tumor com base em proteina de choque térmico, uma terapia com
base em célula de apresentacdo de antigeno, um alvo de mamifero de inibi-
dor de rapamicina, um inibidor de erbB2, um inibidor de EGFR, um inibidor
de VEGF, um inibidor de VEGFR, um inibidor de angiogénese, um anticorpo,
um imunomodulador, um modulador de receptor de estrogénio seletivo, uma

citocina, uma vacina de tumor, um agente antiproliferativo, uma molécula co-
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estimuladora imune, e uma citocina.
16. Composicdo farmacéutica para o tratamento de cancer de
mama, caracterizada pelo fato de que compreende:
uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-CTLA4;
uma quantidade terapeuticaménte eficaz de um inibidor de aromata-
se; e
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

17. Composi¢ao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 16,
caracterizada pelo fato de que o referido inibidor de aromatase € pelo menos
um inibidor de aromatase selecionado do grupo consistindo em anastrozol,
letrozol, e exemestano.

18. Composi¢éo farmacéutica de acordo com a reivindicagao 17,
caracterizada pelo fato de que o referido inibidor de aromatase € exemesta-
no. |

19. Uso de uma quantidade de um anticorpo anti-CTLA4, carac-
terizado pelo fato de que é na preparagao de uma composi¢ao para o trata-
mento de cancer de mama em um paciente onde o referido tratamento com-
preende ainda administrar ao referido paciente uma quantidade de um inibi-
dor de aromatase.

20. Uso de acordo com a reivindicagdo 19, caracterizado pelo fa- |
to de que o referido inibidor de aromatase é exemestano e também onde o
referido anticorpo é um anticorpo humano que tem as seqléncias de amino-
acido de regiao variavel de cadeia pesada e leve de anticorpo 11.2.1.



atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgtagcgt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ttcggtcectt
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgctctga
tccctecagcea
aacgtagatc
gtcgagtgcc
ccaaaaccca
gacgtgagcc
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaaggcc
gaaccacagg
ctgacctgcce
gggcagcecgg
ttcctctaca
tgctccgtga

MEFGLSWVFEFL
GKGLEWVAVI

4.1.1 cDNA de cadeia pesada (SEQ ID NO:1)

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
ttgactactg
cggtcttccce
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccc
aggacaccct
acgaagaccec
agacaaagcc
ttgtgcacca
tcccagceccecce
tgtacaccct
tggtcaaagg
agaacaacta
gcaagctcac
tgcatgaggc

ggttttcctce
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
gggccaggga
cctggcgcecc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgcccectcce
caacaccaag
agcaccacct
catgatctcc
cgaggtccag
acgggaggag
ggactggctg
catcgagaaa
gcccccatcce
cttctacccc
caagaccaca
cgtggacaag
tctgcacaac

gttgctcttt
gtccagccetg
catggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgg
ccagctgtcc
agcaacttcg
gtggacaaga
gtggcaggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagttcaaca
aacggcaagg
accatctcca
cgggaggaga
agcgacatcg
cctcccatgce
agcaggtggc
cactacacgc

FIG 1A

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagaaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ccgtctecte
gcacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacccagac
cagttgagcg
cgtcagtctt
aggtcacgtg
acgtggacgg
gcacgttccg
agtacaagtg
aaaccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtg
tggactccga

agcaggggaa
agaagagcct

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtttctg
aggaggtcac
agcctccacc
gagcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatgttgt
cctctteece
cgtggtggtyg
cgtggaggtyg
tgtggtcagce
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctecttce
cgtcttctca
ctccetgtcet

4.1.1 Proteina de cadeia pesada (SEQ ID NO:2)

VALLRGVQCQ VQLVESGG[GV VQPGRSLRLS CVASGFTFSS HGMHWVRQAP

WYDGRNKYYA DSVKGRFTIS RDNSKNTLFL QMNSLRAEDT AVYYCARGGH

FGPEFDYWGQG
GALTSGVHTF
VECPPCPAPP
HNAKTKPREE
EPQVYTLPPS
FLYSKLTVDK

TLVTVSSAST KGPSVFPLAP CSRSTSESTA ALGCLVKDYEF PEPVTVSWNS

PAVLQ]1SSGLY SLSSVVTVPS SNEGTQTYTC NVDHKPSNTK VDKTVERKCC

VAGPSVFLFP PKPKDTLMIS RTPEVTCVVV DVSHEDPEVQ FNWYVDGVEV
QFNSTFRVVS VLTVVHQDWL NGKEYKCKVS NKGLPAPIEK TISKTKGQPR
REEMTKNQVS LTCLVKGEFYP SDIAVEWESN GQPENNYKTT PPMLDSDGSF
SRWQQGNVFEFS CSVMHEALHN HYTQKSLSLS PGK

FIG 1B
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atggaaaccc
gaaattgtgt
ctctcctgcea
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagct

METPAQLLFL
PGQAPRLLIY
QGTKVEIKRT
QESVTEQDSK

4.1.1 cDNA de cadeia leve (SEQ ID NO:7)

cagcgcagcect
tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagtgta
aggtggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccegtcac

tctcttectce
tccaggcacc
gagtattagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag
caaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaagagcttc

2/6

ctgctactct
ctgtctttgt
agcagcttct
ggtgcatcca
gacttcactc
cagtatggta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag

FIG 1C

ggctcccaga
ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag
cctcaccctg
catctgtctt
tgtgcctgcet
ccctccaatc
acagcctcag

‘cctgcgaagt

agtgttag

taccaccgga
aagagccacc
ccagcagaga
tggcatccca
cagactggag
gacgttcggce
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag

4.1.1 Proteina de cadeia leve (SEQ ID NO:8)

LLLWLPDTTG EIVLT[QSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSIS SSFLAWYQQR

GASSRATGIP DRFSGSGSGT DFTLTISRLE PEDFAVYYCQ QYGTSPWTFEFG

VAAPSVFIFP PSDEQLKSGT ASVVCLLNNF YPREAK]VQWK VDNALQSGNS

DSTYSLSSTL TLSKADYEKH KVYACEVTHQ GLSSPVTKSF NRGEC

FIG 1D
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caggtgcagc
tcctgtgcag
ccaggcaagg
gcagactccg
ttgcaaatga
ccactggggc
accaagggcc
gcggccectgg
tcaggcgctc
tactccctca
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttectcet
tcatgctccg
tctcecgggta

QVQLVESGGG
ADSVKGRFTI
TKGPSVFPLA
YSLSSVVTVP
PPKPKDTLMI
SVLTVVHQDW
SLTCLVKGFY
SCSVMHEALH

3/6

4.13.1 DNA de cadeia pesada (SEQ ID NO:13)

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
cacttgacta
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
gcccaccgtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
ccgttgtgcea
gcctcecccage
aggtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga
aatga

tgggggaggc
caccttcagt
ggtggcagtt
attcaccatc
agccgaggac
ctggggccag
cccectggeg
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgccc
cagcaacacc
cccagcacca
cctcatgatc
ccccgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cctgcecccca
aggcttctac
ctacaagacc
caccgtggac
ggctctgcac

gtggtccagc
agtcatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt
ggaaccctgg
ccctgctceccea
ttccecgaac
ttcccagcetg
tccagcaact
aaggtggaca
cctgtggcag
tcececggaccee
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcccgggagg
cccagcgaca
acacctccca
aagagcaggt
aaccactaca

FIG 2A

ctgggaggtc
tccactgggt
atggaagaaa
attccaagaa
attactgtgc
tcaccgtctc
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tcggcaccca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgcecgtgga
tgctggactc

ggcagcagygg
cgcagaagag

cctgagactc
ccgccaggcet
taaagactat
cacgctgtat
gagagtggcc
ctcagcctcc
cgagagcaca
gtcgtggaac
ctcaggactc
gacctacacc
gcgcaaatgt
cttcctettce
gtgcgtggtg
cggcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccce
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaacgtcttc
cctcteectg

4.13.1 Proteina de cadeia pesada (SEQ ID NO:14)

VVQI[PGRSLRL SCAASGFTFS SHGIHWVRQA PGKGLEWVAV TIWYDGRNKDY
PLGPLDYWGQ GTLVTVSSAS

SRDNSKNTLY
PCSRSTSEST
SSNFGTQTYT
SRTPEVTCVV
LNGKEYKCKV
PSDIAVEWES
NHYTQKSLSL

LOMNSLRAED
AALGCLVKDY
CNVDHKPSNT
VDVSHEDPEV
SNKGLPAPIE
NGQPENNYKT
SPGK

TAVYYCARVA
FPEPVTVSWN
KVDKTVERKC
QFNWYVDGVE
KTISKTKGQP
TPPMLDSDGS

SGALTS]GVHT FPAVLQSSGL
CVECPPCPAP PVAGPSVFLF
VHNAKTKPRE EQENSTEFRVV
REPQVYTLPP SREEMTKNQV
FFLYSKLTVD KSRWQQOGNVF

FIG 2B
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gaaattgtgt
ctctcctgca
ggccaggctc
aggttcagtg
gaggattttg
gggaccaaag
tctgatgagce
cccagagagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagctcgce

EIVLT[QSPGT LSLSPGERAT LSCRASQSVS SYLAWYQQKP GQAPRLLIYG ASSRATGIPD
RFSGSGSGTD FTLTISRLEP EDFAVYYCQQ YGRSPETFGP GTKVDIKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV D]INALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT

4/6

4.13.1 DNA de cadeia leve (SEQ ID NO:19)

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtgtatta
tagatatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
ccgtcacaaa

tccaggcacc
gagtgtcagc
catctatggt
tgggacagac
ctgtcaacag
gcgaactgtg
tggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
gagcttcaac

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccagca
ttcactctca
tatggtaggt
gctgcaccat

“tctgttgtgt

gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcect

aggggagagt

FIG 2C

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag
caccattcac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatcggg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gttag

aagagccacc
gcagaaacct
catcccagac
actggagcct
tttcggecect
cttccecgeea
taacttctat
taactcccag
caccctgacg
ccatcagggc

4.13.1 Proteina de cadeia leve (SEQ ID NO:20)

LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC

FIG 2D
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atggagtttg
gtgcagctgg
tgtgcagcegt
ggcaaggggc
gactccgtga
caaatgaaca
ggagctaccc
accgtctcct
agcacctccg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
acagttgagce
ccgtcagtct
gaggtcacgt
tacgtggacg
agcacgttcc
gagtacaagt
aaaaccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt
ctggactccg
cagcagggga
cagaagagcc

QVQLVESGG[G VVQPGRSLRL SCAASGFTFES SYGMHW)

ADSVKGRFTI
VTVSSASTKG
VLQSSGLYSL
GPSVFLFPPK
NSTFRVVSVL
EMTKNQVSLT
WQQOGNVFEFSCS

5/6

11.2.1 DNA de cadeia pesada (SEQ ID NO:25)

ggctgagctg
tggagtctgg
ctggattcac
tggagtgggt
agggccgatt
gcctgagagce
tttactacta
cagcctccac
agagcacagc
cgtggaactc
caggactcta
cctacacctg
gcaaatgttg
tcctettecc
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctc
tctceectgtce

11.2.1 Proteina pesada (SE

SRDNSKNTLY
PSVFPLAPCS
SSVVTVPSSN
PKDTLMISRT
TVVHQDWLNG
CLVKGFYPSD
VMHEALHNHY

ggttttcctc
gggaggcgtg
cttcagtagc
ggcagttata
caccatctcc
cgaggacacg
ctactacggt
caagggccca
ggccctgggc
aggcgctetg
ctccctcagce
caacgtagat
tgtcgagtgc
cccaaaaccce
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaaggc
agaaccacag
cctgacctgce
tgggcagccg
cttcctctac
atgctccgtg
tccgggtaaa

LOMNSLRAED
RSTSESTAAL
FGTQTYTCNV
PEVTCVVVDV
KEYKCKVSNK
IAVEWESNGQ
TQKSLSLSPG

gttgctcttt
gtccagcctg
tatggcatgc
tggtatgatg
agagacaatt
gctgtgtatt
atggacgtct
tcggtcttcece
tgcctggtcea
accagcggcg
agcgtggtga
cacaagccca
ccaccgtgcce
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gttgtgcacc
ctcccagccce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tga

FIG 3A

taagaggtgt
ggaggtccct
actgggtccg
gaagtaataa
ccaagaacac
actgtgcgag
ggggccaagg
ccctggcecgec
aggactactt
tgcacacctt
ccgtgecctce
gcaacaccaa
cagcaccacc
tcatgatctc
ccgaggtcca
cacgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgccecccatce
gcttctaccc
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgcacaa

NO:26)

ccagtgtcag
gagactctcc
ccaggctcca
atactatgca
gctgtatctg
agatccgagg
gaccacggtc
ctgctccagg
ccceccgaacceg
cccagctgtc
cagcaacttc
ggtggacaag
tgtggcagga
ccggacccce

.ccatg
;:aggtgg
ictacacg

. PGKGLEWVAV IWYDGSNKYY

TAVYYC RGATLYYYYY GMDVWGQGTT
GCLV ’E PVTVSWNSGA LTSGVH]TFPA
DHK {VD KTVERKCCVE CPPCPAPPVA
SH JQFN WYVDGVEVHN AKTKPREEQF
G L{EKTI SKTKGQPREP QVYTLPPSRE
JYKTTPP MLDSDGSFFL YSKLTVDKSR
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atggacatga
agatgtgaca
gtcaccatca
aaaccaggga
ccatcaaggt
caacctgaag
ggcccectggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga

DIOMTQS[PSS LSASVGDRVT ITCRASQSIN SYLDWYQQKP GKAPKLLIYA ASSLQSGVPS

11.2.1 DNA de cadeia leve (SEQ ID NO:31)

gggtccccgce
tccagatgac
cttgccggge
aagcccctaa
tcagtggcag
attttgcaac
ccaaagtgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgeeccgt

tcagctcctg
ccagtctcca
aagtcagagc
actcctgatc
tggatctggg
ttactactgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa
cacaaagagc

6/6

gggctcctgc
tcctcectgt
attaacagct
tatgctgcat
acagatttca
caacagtatt
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct
ttcaacaggg

FIG 3C

tactctggct
ctgcatctgt
atttagattg
ccagtttgca
ctctcaccat
acagtactcc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga
gagagtgtta

ccgaggtgec
aggagacaga
gtatcagcag
aagtggggtc
cagcagtctg
attcactttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat
gtga

11.2.1 Proteina de cadeia leve SEQ ID NO:32

RFSGSGSGTD FTLTISSLQP EDFATYYCQQ YYSTPFTFGP GTKVEIKRTV AAPSVFIFPP

SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKV]QWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT

LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSEN RGEC

FIG 3D
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RESUMO |
Patente de Invengio: "TRATAMENTO DE COMBINAGAO DE ANTI-

" CORPO DE CTLA4 E INIBIDOR DE AROMATASE PARA CANCER .

DE MAMA, SUAS COMPOSIGOES FARMACEUTICAS E RESPECTI-
VOS USOS". | |

A invengdo refere-se a administragdo de um anticorpo anti-
CTLAA4, particularmente anticorpos humanos para CTLA4 humano, tal
como aqueles tendo sequéncias -de aminoacido de anticorpos 3.1.1,
41.1, 481, 4.10.2, 4.13.1, 4.143, 6.1.1, 11.2.1, 11.6.1, 11.7.1,
12.3.1.1, 12.9.1.1, e 10D1 (MDX-010), em combinagao com um inibidor
de aromatase, para tratamento de cancer de mama. Mais particularmen-
te, a invengdo refere-se & administragdo de um anticorpo anti-CTLA4 e

exemestano para tratamento de cancer de mama.
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