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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para
"METODOS E COMPOSICOES PARA DIRECIONAR CELULAS
TREG".

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO RELACIONADO

[001] O pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Provisorio U.S. 62/630.084, depositado em 13 de fevereiro de 2018, que
€ aqui incorporado por referéncia na sua totalidade.

INFORMACAO DE LISTAGEM DE SEQUENCIA

[002] Este pedido inclui como parte de sua descricao uma listagem
de sequéncia biol6gica no arquivo denominado "4328204613.txt", criado
em 13 de fevereiro de 2019, com um tamanho de 32.546 bytes, que é
aqui incorporado por referéncia em sua totalidade.

ANTECEDENTES

[003] Niveis elevados de células T regulatérias de CD4*CD25"9"
(Tregs) tém sido relatados em neoplasias hematoldgicas (Beyer M et al.
Blood 2005,106,2018; Motta M et al. Leukemia 2005,19:1788; Yang ZZ
et al. Blood, 2006, 107:3639) e em pacientes com carcinoma pulmonar
de células ndo pequenas (Woo et al. Cancer Res 2001, 61:4766),
melanoma maligno (Javia et al. J Immunother. 2003, 26:85), neoplasias
gastrointestinais (Sasada et al. Cancer, 2003:98:1089), cancer de ovario
(Curiel JTet al. Nat Med 2004, 10:942), carcinoma espinocelular de
cabeca e pescoco (Schaefer et al. Br.J.Cancer 2005, 92:913),
carcinoma hepatocelular (Ormandy LA et al. Cancer Res, 2005:2457),
cancer de mama (Liyanage UY et al. J Immunol, 2002, 169:2756),
cancro pacreatico (Liyanage UY et al. J Immunol, 2002, 169:2756),
mesotelioma (Delong P, et al. Cancer Bio Ther 2006, 4:342), carcinoma
de células renais metastatico (Dannull J et al. J Clin Invest, 2005,
115:3623) e cancer de prostata (Vergati M et al. Cancer Immunol

Immunother. 2011, 60:197). Esse aumento foi demonstrado no
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microambiente tumoral e no sangue periférico. Um estudo recente
(Miller AM, et al. J Immunol 2066, 177: 7398) relatou niveis elevados de
Tregs no sangue periférico de pacientes com cancer de préstata apos
prostatectomia e mostraram in vitro a fungcdo imunossupressora dessas
Tregs.

[004] Estudos clinicos em pacientes com melanoma mostraram
que as Tregs podem inibir as respostas de células T especificas de
antigeno e inespecificas (Mukhetji B.J Exp Med. 1989, 169:1961;
Chakraborty NG et al. J Immunol 1990, 145:2359). Em pacientes com
cancer de ovario, uma correlacédo direta foi demonstrada entre Tregs
infiltradas em tumores e sobrevida global (Curiel JT et al. Nat Med 2004,
10:942). Nesses pacientes, o tratamento com DABzsslL2 conjugado a
toxina da difteria recombinante interleucina 2 (denileucina diftitox,
ONTAK) levou a deplecéo de Tregs e melhorou a resposta antitumoral
(Barnett B et al. Am J Reprod Immunol 2005, 54:369). Adenileucina
diftitox (DABsgolL-2, ONTAK) é uma proteina de fusdo da IL-2 humana
e os dominios enzimaticamente ativos e translocadores de membrana
da toxina da difteria. Liga-se preferencialmente a células que expressam
IL-2R de alta afinidade, consistindo em CD25 (IL-2Ra), CD122 (IL-2Rp)
e CD132 (yc). Ap6s a ligacdo a IL-2R, a denileucina diftitox €
internalizada por endocitose e inibe a sintese de proteinas, levando a
morte celular. Também foi demonstrado que a denileucina diftitox reduz
significativamente o nimero de Tregs no sangue periférico de pacientes
com carcinoma de células renais metastatico e revoga a
imunossupressao mediada por Tregs in vivo (Dannull J et al. J Clin
Invest, 2005, 115: 3623).

[005] Em resumo, foi demonstrado que as celulas T regulatorias
CD4*CD25"de"  podem reduzir a eficacia dos protocolos
imunoterapéuticos e a deplecdo dessas células pode melhorar as

respostas imunes antitumorais medicamentosas da vacina e a
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sobrevida global (Dannull J et al. J Clin Invest, 2005, 115: 3623; Vergati
M et al. Cancer Immunol Immunother. 2011, 60:197; Antony PA, et al. J
Immunother 2002, 25:202).

[006] O cancer representa uma das causas mais frequentes de
mortalidade em todo o mundo, com uma estimativa de vinte milhdes de
novos casos esperados anualmente em 2025 (Ferlay et al., 2015). Os
métodos convencionais de tratamento do cancer, como cirurgia,
radiacdo e quimioterapia, muitas vezes provocam efeitos colaterais
graves, mas ndo conseguem curar a maioria dos pacientes com doenca
avancada, levando a recaida (Bodey et al., 1996). Modalidades de
tratamento mais recentes foram desenvolvidas para atingir
seletivamente células cancerigenas, poupando amplamente tecidos
saudaveis normais. Entre eles, a imunoterapia tornou-se uma
importante opcédo de tratamento para pacientes com cancer, pois
revoluciona o campo da medicina contra o cancer.

[007] Um principio subjacente a imunoterapia contra o cancer é
conhecido como imunoeditacdo (Mittal et al., 2014), que é um
mecanismo extrinseco de supressdo do cancer que se inicia apenas
apos a transformacéao celular ter ocorrido e os mecanismos intrinsecos
da supressao do cancer falharem. O processo imunoldgico ocorre em
trés fases; eliminacéo, equilibrio e fuga. Durante as fases de eliminacéo
e equilibrio, respectivamente, a rejeicdo imunologica das células
cancerigenas predomina ou se equilibra com a proliferacdo de células
cancerigenas para controlar o crescimento maligno. Na fase de escape,
no entanto, as células cancerigenas mantidas sob controle podem
escapar do reconhecimento imunolégico devido a insensibilidade aos
mecanismos efetores imunologicos e/ou indugdo da supressao
imunologica no microambiente tumoral. As células cancerigenas que
escapam ao reconhecimento imunolégico sdo capazes de proliferar

mais livremente e se transformar em doenca clinicamente aparente

Petic&0 870200100868, de 12/08/2020, pag. 10/111



4/50

(Dunn et al., 2004). O objetivo da imunoterapia contra 0 cancer € manter
as células cancerigenas na fase de eliminacdo e/ou equilibrio, gerando
e/ou ampliando respostas imunes antitumorais para neutralizar o
crescimento do tumor, retardar a recorréncia do tumor e prolongar a
sobrevida (Carter, 2001; Hodge et al.,, 2006; Vergati et al., 2010;
Gabitzsch et al.,, 2015). As abordagens terapéuticas incluem o
tratamento de pacientes com anticorpos inibitérios do ponto de
verificacdo, vacinas antitumorais e ceélulas receptoras de antigeno
quimérico (CAR)-T, as quais alavancam a imunidade adaptativa pelas
células T. No entanto, a imunidade inata também pode gerar e
potencializar respostas antitumorais, e 0s anticorpos monoclonais
direcionados ao tumor (mAbs) podem ser usados para estimular a
imunidade antitumoral inata (Topalian et al., 2011).

[008] O NEO-201 é um novo mAb IgG1 humanizado que foi gerado
contra a plataforma vacinal de cancer colorretal alogénico de
Hollinshead (Hollinshead et al., 1970; Hollinshead et al., 1972). Os
componentes imunogénicos desta vacina foram antigenos associados
a tumores (TAASs) derivados de fragdes da membrana tumoral reunidos
a partir de amostras ressecadas cirurgicamente de 79 pacientes com
cancer de célon (Hollinshead et al., 1985). Essas fracbes de membrana
foram semi-purificadas, pesquisadas quanto a hipersensibilidade tardia
(DTH) em pacientes com cancer de célon versus voluntarios saudaveis
e avaliadas em ensaios clinicos em pacientes com cancer colorretal
refratario (Hollinshead et al.,, 1985; Hollinshead, US4810781, 1989;
Bristol & Kantor, Patente U.S. 7829678, 2010). Esses ensaios relataram
beneficio clinico, definido pela resposta antitumoral e prolongamento
significativo da sobrevida global em pacientes que desenvolveram uma
resposta IgG sustentada, além de uma resposta mediada por células
contra a vacina, sugerindo que a vacina continha componentes

imunogénicos capazes de gerar anticorpos antitumorais (Hollinshead,
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1991). Esta vacina original contra o cancer colorretal foi usada para
gerar anticorpos monoclonais em camundongos, produzindo o
ensituximabe descrito anteriormente (NPC-1C/NEO-102) (Luka et al.,
2011; Patel et al., 2013; Beg et al., 2016; Kim et al,2017) e NEO-201.
Trabalhos anteriores indicaram que o NEO-201 se liga a variantes
associadas a tumores de membros da familia CEACAM,
particularmente variantes associadas a cancer de CEACAM5 e
CEACAMG (Zeligs et al., 2017).

[009] A familia do antigeno carcinoembrionario humano (CEA) é
composta por 29 genes dispostos em conjunto no cromossomo 19g13.2.
Com base nas homologias de nucleotideos, esses genes Ssdao
classificados em duas subfamilias principais, o CEACAM e os
subgrupos de glicoproteinas especificas da gravidez. As proteinas
codificadas por CEACAM incluem CEA (CEACAMS5), moléculas de
adesdo celular relacionadas a CEA (CEACAM1, CEACAMS,
CEACAM4, CEACAM6, CEACAM7 e CEACAMS. A familia CEACAM
pertence a superfamilia Igura Estruturalmente, cada um dos CEACAMs
humanos contém um dominio N-terminal que inclui 108-110
aminoacidos e € homoélogo aos dominios variaveis da lg, seguido por
um namero diferente (zero a seis) de dominios constantes do tipo Ig C2.
As proteinas CEACAM podem interagir homofilicamente e
heterofilicamente entre si. O CEACAM1 é uma proteina Unica dentro
desta familia porque contém um ITIM (motivo inibitério & base de tirosina
imunoreceptora) como PD1 em seu dominio citoplasmatico. Este efeito
inibitério € desencadeado pela fosforilagdo de residuos de tirosina com
o ITIM, o que resulta no recrutamento de tirosina fosfatase-1 e -2
contendo dominio da homologia Src 2 que contém Src. A proteina
CEACAM1 é expressa em uma variedade de células imunes, incluindo
monacitos, granulécitos, células T ativadas, células B e células NK. O

CEACAM1 ocorre como varias isoformas, as duas principais sendo
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CEACAM1-L e CEACAML1-S que possuem dominios citoplasmaticos
longos (L) ou curtos (S), respectivamente. A expressao de CEACAM1-
S é totalmente inexistente em leucocitos humanos. O CEACAM1-L é
expresso na subpopulagdo de células NK humanas ativadas que sao
negativas para CD16, mas positivas para CD56.

[0010] Os anticorpos monoclonais (mAbs) consistem em uma
regido Unica de ligacao ao antigeno (fragmento de ligacdo ao antigeno,
Fab) que é especifica para um determinado mAb e em uma regido
constante (fragmento cristalizavel, Fc) que € comum a todos os mAbs
do mesmo isotipo. A regido Fc é capaz de modular a atividade das
células imunes ao se envolver com membros da familia do receptor Fc
(FcR) expressos na superficie de tipos especificos de células imunes.
Em particular, os mAbs de IgGl humanos podem interagir com o
receptor gama Fc llla (FcyRllla, CD16) expresso em macrofagos e
células NK. Essa interacdo pode estimular os macréfagos a fagocitar as
células cancerigenas opsonizadas com mAb e pode ativar as células
NK para desgranular e lisar as células cancerigenas através de um
mecanismo conhecido como citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC). ADCC demonstrou ser um mediador chave dos
efeitos antitumorais in vivo em muitos estudos pré-clinicos e
desempenha um papel importante no mecanismo de acdo de varios
mAbs usados na terapia do cancer (Seidel et al., 2013). Exemplos de
mADbs clinicamente aprovados, que podem mediar ADCC, incluem
trastuzumabe, que direcionao receptor HER2 para cancer de mama
(Seidel et al., 2013; Petricevic et al., 2013); rituximabe, que direciona o
marcador de células pan-B CD20 para linfoma (Seidel et al., 2013;
Dall’Ozzo et al., 2004); cetuximabe, que direciona o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR) para cancer colorretal e de cabeca e
pescoco (Seidel et al., 2013; Levy et al., 2009; Kawaguchi et al., 2007;

Lopez-Albaitero et al., 2009); e avelumabe, que direciona o ligando
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imunossupressor PD-L1 para carcinoma de células Merckel e cancer de
bexiga (Boyerinas et al.,, 2015). Além disso, a regido Fc pode
potencialmente interagir com o complexo C1 para ativar a citotoxicidade
celular dependente de complemento (CDC), na qual uma cascata
proteolitica culmina na formacao de poros na membrana plasmatica que
causam a lise das células direcionadas pelo anticorpo. Mesmo nos
casos em que a CDC antitumoral foi demonstrada in vitro, ha
controvérsia se € crucial para a eficacia clinica da terapia com mAb no
cancer (Meyer et al., 2014).

[0011] As Patentes U.S. anteriores do requerente 5.688.657,
7.314.622, 7.491.801, 7.763.720, 7.829.678, 8.470.326, 8.524.456,
8.535.667, 8.802.090, 9.034.588, 9.068.014, 9.371.375, 9.592.290,
9.718.866, incorporadas em cada uma delas por referéncia e RE39.760,
cada uma das quais é aqui incorporada por referéncia na sua totalidade,
divulga varios anticorpos anticancer, antigenos do cancer e tecnologias
relacionadas.

BREVE DESCRICAO

[0012] Mostramos anteriormente que o NEO-201 se liga a variantes
de CEACAMS5 e CEACAMG6 associadas ao cancer, especificamente por
meio de uma variante de glicosilacdo associada a cancer dessas
proteinas. O NEO-201 € um anticorpo monoclonal IgG1 humanizado
que foi derivado de uma preparacdo imunogénica de antigenos
associados a tumores a partir de extratos de tecido de tumor de célon
alogénico reunidos. O NEO-201 é reativo contra a maioria dos tecidos
tumorais de muitos carcinomas diferentes, mas ndo € reativo para a
maioria dos tecidos normais. A andlise funcional revelou que o NEO-
201 é capaz de mediar a citotoxicidade celular dependente de anticorpo
(ADCC) e citotoxicidade dependente de complemento (CDC) contra
células tumorais. Estudos anteriores demonstraram que o NEO-201

atenua o crescimento de xenoenxertos de tumores humanos em
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camundongos e demonstra seguranca e tolerabilidade em primatas néao
humanos, com uma diminui¢do transitoria nos neutrofilos circulantes,
sendo o unico efeito adverso observado.

[0013] Os requerentes mostraram aqui que o NEO-201 se liga a
células Treg e, portanto, pode ser usado para purificacdo de células
Treg, por exemplo, células Treg ativas, e também para matar células
Treg. Esses resultados foram particularmente inesperados, pois
acredita-se que os antigenos NEO-201 (variantes glicosiladas do
CEACAMS e CEACAMG) associados ao cancer nao sejam expressos
pelas células Treg. Com base nesses resultados, a natureza do
antigeno NEO-201 esta sendo reavaliada. Sem inten¢éo de ser limitado
pela teoria, acredita-se que as células Treg possam expressar uma ou
mais proteinas na superficie celular com glicosilagdo igual ou
semelhante a glicosilacdo associada ao cancer de CEACAM 5/6 que
constitui 0 antigeno NEO-201.

[0014] Ainfiltracdo de células Treg tem sido associada a varios tipos
de céancer, e varios estudos demonstraram a ablacao seletiva de células
Treg para promover respostas imunes ao cancer. A capacidade
recentemente descrita do NEO-201 de matar células Treg apoia 0 uso
do NEO-201 para potencializar respostas imunes ao cancer,
independentemente da expressdo do antigeno NEO-201 pelo proprio
cancer. Por exemplo, espera-se que o NEO-201 potencialize as
respostas imunes antitumorais medicamentosas a vacina. O uso do
NEO-201 para eliminar seletivamente as células Treg pode ser benéfico
em outras doencgas nas quais se acredita ou se suspeita que as celulas
Treg desempenhem um papel, incluindo condi¢cbes neurodegenerativas
(como doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral
amiotrofica (ALS) e esclerose multipla (MS)).

[0015] Além disso, a ligacdo NEO-201 pode ser usada para

purificacdo de células Treg, seja para pesquisa ou uso terapéutico. A
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funcdo supressora defeituosa das Tregs humanas parece ser uma
caracteristica comum de doengas e condicdes autoimunes. A
purificacdo das células Treg pode ter utilidade diagndstica e/ou
terapéutica. Por exemplo, células Treg purificadas de um doador
saudavel podem ser transplantadas para um individuo com uma
condicdo autoimune, a fim de tratar essa condicdo. Além disso, Tregs
autdlogas ou heterdlogas purificadas podem ser engenheiradas e
introduzidas em um paciente para o tratamento de uma doenca
autoimune.

[0016] Os exemplos de trabalho descrevem experimentos
conduzidos usando PBMCs de doadores normais para analise
fenotipica e funcional. Os kits de isolamento EasySep™ StemCell Treg
e kits antibiotina foram utilizados com reagentes de purificacdo Treg
fornecidos pelo fabricante ou personalizados usando o mAb NEO-201
marcado com biotina para isolar Tregs de PBMCs. A analise fenotipica
foi realizada por citometria de fluxo para os seguintes marcadores: CD4,
CD25, CD127, FoxP3, CD15s, CD45RA, CCR4, antigeno NEO-201,
CEACAMS5 e CEACAMBG. A capacidade das Tregs isoladas de NEO-201
para suprimir a proliferacdo autéloga de células T CD4+ foi avaliada
usando um ensaio de supressao da cocultura Treg. A porcentagem de
células NEO-201+ na populacdo de Tregs CD4+CD25highCD127-
FoxP3+CD15s+CCR4+ variou de 61,8% a 81,9%. As Tregs NEO-201+
eram CD45RA-. Tregs CD4+NEO-201+ isoladas foram capazes de
suprimir proliferacéo de células respondedoras CD4+ T.

[0017] Além disso, a capacidade do NEO-201 de mediar a morte de
Tregs opsonizadas foi avaliada usando um ensaio CDC. O mAb NEO-
201 demonstrou ser capaz de mediar a atividade CDC contra Tregs.
[0018] A patrtir desses resultados, conclui-se que o NEO-201 reage
contra Tregs humanas e pode ser usado como um novo marcador para

a identificacdo e purificacdo de Tregs. Tregs isoladas usando o mAb
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NEO-201 eram funcionalmente supressores e podiam ser eliminados
pela CDC. Com base na capacidade do anticorpo de se ligar as células
Treg, também deve ocorrer a morte de células Treg mediada por ADCC.
Esta aplicacdo demonstra pela primeira vez que esta droga anticancer
também pode ter utilidade no direcionamento da imunossupressao
mediada por Treg da imunidade antitumoral.

BREVE DESCRICAO DAS DIVERSAS VISTAS DOS DESENHOS
[0019] Figura 1: Isolamento de células Treg funcionais por
NEO-201. Porcentagem de Tregs funcionais isoladas usando kit
comercial (CD4+CD127lowCD25+ humanas) ou selecao com base na
expressao de NEO-201. O kit de Isolamento de Células T Regulatérias
CD4+CD127lowCD25+ Humanas EasySep™ produziu 67,14% de
células Treg ativas, enquanto a selecédo baseada na expressao positiva
de NEO-201 produziu 99,12% de células Treg ativas.

[0020] Figura 2: As células T regulatérias sdo negativas para
CEACAM-5 e CEACAM-6, conforme determinado por citometria de
fluxo. Andlise fenotipica de T-regs isoladas (kit de Isolamento de
Células T Regulatérias CD4+CD127lowCD25+ Humanas EasySep™
(HD 19). As células foram coradas com o anticorpo CD66 Anti-Humano
de Camundongo PE (Clone B1.1/CD66) que reconhece CD66a
(CEACAM1), CD66c (CEACAMG6), CD66d (CEACAM3) e CD66e
(CEACAMD). 44,84% das células CD4 +/CD25high/CD127-/FOXp3 +
sao células NEO-201 +/CEACAM5- e CEACAMG-.

[0021] Figura 3 O NEO-201 medeia a CDC contra CD4" CD15s*
Tregs. As células Treg expressam CD4 e CD15s (sialil Lewis X glicano).
S6 o complemento ndo matou Tregs. CDC mediada por NEO-201 contra
células Treg. Reduziu a populacdo de CD4+ CD15s+ Tregs em 53,4%.
Procedimento: As células T CD4+ foram isoladas de PBMCs. As células
foram tratadas -/+ NEO-201 mAb (10 pg/mL). As células foram entédo

tratadas -/+ complemento (diluicdo 1:8, 2 h). As células foram lavadas e
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coradas para marcadores CD4 e CD15s. A expressao do marcador foi
medida por citometria de fluxo.

DESCRICAO DETALHADA

[0022] Em um aspecto, a descricdo fornece um método para matar
células Treg in vivo, compreendendo administrar uma quantidade eficaz
de um anticorpo NEO-201 a um paciente.

[0023] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
potencializar respostas imunes ao cancer em um paciente,
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo
NEO-201 ao referido paciente.

[0024] O método pode ainda compreender administrar uma vacina
contra o cancer ao referido paciente. Vacinas contra cancer
exemplificativas que podem ser administradas séo descritas em, por
exemplo, Fisher et al., Immun Inflamm Dis. 2017 Mar; 5(1): 16-28;
Klages et al., Cancer Res October 15 2010 (70) (20) 7788-7799;
Reginato et al., Br J Cancer. 2013 Oct 15; 109(8): 2167-2174; Litzinger
MT et al., Blood 2007, 110:3192, cada um dos quais é aqui incorporado
por referéncia na sua totalidade.

[0025] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
diminuir a infiltracdo de células Treg em um cancer em um paciente,
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo
NEO-201 ao referido paciente.

[0026] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
estimular a regressédo do cancer em um paciente, compreendendo
administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo NEO-201 ao referido
paciente, ativando, intensificando ou estimulando a imunidade
anticancer no referido paciente.

[0027] O referido cancer ndo pode expressar CEACAMS ou
CEACAMG.

[0028] O referido método pode ainda compreender, antes ou no
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momento da referida administracéo, determinar que o referido cancer é
negativo para CEACAM5 e CEACAMG6, que opcionalmente pode ser
determinado por testes para a expressdo da proteina CEACAMS e
CEACAMSG, por exemplo, pela coloracdo com anticorpos especificos
para CEACAMS5 e/ou CEACAMG6, como anticorpos reativos cruzados
gue se ligam especificamente a CEACAM5 e CEACAMG.

[0029] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método de
tratamento ou prevencao de cancer, diminuicdo da carga de cancer ou
diminuicdo da taxa de crescimento ou proliferacdo de céancer,
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo
NEO-201 a um paciente em necessidade, em que o referido cancer é
negativo para CEACAMS5 e CEACAMS.

[0030] O referido método pode ainda compreender administrar
outro agente terapéutico ao referido paciente. O referido outro agente
pode ser selecionado de (a) inibidores de microtubulos, inibidores de
topoisomerase, platinas, agentes alquilantes e antimetabdlitos; (b) MK-
2206, ON 013105, RTA 402, Bl 2536, Sorafenibe, ISIS-STAT3RX,
inibidor de microttbulos, inibidor de topoisomerase, platina, agente
alquilante, antimetabdlito, paclitaxel, gemcitabina, doxorrubicina,
vinblastina, etoposideo, 5-fluorouracil, carboplatina, altretamina,
aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol, azacitidina, bleomicina,
bussulfano, carmustina, clorambucil, 2-clorodeoxiadenosina, cisplatina,
colchicina, ciclofosfamida, citarabina, citoxano, dacarbazina,
dactinomicina, daunorrubicina, docetaxel, fosfato de estramustina,
floxuridina, fludarabina, gentuzumabe, hexametiimelamina, hidroxiureia,
ifosfamida, imatinibe, interferon, irinotecano, lomustina, mecloretamina,
melfaleno, 6-mercaptopurina, metotrexato, mitomicina, mitotano,
mitoxantrona, pentostatina, procarbazina, rituximabe, estreptozocina,
tamoxifeno, temozolomida, teniposideo, 6-tioguanina, topotecano,
trastuzumabe, vincristina, vindesina e/ou vinorelbina; (c) 1-D-

ribofuranosil-1,2,4-triazol-3 carboxamida, 9->2-hidroxi-etoxi
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metilguanina, adamantanamina, 5-iodo-2'-desoxiuridina,
trifluorotimidina, interferon, adenina arabinosideo, inibidores de
protease, inibidores de timidina quinase, inibidores de sintese de acucar
ou glicoproteina, inibidores estruturais de sintese proteica, inibidores de
ligacdo e adsorcdo e analogos de nucleosideos como aciclovir,
penciclovir, valaciclovir e ganciclovir; (d) um inibidor de PD-1 ou
anticorpo anti-PD-1, como KEYTRUDA® (pembrolizumabe) ou
OPDIVO® (nivolumabe) ou (e) um inibidor de CTLA-4 ou anticorpo anti-
CTLA-4, como YERVOY® ipilimumabe. Prevé-se que a combinacgéo de
inibicdo do ponto de verificacdo imune (inibicdo de PD-1 e/ou inibicdo
de CTLA-4) com a ablacdo por Treg pode ser particularmente eficaz
para terapia de cancer. Veja Vargas et al., Immunity. 2017 Apr 18; 46(4):
577-586 and Taylor et al., J Clin Invest. 2017; 127 (9):3472-3483, cada
um dos quais é incorporado por referéncia na sua totalidade.

[0031] O referido anticorpo NEO-201 pode provocar ou aumentar
uma resposta imune anticancer no paciente.

[0032] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
matar células Treg in vitro, compreendendo contatar referidas células
Treg com um anticorpo NEO-201. O referido método pode ainda
compreender contatar as referidas células Treg com o complemento. As
referidas células Treg podem ser mortas por CDC. O referido método
pode ainda compreender contatar as referidas células Treg com células
efetoras, tais como células assassinas naturais. As referidas células
Treg podem ser mortas por ADCC.

[0033] Em outro aspecto, a descricdo fornece um meétodo para
matar células Treg ex vivo, compreendendo contatar uma amostra
compreendendo células Treg com uma quantidade eficaz de um
anticorpo NEO-201. A referida amostra pode ser obtida de um paciente.
[0034] O referido anticorpo NEO-201 pode ser acoplado a uma

porcao citotoxica.
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[0035] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
detectar células Treg, compreendendo detectar a expressdo do
antigeno NEO-201 pelas referidas células Treg, opcionalmente em que
o nivel de células Treg em uma amostra de paciente, como uma amostra
de sangue ou bidpsia, € usado para diagnosticar cancer ou determinar
0 prognostico do cancer. Opcionalmente, o referido método pode ainda
compreender atribuir ou administrar tratamento a um paciente com base
na deteccdo de células Treg. Por exemplo, o paciente pode ser
designado para ser administrado ou pode ser administrado NEO-201
em uma quantidade eficaz para matar células Treg se células Treg
forem detectadas na referida amostra de paciente.

[0036] O referido método pode compreender contatar as referidas
células Treg com um anticorpo NEO-201.

[0037] A referida deteccdo pode compreender classificar as células,
opcionalmente a classificacdo de células ativada por fluorescéncia.
[0038] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
detectar células Treg, compreendendo contatar células com um
anticorpo NEO-201 e a deteccdo de células que expressam NEO-201.
O referido anticorpo NEO-201 pode ser marcado direta ou
indiretamente.

[0039] Em outro aspecto, a descricdo fornece um método para
marcar células Treg, compreendendo contatar as células com um
anticorpo NEO-201. O referido anticorpo NEO-201 pode ser marcado
direta ou indiretamente.

[0040] Em outro aspecto, a descricdo fornece um meétodo para
isolar células Treg, compreendendo isolar células que expressam o
antigeno NEO-201. O referido método pode compreender contatar uma
amostra contendo ceélulas Treg com um anticorpo NEO-201,
opcionalmente em que o referido anticorpo NEO-201 é marcado direta

ou indiretamente. A referida amostra pode ser ou pode compreender
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sangue ou medula 6ssea. O referido método pode compreender separar
células Treg positivas para NEO-201 das células negativas para NEO-
201. O referido meétodo pode ainda compreender modificar
geneticamente as referidas células Treg e, opcionalmente, introduzir as
referidas células no referido paciente ou em outro individuo.

[0041] As referidas células Treg podem ser isoladas por triagem de
células, opcionalmente triagem de células ativadas por fluorescéncia.
[0042] As referidas células Treg podem ser isoladas contatando
com a amostra com um suporte compreendendo um anticorpo NEO-
201, em que as referidas células Treg séo retidas no referido suporte.
[0043] Os referidos métodos de coloracdo ou deteccdo podem
compreender ainda a deteccdo da expressdo de outro marcador ou
combinacdo de marcadores cuja presenca, auséncia e/ou nivel de
expressao sao indicativos de células Treg, por exemplo, CD4+, CD15s+,
FoxP3+, CD25+, CCR4+ e/ou CD127"°% ou CD127-, como CD4+
CD15s+, CD4+ FoxP3+ CD25+, ou CD4+ FoxP3+ CD25+ CD127"°", em
combinacdo com NEO-201. Por exemplo, células que sdo NEO-201+
CD4+ CD15s+; NEO-201+ CD4+ CD15s+ FoxP3+ CD25+; NEO-201+
CD4+ CD15s+ FoxP3+ CD25+ CD127"°": NEO-201+ CD4+ FoxP3+
CD25+; or NEO-201+ CD4+ FoxP3+ CD25+ CD127"%; preferivelmente
NEO-201+ CD4+ CD15s+; or preferably NEO-201+ CD4+ CD127"V
CD25+; ou preferivelmente CD4+ CD25"d9h CD127- FoxP3+ CD15s+
CCR4+ podem ser identificadas, detectadas, isoladas e/ou purificadas
como células Treg de acordo com os métodos aqui descritos.

[0044] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender pelo menos uma, duas,
trés, quatro, cinco ou preferencialmente todas as seis das sequéncias
de CDR contidas nas SEQ ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29.

[0045] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0

referido anticorpo NEO-201 pode compreender uma sequéncia variavel
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da cadeia pesada com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID
NO: 38.

[0046] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender uma sequéncia da
cadeia leve variavel com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID
Ne°: 39.

[0047] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender uma sequéncia variavel
da cadeia pesada com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID
NO°: 38 e uma sequéncia variavel da cadeia leve com pelo menos 90%
de identidade com a SEQ ID N°: 39

[0048] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender uma sequéncia da
cadeia pesada com pelo menos 90% de identidade com os aminoacidos
20-470 da SEQ ID N°: 28 e uma sequéncia da cadeia leve com pelo
menos 90% de identidade com aminoacidos 20-233 da SEQ ID N°: 29.
[0049] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender todas as seis das
sequéncias de CDR contidas nas SEQ ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29.
[0050] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode compreender um dominio constante
de IgG1 humana. Alternativamente, o referido anticorpo NEO-201 pode
compreender um dominio constante de IgG2 humana, IgG3 humana ou
IgG4 humana, ou um dominio hibrido ou quimérico compreendendo
duas ou mais IgG1, IgG2, IgG3 ou IgG4 humanas.

[0051] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, o
referido anticorpo NEO-201 pode ser humanizado.

[0052] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode ser conjugado com outra porcao.

[0053] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
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referido anticorpo NEO-201 pode ser conjugado com outra porgao
citotoxica, marcador, porcao radioativa ou etiqueta de afinidade.

[0054] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido anticorpo NEO-201 pode competir com o anticorpo contido na
SEQ ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29 pela ligacédo ao antigeno NEO-201.
[0055] Em qualguer um dos métodos anteriores ou seguintes, 0
referido cancer pode ser selecionado de neoplasias hematologicas,
cancer de pulmé&o, como carcinoma pulmonar de células ndo pequenas,
melanoma, doencgas gastrointestinais, cancer de ovario, carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco, carcinoma hepatocelular, cancer de
mama, cancer pancreatico, mesotelioma, carcinoma de células renais
metastatico e cancer de prostata. O referido cancer pode compreender
células Treg.

DEFINICOES

[0056] A menos que definido de outra forma, todos os termos
técnicos e cientificos utilizados aqui ttm o mesmo significado daqueles
comumente entendidos por um versado na técnica a qual esta invencao
pertence. Embora os métodos e materiais semelhantes ou equivalentes
aos descritos neste documento possam ser usados na invencao ou teste
da presente invencédo, os métodos e materiais adequados sao descritos
aqui. Os materiais, métodos e exemplos sdo apenas ilustrativos e nao
pretendem ser limitativos.

[0057] Conforme usado na descricdo aqui e em todas as

reivindicacdes a seguir, o significado de "um”, "um" e "0" inclui referéncia
plural, a menos que o contexto indique claramente o contrario.

[0058] "Aminoacido"”, conforme usado neste documento, refere-se
amplamente a aminodacidos sintéticos e naturais, bem como anélogos e
miméticos de aminoéacidos que funcionam de maneira semelhante aos
aminoacidos de ocorréncia natural. Os aminoacidos de ocorréncia

natural sdo aqueles codificados pelo codigo genético, bem como os
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aminoacidos que sao modificados posteriormente, por exemplo,
hidroxiprolina, y-carboxiglutamato e O-fosfoserina. Analogos de
aminoacidos referem-se a compostos que possuem a mesma estrutura
guimica basica que um aminoacido natural, isto €, um a carbono a que
esta ligado a um hidrogénio, um grupo carboxil, um grupo amino e um
grupo R, por exemplo, homoserina, norleucina, sulfoxido de metionina,
metionina e metil sulfénio. Tais analogos tém grupos R modificados (por
exemplo, norleucina) ou estruturas peptidicas modificadas, mas retém
a mesma estrutura quimica basica que um aminoacido de ocorréncia
natural. Os miméticos de aminoacidos referem-se a compostos
guimicos que possuem uma estrutura diferente da estrutura quimica
geral de um aminoacido, mas que funcionam de maneira semelhante a
um aminoacido de ocorréncia natural.

[0059] Os termos "esgotado por NK" ou "esgotado por assassina
natural”, conforme aqui utilizados, referem-se a um paciente com baixos
niveis de células assassinas naturais (NK) em relacédo a faixa normal.
As células NK sao um linfocito imune citotdxico inato. Normalmente, as
células NK compreendem 5-20% das células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) em um individuo saudavel. Um paciente com células
NK compreendendo menos que 5% das PMBCs é referido como
esgotado por NK. Além disso, um paciente é referido como células NK
severamente esgotadas se as células NK compreenderem menos que
3% das PMBCs. Além disso, em individuos normais, até 90% das
células PBMC NK s&o células CD569™CD16* NK e s&o consideradas o
subconjunto mais citotoxico. Se menos que 70% das células PBMC NK
sdo células CD569™CD16* NK, o paciente é referido como esgotado por
NK. Além disso, se menos de 50% das células PBMC NK sdo células
CD569MCD16"* NK, o paciente é referido como severamente esgotado
por NK. Um determinado paciente pode ser referido como esgotado por

NK ou severamente esgotado por NK, com base no atendimento de um
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ou de ambos os critérios individuais. De um modo geral, o status de um
paciente como esgotado por NK ou severamente esgotado por NK é
determinado testando uma amostra retirada do paciente, por exemplo,
uma amostra de sangue, por exemplo, uma amostra obtida e testada
dentro de uma ou duas semanas antes. O status de um paciente como
esgotado por NK ou severamente esgotado por NK também pode ser
inferido a partir de um diagnostico de doenca e/ou um curso de
tratamento associado a essa deplecéo de células NK.

[0060] "Anticorpo”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a qualquer estrutura molecular contendo cadeia
polipeptidica com uma forma especifica que se encaixa e reconhece um
epitopo, onde uma ou mais interacbes de ligagdo nédo covalentes
estabilizam o complexo entre a estrutura molecular e o epitopo. A
molécula de anticorpo arquetipica é a imunoglobulina e todos os tipos
de imunoglobulinas, 1gG, IgM, IgA, IgE, IgD, de todas as fontes, por
exemplo, humano, roedor, coelho, vaca, ovelha, porco, cachorro,
frango, sao considerados "anticorpos”. Os anticorpos incluem, mas néo
estdo limitados a, anticorpos quiméricos, anticorpos humanos e outros
anticorpos de mamiferos ndo humanos, anticorpos humanizados,
anticorpos da cadeia Unica (scFvs), corpos de camelos, nanocorpos,
IgNAR (anticorpos de cadeia Unica derivados de tubarfes),
imunofarmacéuticos modulares pequenos (SMIPs), e fragmentos de
anticorpos (por exemplo, Fabs, Fab’, F(ab’)..) Inimeras sequéncias de
codificacdo de anticorpos foram descritas; e outros podem ser criados
por métodos bem conhecidos na técnica. Veja Streltsov, et al. (2005)
Protein Sci. 14(11): 2901-9; Greenberg, et al. (1995) Nature 374(6518):
168-173; Nuttall, et al. (2001) Mol Immunol. 38(4): 313-26; Hamers-
Casterman, et al. (1993) Nature 363(6428): 446-8; Gill, et al. (2006) Curr
Opin Biotechnol. 17(6): 653-8.

[0061] "Anticorpo NEO-201" refere-se a um anticorpo contendo as
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cadeias pesada e leve das SEQ ID N°: 28 e 29 ou as regides variaveis
opcionalmente em conjunto com as regides constantes nele contidas,
bem como fragmentos e variantes dos mesmos. Tais variantes incluem
sequéncias contendo uma, duas, trés, quatro, cinco ou
preferencialmente todas as seis das sequéncias CDR contidas na SEQ
ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29, isto €, a cadeia pesada CDR1 da SEQ ID N°:
32, a cadeia pesada CDR2 da SEQ ID N°: 33, a cadeia pesada CDR3
da SEQ ID N©: 34, a cadeia leve CDR1 da SEQ ID N°: 35, a cadeia leve
CDR2 da SEQ ID N°: 36, e a cadeia leve CDR3 da SEQ ID N°: 37. Tais
variantes também incluem anticorpos que competem com o NEO-201
pela ligacdo ao antigeno NEO-201. O referido anticorpo pode ser
humanizado. O referido anticorpo pode ser expresso contendo uma ou
mais sequéncias lideres, que podem ser removidas durante a expressao
e/ou processamento e secrecéo do anticorpo. O referido anticorpo pode
ser apresentado em um formato monovalente, bivalente ou multivalente
superior, incluindo, sem limitacdo, um anticorpo biespecifico ou
multiespecifico contendo a referida sequéncia de anticorpo NEO-201 e
um fragmento de ligagdo de um anticorpo diferente. Tipicamente, o
referido anticorpo se liga especificamente a células de carcinoma e
compete pela ligacdo a células de carcinoma com um anticorpo
compreendendo a cadeia pesada variavel da SEQ ID N°: 38 e a cadeia
leve variavel da SEQ ID N°: 39, ou compreendendo a cadeia pesada da
SEQ ID N©: 28 e cadeia leve da SEQ ID N°: 29. Uma ou mais daquelas
sequéncias de CDR contidas na SEQ ID N°: 28 e/ou SEQ ID N°: 29
podem ser substituidas por uma sequéncia variante, tal como a cadeia
leve CDR1 da SEQ ID N°: 1 ou 4; cadeia leve CDR2 da SEQ ID N°: 2
ou 5; cadeia leve CDR3 da SEQ ID N°: 3 ou 6; cadeia pesada CDR1 da
SEQ ID Ne°: 7; cadeia pesada CDR2 da SEQ ID Ne°: 8,10, 30, ou 31;
cadeia pesada CDR3 da SEQ ID N° 9 ou 11; ou SEQ ID N©s: 30-31. A

cadeia leve pode compreender as CDRs contidas na sequéncia da
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cadeia leve da SEQ ID N°: 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 29. A cadeia
pesada pode compreender as CDRs contidas na sequéncia da cadeia
pesada da SEQ ID N°: 15, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 29. O referido
anticorpo pode compreender uma sequéncia variavel da cadeia pesada
possuindo pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou
99% de identidade com a SEQ ID N°: 38 e/ou uma sequéncia variavel
da cadeia leve possuindo pelo menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% de identidade com a SEQ ID N°: 39, opcionalmente
em que a referida sequéncia da cadeia pesada e/ou leve contém uma,
duas, trés, quatro, cinco ou preferencialmente todas as seis das
sequéncias CDR contidas na SEQ ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29, isto &, a
cadeia pesada CDR1 da SEQ ID N°: 32, a cadeia pesada CDR2 da SEQ
ID N°: 33, a cadeia pesada CDR3 da SEQ ID N°: 34, a cadeia leve CDR1
da SEQ ID Ne°: 35, a cadeia leve CDR2 da SEQ ID N°: 36, e a cadeia
leve CDR3 da SEQ ID Ne: 37. O referido anticorpo pode ser conjugado
com outra porcdo, tal como uma porcéo citotdéxica, porcdo radioativa,
marcador ou etiqueta de purificacao.

[0062] "Antigeno"”, como aqui utilizado, refere-se amplamente a
uma molécula ou uma porcdo de uma molécula capaz de ser ligada por
um anticorpo que € adicionalmente capaz de induzir um animal a
produzir um anticorpo capaz de se ligar a um epitopo desse antigeno.
Um antigeno pode ter um epitopo ou ter mais de um epitopo. A reacéo
especifica aqui referida indica que o antigeno reagira, de maneira
altamente seletiva, com seu anticorpo correspondente e ndao com a
multiddo de outros anticorpos que podem ser evocados por outros
antigenos. Os antigenos podem ser especificos do tumor (por exemplo,
expressos por ceélulas neoplasicas do carcinoma pancreéatico e do
colon).

[0063] "Cancer", como usado neste documento, refere-se

amplamente a qualquer doenga neoplasica (invasiva ou metastatica)
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caracterizada por divisdo celular anormal e descontrolada, causando
crescimento maligno ou tumor.

[0064] "Vacina contra cancer”, como usado neste documento,
refere-se a uma composi¢cao imunogénica que provoca ou se destina a
provocar uma resposta imune contra uma célula cancerigena.

[0065] "Anticorpo quimérico”, como usado neste documento, refere-
se amplamente a uma molécula de anticorpo na qual a regido constante,
ou uma porcéo da mesma, € alterada, substituida ou trocada, de modo
que o sitio de ligacdo ao antigeno (regido variavel) esteja ligado a uma
regido constante de uma classe diferente ou alterada, funcao efetor e/ou
espécie, ou uma molécula completamente diferente que confere novas
propriedades ao anticorpo quimérico, por exemplo, uma enzima, toxina,
hormonio, fator de crescimento, droga; ou a regido variavel, ou uma
por¢cdo da mesma, € alterada, substituida ou trocada por uma regiao
variavel com uma especificidade de antigeno diferente ou alterada.
[0066] "Variantes conservativamente modificadas”, como usado
neste documento, aplica-se a sequéncias de aminoacidos e acidos
nucleicos e, com relacéo a sequéncias especificas de acidos nucleicos,
refere-se amplamente a variantes conservadoras modificadas refere-se
aos acidos nucleicos que codificam sequéncias de aminoacidos
idénticas ou essencialmente idénticas, ou onde o acido nucleico nao
codifica uma sequéncia de aminoacidos, para sequéncias
essencialmente idénticas. Devido a degeneracdo do cddigo genético,
um grande numero de acidos nucleicos funcionalmente idénticos
codifica qualquer proteina. Tais variagcbes de acido nucleico sao
"variacdes silenciosas", que sdo uma espécie de variacdes modificadas
conservadoramente. Cada sequéncia de &cido nucleico aqui que
codifica um polipeptideo também descreve todas as variacdes
silenciosas possiveis do acido nucleico. Alguém versado na técnica

reconhecera que cada cédon em um acido nucleico (exceto AUG, que
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€ normalmente o Unico coédon para metionina, e TGG, que é
normalmente o Unico cédon para triptofano) pode ser modificado para
produzir uma molécula funcionalmente idéntica.

[0067] "Regido determinante de complementaridade”, "regiao
hipervariavel" ou "CDR", como usado neste documento, refere-se
amplamente a uma ou mais das regibes hiper variaveis ou de
determinacdo complementar (CDRs) encontradas nas regides variaveis
das cadeias leves ou pesadas de um anticorpo. Veja Kabat, et al. (1987)

"Sequences of Proteins of Immunological Interest” National Institutes of

Health, Bethesda, MD. Essas expressfes incluem as regioes

hipervariaveis, conforme definido por Kabat, et al. (1983) "Sequences of

Proteins of Immunological Interest" (Departamento de Saude e Servi¢os

Humanos dos EUA) ou os alcas hipervariaveis em estruturas
tridimensionais de anticorpos. Chothia and Lesk (1987) J Mol. Biol. 196:
901-917. As CDRs em cada cadeia s&o mantidas nas proximidades das
regides estruturais e, com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a
formacao do sitio de ligacdo ao antigeno. Dentro das CDRs, existem
aminoacidos selecionados que foram descritos como regibes
determinantes da seletividade (SDRsS) que representam os residuos
criticos de contato usados pela CDR na interacdo anticorpo-antigeno.
Kashmiri (2005) Methods 36: 25—-34.

[0068] "Quantidade de controle", como utilizado neste documento,
refere-se amplamente a um marcador, pode ser qualquer quantidade ou
uma faixa de quantidades a serem comparadas com uma quantidade
de teste de um marcador. Por exemplo, uma quantidade de controle de
um marcador pode ser a quantidade de um marcador em um paciente
com uma doenca ou condicdo especifica ou em uma pessoa sem essa
doenca ou condicdo. Uma quantidade de controle pode estar em
quantidade absoluta (por exemplo, micrograma/ml) ou em uma

qguantidade relativa (por exemplo, intensidade relativa de sinais).
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[0069] "Diferentemente presente”, como usado neste documento,
refere-se amplamente a diferencas na quantidade ou qualidade de um
marcador presente em uma amostra colhida de pacientes com uma
doenca ou condicdo em comparacdo com uma amostra comparavel
colhida de pacientes que ndo tém uma das doencas ou condi¢des. Por
exemplo, um fragmento de acido nucleico pode opcionalmente estar
presente diferencialmente entre as duas amostras se a quantidade do
fragmento de acido nucleico em uma amostra for significativamente
diferente da quantidade do fragmento de &cido nucleico na outra
amostra, por exemplo, medida por hibridacdo e/ou ensaios baseados
em NAT. Um polipeptideo esta presente diferencialmente entre as duas
amostras se a quantidade do polipeptideo em uma amostra for
significativamente diferente da quantidade do polipeptideo na outra
amostra. Deve-se notar que, se o marcador for detectavel em uma
amostra e ndo detectavel na outra, esse marcador podera ser
considerado presente diferencialmente. Opcionalmente, uma
guantidade relativamente baixa de infrarregulacdo pode servir como
marcador.

[0070] "Diagnéstico”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a identificacdo da presenca ou natureza de uma condicéo
patolégica. Os métodos de diagnostico diferem em sensibilidade e
especificidade. A "sensibilidade" de um teste de diagndstico é a
porcentagem de individuos doentes que testam positivo (porcentagem
de "verdadeiros positivos”). Individuos doentes ndo detectados pelo
ensaio sao "falsos negativos". Sujeitos que néo estdo doentes e que sao
negativos no teste sdo denominados "verdadeiros negativos". A
"especificidade" de um teste de diagndstico € de 1 menos a taxa de
falsos positivos, onde a taxa de "falsos positivos" € definida como a
proporcdo de pessoas sem a doenca que apresentam resultados

positivos. Embora um meétodo de diagnostico especifico possa néo
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fornecer um diagnastico definitivo de uma condicéo, basta que o método
forneca uma indicacéo positiva que ajude no diagnaostico.

[0071] "Diagnéstico”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a classificacdo de uma doenca ou sintoma, determinacao
da gravidade da doenca, monitoramento da progressdo da doenca,
previsdo do resultado de uma doenca e/ou perspectivas de
recuperacdo. O termo "deteccdo" também pode opcionalmente
abranger qualquer um dos itens anteriores. O diagnéstico de uma
doenca de acordo com a presente invencdo pode, em algumas
modalidades, ser afetado pela determinacdo de um nivel de um
polinucleotideo ou um polipeptideo da presente invencdo em uma
amostra bioldgica obtida do sujeito, em que o nivel determinado pode
ser correlacionado com a predisposi¢cdo para, ou presenga ou auséncia
da doenca. Deve-se notar que uma "amostra biolégica obtida do sujeito"
também pode opcionalmente compreender uma amostra que nao foi
fisicamente removida do sujeito.

[0072] "Quantidade eficaz", como usado neste documento, refere-
se amplamente a quantidade de um composto, anticorpo, antigeno ou
célula que atinge o resultado desejado. Uma "quantidade eficaz" quando
administrada a um paciente para tratar uma doenca, é suficiente para
efetuar esse tratamento para a doenca. A quantidade eficaz pode ser
uma quantidade eficaz para profilaxia e/ou uma quantidade eficaz para
prevencao. A quantidade eficaz pode ser uma quantidade eficaz para
reduzir, uma quantidade eficaz para impedir a incidéncia de
sinais/sintomas, reduzir a gravidade da incidéncia de sinais/sintomas,
eliminar a incidéncia de sinais/sintomas, retardar o desenvolvimento da
incidéncia de sinais/sintomas, impedir o desenvolvimento da incidéncia
de sinais/sintomas e/ou da profilaxia do efeito da incidéncia de
sinais/sintomas. A "quantidade eficaz" pode variar dependendo da

doenca e sua gravidade e idade, peso, historico médico, suscetibilidade
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e condicdes pré-existentes do paciente a ser tratado. O termo
"quantidade eficaz" é sinbnimo de "quantidade terapeuticamente eficaz"
para os fins desta descricao.

[0073] "Vetor de expressao”, como utilizado neste documento,
refere-se amplamente a qualquer sistema de expressao recombinante
com o objetivo de expressar uma sequéncia de acido nucleico da
presente descricdo in vitro ou in vivo, constitutiva ou induzivel, em
qgualquer célula, incluindo procaridtica, levedura, fungo, célula de planta,
inseto ou mamifero. O termo inclui sistemas de expressao linear ou
circular. O termo inclui sistemas de expressao que permanecem
epissomais ou se integram ao genoma da célula hospedeira. Os
sistemas de expresséo podem ter a capacidade de se autorreplicar ou
nao, isto &, direcionar apenas a expressao transitéria em uma célula. O
termo inclui cassetes de expressédo recombinante que contém apenas
0s elementos minimos necessarios para a transcri¢cdo do acido nucleico
recombinante.

[0074] "Regido estrutural” ou "FR", como usado neste documento,
refere-se amplamente a uma ou mais das regides estruturais dentro das
regides variaveis das cadeias leve e pesada de um anticorpo. Veja

Kabat, et al. (1987) "Sequences of Proteins of Immunological Interest,"

National Institutes of Health, Bethesda, MD. Estas expressdes incluem
aguelas regibes de sequéncia de aminoacidos interpostas entre as
CDRs dentro das regides variaveis das cadeias leve e pesada de um
anticorpo.

[0075] "Heterdlogo”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a por¢cdes de um acido nucleico indica que o acido nucleico
compreende duas ou mais subsequéncias que nao sao encontradas na
mesma relagédo entre si na natureza. Por exemplo, o acido nucleico é
tipicamente produzido de forma recombinante, tendo duas ou mais

sequéncias de genes néo relacionados dispostas para formar um novo
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acido nucleico funcional, por exemplo, um promotor de uma fonte e uma
regido de codificacdo de outra fonte. Da mesma forma, uma proteina
heter6loga indica que a proteina compreende duas ou mais
subsequéncias que ndo sao encontradas na mesma relacao entre si na
natureza (por exemplo, uma proteina de fuséo).

[0076] "Alta afinidade", como usado neste documento, refere-se
amplamente a um anticorpo com uma KD de pelo menos 108 M, mais
preferivelmente pelo menos 10~° M e ainda mais preferencialmente pelo
menos 107% M para um antigeno alvo. No entanto, a ligagdo de "alta
afinidade" pode variar para outros isétipos de anticorpos. Por exemplo,
a ligacdo de "alta afinidade" a um isétipo IgM refere-se a um anticorpo
com uma KD de pelo menos 10~ M, mais preferivelmente pelo menos
1078 M.

[0077] "Homologia", como usado neste documento, refere-se
amplamente a um grau de similaridade entre uma sequéncia de acido
nucleico e uma sequéncia de &cido nucleico de referéncia ou entre uma
sequéncia de polipeptideo e uma sequéncia de polipeptideo de
referéncia. A homologia pode ser parcial ou completa. A homologia
completa indica que as sequéncias de acidos nucleicos ou
aminoacidos séo idénticas. Uma sequéncia de acido nucleico ou
aminoacido parcialmente homéloga € aquela que ndo € idéntica a
sequéncia de acido nucleico ou aminoacido de referéncia. O grau de
homologia pode ser determinado por comparacdo de sequéncia. O
termo ‘"identidade de sequéncia" pode ser usado de forma
intercambiavel com "homologia".

[0078] "Célula hospedeira”, como usado neste documento, refere-
se amplamente a uma célula que contém um vetor de expressao e
suporta a replicacdo ou expressao do vetor de expressdo. As ceélulas
hospedeiras podem ser células procariéticas, como E. coli, ou células

eucarioticas, como leveduras, insetos (por exemplo, SF9), células de
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anfibios ou mamiferos, como CHO, HelLa, HEK-293, por exemplo,
células cultivadas, explantes e células in vivo.

[0079] "Hibridacdo"”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a interacdo fisica das cadeias polinucleotidicas
complementares (incluindo parcialmente complementares) pela
formacéao de ligacdes de hidrogénio entre nucleotideos complementares
guando as cadeias estdo dispostas antiparalelas umas as outras.
[0080] "K-assoc" ou "Ka", como usado neste documento, refere-se
amplamente a taxa de associacdo de uma interacdo anticorpo-antigeno
especifica, enquanto o termo "Kdiss" ou "Kd", conforme usado neste
documento, refere-se a taxa de dissociacdo de uma interacdo anticorpo-
antigeno particular. O termo "KD", como usado neste documento,
destina-se a se referir a constante de dissociacao, que € obtida a partir
da razdo de Kd para Ka (isto é, Kd/Ka) e é expressa como uma
concentracao molar (M). Os valores de KD para anticorpos podem ser
determinados usando métodos bem estabelecidos na técnica.

[0081] "Imunoensaio”, como utilizado neste documento, refere-se
amplamente a um ensaio0 que usa um anticorpo para ligar
especificamente um antigeno. O imunoensaio pode ser caracterizado
pelo uso de propriedades de ligacdo especificas de um anticorpo
especifico para isolar, direcionar e/ou quantificar o antigeno.

[0082] "Isolado”, como usado neste documento, refere-se
amplamente ao material removido de seu ambiente original no qual
ocorre naturalmente e, portanto, € alterado pela mao do homem em seu
ambiente natural. O material isolado pode ser, por exemplo, acido
nucleico exégeno incluido em um sistema vetorial, acido nucleico
exégeno contido em uma célula hospedeira ou qualquer material que
tenha sido removido de seu ambiente original e, portanto, alterado pela
mao do homem (por exemplo, "anticorpo isolado").

[0083] "Marcador” ou uma "porcgéao detectavel”, como utilizado neste

Petic&0 870200100868, de 12/08/2020, pag. 35/111



29/50

documento, refere-se amplamente a uma composicédo detectavel por
meios espectroscopicos, fotoquimicos, bioguimicos, imunoquimicos,
guimicos ou outros meios fisicos.

[0084] "Baixa rigidez", "rigidez médio", "alta rigidez" ou "condi¢cdes
de rigidez muito alta", como usado neste documento, refere-se
amplamente a condi¢des para hibridacéo e lavagem de acido nucleico.
OrientacOes para a realizacdo de reacOes de hibridacdo podem ser

encontradas em Ausubel, et al. (2002) Short Protocols in_Molecular

Biology (5" Ed.) John Wiley & Sons, NY. CondicGes de hibridacdo
especificas exemplificativas incluem, mas ndo estdo limitadas a: (1)
condi¢Bes de hibridacdo de baixa rigidez em 6X cloreto de sédio/citrato
de sodio (SSC) a cerca de 45°C, seguida de duas lavagens em
0,2XSSC, SDS a 0,1% pelo menos a 50°C (a temperatura das lavagens
pode ser aumentada para 55°C para condi¢cbes de baixa rigidez); (2)
condicbes de hibridacdo de rigidez meédio em 6XSSC a
aproximadamente 45°C, seguida por uma ou mais lavagens em
0,2XSSC, 0,1% SDS a 60°C; (3)condicdes de hibridacao de alta rigidez
em 6XSSC a cerca de 45°C, seguida por uma ou mais lavagens em
0,2XSSC, 0,1% SDS a 65°C; e (4) condicdes de hibridacao de rigidez
muito alta sdo fosfato de sédio 0,5M, SDS a 7% a 65°C, seguida por
uma ou mais lavagens a 0,2XSSC, 1% SDS a 65°C.

[0085] O termo "nivel baixo" ou "baixo", conforme usado em relagéo
a um marcador como CD127, é bem conhecido na técnica e refere-se
ao nivel de expressédo do marcador celular de interesse (por exemplo,
CD 127), em que o nivel de expressao do marcador de célula é baixo
em comparac¢do com o0 hivel de expressdo desse marcador de célula
em outras células em uma populacéo de células sendo analisadas como
um todo. Mais particularmente, o termo "baixo" refere-se a uma
populacéo distinta de células que expressam o marcador celular em um

nivel inferior a uma ou mais populacdes distintas de células.
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Consequentemente, CD127"°% se refere a células de um tipo que
mancha levemente ou sem brilho quando contatado com um anticorpo
CD127 marcado, por exemplo, em um nivel que € mais alto que uma
subpopulagdo de CD127-, mas mais baixo que a subpopulacdo de
CD127+.

[0086] "Mamifero”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a todos e quaisquer animais vertebrados de sangue quente
da classe Mammalia, incluindo seres humanos, caracterizados por uma
cobertura de pelos na pele e, na fémea, glandulas mamarias produtoras
de leite para nutrir a jovem. Exemplos de mamiferos incluem, entre
outros, alpacas, tatus, capivaras, gatos, camelos, chimpanzés,
chinchilas, gado, caes, cabras, gorilas, hamsters, cavalos, humanos,
Iémures, lhamas, ratos, primatas ndo humanos, porcos, ratos, ovelhas,
musaranhos, esquilos e antas. Os mamiferos incluem mas néo estao
limitados a espécies de bovinos, caninos, equinos, felinos, murinos,
ovinos, suinos, primatas e roedores. Mamifero também inclui todos e
quaisquer daqueles listados nas Espécies Mamiferas do Mundo,
mantidas pelo Museu Nacional de Histéria Natural, Smithsonian
Institution, em Washington DC.

[0087] "Acido nucleico" ou "sequéncia de &cido nucleico”, como
usado neste documento, refere-se amplamente a um oligonucleotideo
desoxi-ribonucleotideo ou ribonucleotideo, na forma de fita simples ou
dupla. O termo abrange acidos nucleicos, isto €, oligonucleotideos,
contendo analogos conhecidos de nucleotideos naturais. O termo
também abrange estruturas semelhantes a acidos nucleicos com
espinhas dorsais sintéticas. Salvo indicacdo em contrario, uma
sequéncia de acido nucleico especifica também inclui implicitamente
variantes modificadas conservativamente (por exemplo, substituicoes
de cédons degeneradas) e sequéncias complementares, bem como a

sequéncia explicitamente indicada. O termo acido nucleico é utilizado
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alternadamente com gene, cDNA, mRNA, oligonucleotideo e
polinucleotideo.

[0088] "Operativamente ligado”, como usado neste documento,
refere-se amplamente a quando dois fragmentos de DNA sao unidos,
de modo que as sequéncias de aminoacidos codificadas pelos dois
fragmentos de DNA permanecam dentro da estrutura.

[0089] "Paratopos”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a parte de um anticorpo que reconhece um antigeno (por
exemplo, o sitio de ligagdo ao antigeno de um anticorpo.) Os paratopos
podem ser uma regido pequena (por exemplo, 15 a 22 aminoacidos) da
regido Fv do anticorpo e podem conter partes das cadeias pesada e leve

do anticorpo. Veja Goldsby, et al. Antigens (Chapter 3) Immunology (5%

Ed.) New York: W.H. Freeman and Company, pages 57-75.

[0090] "Paciente”, conforme usado neste documento, refere-se
amplamente a qualquer animal que precise de tratamento para aliviar
um estado de doenga ou para prevenir a ocorréncia ou recorréncia de
um estado de doenca. Além disso, "Paciente”, conforme usado neste
documento, refere-se amplamente a qualquer animal que possua
fatores de risco, historico de doenca, suscetibilidade, sintomas, sinais,
tenha sido diagnosticado anteriormente, esteja em risco ou seja membro
de uma populacédo de pacientes com uma doenca. O paciente pode ser
um paciente clinico, como um humano ou um paciente veterinario, como
um animal de companhia, domesticado, gado, exético ou animal de
zooldgico. O termo "sujeito" pode ser usado de forma intercambiavel
com o termo "paciente”. Em modalidades preferidas das inveng¢des aqui
descritas, o paciente € um humanao.

[0091] "Polipeptideo”, "peptideo” e "proteina” sdo usados de forma
intercambiavel e referem-se amplamente a um polimero de residuos de
aminoacidos. Os termos se aplicam a polimeros de aminoacidos nos

quais um ou mais residuos de aminoacidos sédo analogos ou mimeéticos
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de um aminoacido correspondente natural, bem como a polimeros de
aminoacidos de ocorréncia natural. Os termos se aplicam a polimeros
de aminoacidos nos quais um ou mais residuos de aminoacidos sdo um
mimeético quimico artificial de um aminoacido correspondente natural,
bem como a polimeros de aminoacidos naturais e a um polimero de
aminoacidos de ocorréncia ndo natural. Os polipeptideos podem ser
modificados, por exemplo, pela adicdo de residuos de carboidratos para
formar glicoproteinas. Os termos "polipeptideo”, "peptideo” e "proteina™
incluem glicoproteinas, bem como nao glicoproteinas.

[0092] "Promotor”, como usado neste documento, refere-se
amplamente a uma matriz de sequéncias de acidos nucleicos que
direcionam a transcricdo de um acido nucleico. Como usado neste
documento, um promotor inclui sequéncias necessarias de &acido
nucleico préximas ao sitio inicial da transcricdo, como, no caso de um
promotor do tipo polimerase Il, um elemento TATA. Um promotor
também inclui opcionalmente elementos intensificadores ou repressores
distais, que podem ser localizados, tanto quanto milhares de pares de
base do sitio de partida da transcricdo. Um promotor "constitutivo" € um
promotor ativo sob a maioria das condicbes ambientais e de
desenvolvimento. Um promotor "induzivel® € um promotor ativo sob
regulamentacéo ambiental ou de desenvolvimento.

[0093] "Quantidade profilaticamente eficaz", como usado neste
documento, refere-se amplamente a quantidade de um composto que,
guando administrado a um paciente para profilaxia de uma doenca ou
prevencao da reocorréncia de uma doenca, é suficiente para efetuar tal
profilaxia para a doenca ou reocorréncia. A quantidade profilaticamente
eficaz pode ser uma quantidade eficaz para evitar a incidéncia de sinais
e/ou sintomas. A "quantidade profilaticamente eficaz" pode variar
dependendo da doenca e sua gravidade e idade, peso, histérico médico,
predisposicéo a condi¢cdes, condi¢cbes pré-existentes, do paciente a ser
tratado.
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[0094] "Profilaxia”, como wusado neste documento, refere-se
amplamente a um curso de terapia em que sinais e/ou sintomas nao
estdo presentes no paciente, estdo em remissdo ou anteriormente
estavam presentes em um paciente. A profilaxia inclui a prevencao da
ocorréncia de doencas subsequentes ao tratamento de uma doenca em
um paciente. Além disso, a prevencdo inclui tratar pacientes que
potencialmente desenvolvam a doenca, especialmente pacientes
suscetiveis a doenca (por exemplo, membros de uma populacdo de
patentes, pessoas com fatores de risco ou com risco de desenvolver a
doenca).

[0095] "Recombinante”, como usado neste documento, refere-se
amplamente com referéncia a um produto, por exemplo, a uma célula,
ou acido nucleico, proteina ou vetor, indica que a célula, acido nucleico,
proteina ou vetor foi modificada pela introdu¢do de um &cido nucleico
heter6logo ou proteina ou a alteracdo de um acido nucleico ou proteina
nativo ou a célula é derivada de uma célula assim modificada. Assim,
por exemplo, as células recombinantes expressam genes que ndo séo
encontrados na forma nativa (ndo recombinante) da célula ou expressar
genes nativos que de outra forma sdo anormalmente expressos,
subexpressos ou ndo expressos de forma alguma.

[0096] "Especificamente (ou seletivamente) se liga” a um anticorpo
ou "especificamente (ou seletivamente) imunorreativo ao", ou
"especificamente interage ou se liga", como usado neste documento,
refere-se amplamente a uma proteina ou peptideo (ou outro epitopo),
refere-se a algumas modalidades, a uma reacdo de ligacdo que é
determinante da presenca da proteina em uma populacdo heterogénea
de proteinas e outros produtos bioldgicos. Por exemplo, sob condicdes
de imunoensaio designadas, os anticorpos especificados se ligam a
uma proteina especifica pelo menos duas vezes maior que o fundo

(sinal ndo especifico) e ndo se ligam substancialmente em quantidade
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significativa a outras proteinas presentes na amostra. Tipicamente, uma
reacao especifica ou seletiva sera pelo menos duas vezes sinal ou ruido
de fundo e mais tipicamente mais do que cerca de 10 a 100 vezes o
fundo.

[0097] "Especificamente hibridizavel* e "complementar’, como
usado neste documento, referem-se amplamente a um acido nucleico
que pode formar ligacdes de hidrogénio com outra sequéncia de acido
nucleico por Watson-Crick tradicional ou outros tipos nao tradicionais. A
energia livre de ligacdo para uma molécula de acido nucleico com sua
sequéncia complementar é suficiente para permitir que a funcado
relevante do acido nucleico prossiga, por exemplo, atividade de RNA..
A determinacéo de energias livres de ligacdo para moléculas de acido
nucleico é bem conhecida na técnica. Veja, por exemplo, Turner, et al.
(1987) CSH Symp. Quant. Biol. LII: 123-33; Frier, et al. (1986) PNAS
83:9373-77; Turner et al. (1987) J. Am. Chem. Soc. 109: 3783—-85. Uma

complementaridade percentual indica a porcentagem de residuos

contiguos em uma molécula de acido nucleico que pode formar ligacdes
de hidrogénio (por exemplo, pareamento de bases Watson-Crick) com
uma segunda sequéncia de acido nucleico (por exemplo, cerca de pelo
menos 5, 6, 7, 8, 9, 10 em cada 10 sdo pelo menos 50%, 60%, 70%,
80%, 90% e 100% complementares, inclusive). A complementaridade
"perfeitamente complementar” ou 100% refere-se amplamente a todos
os residuos contiguos de uma sequéncia de hidrogénio da sequéncia
de acido nucleico com 0 mesmo numero de residuos contiguos em uma
segunda sequéncia de acido nucleico. "Complementaridade
substancial" refere-se a cadeias polinucleotidicas que exibem cerca de
pelo menos 90% de complementaridade, excluindo regides das cadeias
polinucleotidicas, como saliéncias, que sao selecionadas para serem
nao complementares. A ligacdo especifica requer um grau suficiente de

complementaridade para evitar a ligacdo nao especifica do composto
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oligomérico a sequéncias ndo alvo em condicbes nas quais a ligagao
especifica é desejada, isto €, em condic¢fes fisiolégicas no caso de
ensaios in vivo ou tratamento terapéutico, ou em o caso de ensaios in
vitro, nas condi¢cbes em que 0s ensaios séo realizados. As sequéncias
nao alvo tipicamente podem diferir em pelo menos 5 nucleotideos.
[0098] "Sinais" da doenca, como usado neste documento, refere-se
amplamente a qualquer anormalidade indicativa da doenca, detectavel
no exame do paciente; uma indicacao objetiva da doenca, em contraste
com um sintoma, que € uma indicacao subjetiva da doenca.

[0099] "Suporte sélido", "suporte” e "substrato”, como usado neste
documento, refere-se amplamente a qualquer material que fornegca uma
estrutura solida ou semissélida com a qual outro material possa ser
conectado, incluindo, entre outros, suportes lisos (por exemplo,
superficies de metal, vidro, plastico, silicone e ceramica), bem como
materiais texturizados e porosos. Exemplos de suportes sélidos incluem
esferas, tais como esferas ativadas, esferas responsivas
magneticamente ou esferas marcadas com fluorescéncia.

[00100] "Sujeitos”, como wusado neste documento, refere-se
amplamente a qualquer pessoa adequada para ser tratada de acordo
com as invengdes atualmente descritas incluem, mas néo se limitam a
sujeitos aviarios e mamiferos, e sédo preferencialmente mamiferos. Os
mamiferos no contexto das invencdes presentemente descritas incluem,
mas nao estéo limitados a, caninos, felinos, bovinos, caprinos, equinos,
ovinos, suinos, roedores (por exemplo, ratos e camundongos),
lagomorfos, primatas, seres humanos. Qualquer sujeito mamifero que
precise ser tratado de acordo com as invencbes presentemente
descritas é adequado. Sujeitos humanos de qualquer género e em
qualquer estagio do desenvolvimento (isto €, neonatos, lactentes,
juvenis, adolescentes, adultos, idosos) podem ser tratados de acordo

com a presente invencdo. A presente invencdo também pode ser
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realizada em animais, particularmente mamiferos, como camundongos,
ratos, caes, gatos, gado, cabras, ovelhas e cavalos para fins veterinarios
e para triagem e desenvolvimento de drogas. "Sujeitos” € usado de
forma intercambiavel com "pacientes". Em modalidades preferidas da
invencao descrita, 0 sujeito € um humano.

[00101] *“Sintomas" da doenca, como usado neste documento,
refere-se amplamente a qualquer fenbmeno mérbido ou afastamento do
normal em estrutura, funcéo ou sensacéao, experimentado pelo paciente
e indicativo de doenca.

[00102] “Terapia", "terapéutico”, "tratar" ou "tratamento"”, como usado
neste documento, refere-se amplamente ao tratamento de uma doenca,
parada ou reducao do desenvolvimento da doenca ou de seus sintomas
clinicos e/ou alivio da doenca, causando regressao da doenca ou seus
sintomas clinicos. A terapia abrange profilaxia, tratamento, remédio,
reducdo e/ou alivio de uma doenca, sinais e/ou sintomas de uma
doenca. A terapia abrange um alivio de sinais e/ou sintomas em
pacientes com sinais e/ou sintomas continuos da doenca (por exemplo,
crescimento de tumores, metastases). A terapia também abrange
"profilaxia”. O termo '"reduzido", para fins de terapia, refere-se
amplamente a reducéo clinica significativa de sinais e/ou sintomas. A
terapia inclui o tratamento de recidivas ou sinais e/ou sintomas
recorrentes (por exemplo, crescimento de tumores, metastases). A
terapia abrange, mas nao se limita a, a qualquer momento, impedir o
aparecimento de sinais e/ou sintomas, reduzir os sinais e/ou sintomas
existentes e eliminar os sinais e/ou sintomas existentes. A terapia inclui
o tratamento de doencas cronicas ("manutencédo”) e doencas agudas.
Por exemplo, o tratamento inclui tratar ou prevenir recidivas ou a
recorréncia de sinais e/ou sintomas (por exemplo, crescimento de
tumores, metastases).

[00103] "Regiéo variavel" ou "VR", como usado neste documento,
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refere-se amplamente aos dominios dentro de cada par de cadeias
leves e pesadas em um anticorpo que esta envolvido diretamente na
ligacdo do anticorpo ao antigeno. Cada cadeia pesada tem em uma
extremidade um dominio variavel (Vi) seguido por um numero de
dominios constantes. Cada cadeia leve possui um dominio variavel (VL)
em uma extremidade e um dominio constante na outra extremidade; o
dominio constante da cadeia leve esta alinhado com o primeiro dominio
constante da cadeia pesada e o dominio variavel da cadeia leve esta
alinhado com o dominio variavel da cadeia pesada.

[00104] "Vetor", como wusado neste documento, refere-se
amplamente a um plasmideo, cosmideo, fagomideo, DNA de fago ou
outra molécula de DNA que é capaz de se replicar autonomamente em
uma célula hospedeira e que € caracterizada por um ou um pequeno
namero de sitios de reconhecimento de endonucleases de restricdo nos
quais essas sequéncias de DNA podem ser cortadas de maneira
determinavel sem perda de uma funcéo biolégica essencial do vetor, e
nos quais o DNA pode ser inserido para provocar sua replicacao e
clonagem. O vetor pode ainda conter um marcador adequado para uso
na identificacdo de células transformadas com o vetor.

[00105] As técnicas e procedimentos sdo geralmente realizados de
acordo com métodos convencionais bem conhecidos na técnica e tal
como descrito em varias referéncias gerais e mais especificas que séao
citadas e discutidas ao longo do presente relatorio descritivo. Veja, por
exemplo, Sambrook, et al. (2001) Molec. Cloning: Lab. Manual[3" Ed]

Cold Spring Harbor Laboratory Press. Técnicas padrao podem ser

usadas para DNA recombinante, sintese de oligonucleotideos e cultura
de tecidos e transformacao (por exemplo, eletroporacao, lipofeccao). As
reacdes enzimaticas e técnicas de purificacdo podem ser realizadas de
acordo com as especificagcdes do fabricante, ou como normalmente

realizado na técnica ou como aqui descrito. As nomenclaturas utilizadas
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em conexao com, e 0s procedimentos e técnicas laboratoriais de,
guimica analitica, quimica orgéanica sintética, e quimica medicinal e
farmacéutica aqui descritos sdo os bem conhecidos e vulgarmente
utilizados na técnica. Podem ser utilizadas técnicas padrdo para as
sinteses quimicas, analises quimicas, preparacdo farmaceéutica,
formulac&o e administracéo e tratamento de pacientes.

EXEMPLOS

[00106] A invencdo agora sendo geralmente descrita, sera mais
prontamente compreendida por referéncia aos seguintes exemplos, os
quais estdo incluidos meramente para fins de ilustracdo de certos
aspectos e certas modalidades da presente invencao e ndo se destinam
a limitar a invencao.

EXEMPLO 1

NEO-201 pode isolar células Treg funcionais

[00107] Neste exemplo, € mostrado que a classificacdo de células
com base na ligacdo NEO-201 produz uma alta porcentagem de Tregs
funcionais. A porcentagem de Tregs funcionais isoladas usando kit
comercial (CD4+CD127lowCD25+ humanas) ou selecdo com base na
expressdo de NEO-201 como mostrado na FIG.1. O kit de Isolamento
de Células T Regulatérias CD4+CD127lowCD25+ Humanas EasySep™
produziu 67,14% de células Treg ativas, enquanto a selecdo baseada
na expressao positiva de NEO-201 produziu 99,12% de células Treg
ativas.

[00108] Os requerentes mostraram anteriormente que o NEO-201 se
liga a uma variante de glicoproteina associada ao cancer de CEACAMS5
e CEACAMG. Sabe-se que as células Treg expressam CEACAMS e
CEACAMBG. Para determinar ainda mais a base da ligacdo de NEO-201
as células Treg, as células foram testadas quanto a expressao de
CEACAM5 e CEACAM6 por citometria de fluxo. As células T
regulatérias sdo negativas para CEACAM-5 e CEACAM-6 (FIGURA 2).
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[00109] Metodos. A ligacdo de marcadores Tregs humanas a Tregs
humanas isoladas foi analisada por citometria de fluxo. As Tregs (1,0 x
10°) foram incubadas com 1 uL por teste de VIVO/MORTO Fixable Aqua
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em solucéo salina
tamponada com fosfato 1X (PBS) por 30 min a 4°C para obter
discriminacdo celular vivo versus morto. As células foram entdo
centrifugadas, lavadas duas vezes com PBS frio e depois coradas com
anticorpo NEO-201 conjugado com Pacific Blue, anti-CD25-APC-H7,
anti-CD15s-Alexa 488, anti-CD127-APC e coloracao intracelular com
anti-Foxp3-PerCP-CY5.5. (BioLegend, San Diego, CA) em 1X PBS +
1% de BSA (Teknova, Hollister, CA, EUA) por 30 minutos a 4°C. Apos
a coloracdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS frio e
examinadas usando um citbmetro de fluxo inverso FACSV (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). A analise da fluorescéncia celular foi
realizada utilizando o software BD FACSuite (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA). O isolamento de T-regs por um kit comercial foi
realizado usando o kit de Isolamento de Células T Regulatorias
CD4+CD127lowCD25+ Humanas EasySep™ (HD 19), de acordo com
as instrucbes do fabricante. Para analise da expressdo CEACAM, as
células foram coradas com o anticorpo CD66 Anti-Humano de
Camundongo PE (Clone B1.1/CD66) que reconhece CD66a
(CEACAM1), CD66c (CEACAMG6), CD66d (CEACAM3) e CD66e
(CEACAMS). 44,84% das células CD4 +/CD25high/CD127-/FOXp3 +
séo células NEO-201 +/CEACAM5- e CEACAMG-.

EXEMPLO 2

[00110] NEO-201 pode matar Tregs por citotoxicidade dependente
de complemento (CDC)

[00111] Este exemplo mostra que o NEO-201 pode mediar a CDC
contra Tregs CD4+ CD15s+. As células Treg expressam CD4 e CD15s

(sialil Lewis X glicano). As células T CD4+ foram isoladas de PBMCs e
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as células foram tratadas -/+ mAb NEO-201 (10 pg/mL). As células
foram entdo tratadas -/+ complemento (diluicdo 1:8, 2 h). As células
foram entdo lavadas e coradas para marcadores CD4 e CD15s. A
expressdo do marcador foi medida por citometria de fluxo. Sé o
complemento ndo matou Tregs. No entanto, quando Tregs foram
tratadas com NEO-201 e complemento, a populacdo de Tresgs CD4+
CD15s+ foi reduzida em 53,4%, indicando que a CDC ocorreu.

[00112] Meétodos de ensaio de citotoxicidade dependente de

complemento (CDC). Os ensaios de CDC foram realizados utilizando

uma modificagdo de um procedimento descrito anteriormente (Konishi
et al., 2008). As células T CD4+ foram isoladas e depois tratadas com
ou sem 10 pg/mL de NEO-201 por 15 min a 37°C para opsonizar as
células. O complemento de coelho purificado (MP Biomedicals, Santa
Ana, CA) foi entdo adicionado as células na diluicdo de 1:8. Apos
incubacéo a 37°C por 120 min, as células foram lavadas e coradas com
anticorpos marcados com fluorescéncia contra CD4 e CD15s. Apos 30
min de incubacdo, as células foram lavadas e a fluorescéncia foi medida
por citometria de fluxo usando um BD FACSVerse. A analise da
fluorescéncia celular foi realizada utilizando o software BD FACSuite
(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Exemplo 3

Geracao do anticorpo monoclonal humanizado NEO-201

[00113] A vacina especifica para o cancer de célon de Hollinshead
foi usada como material imunogénico para gerar anticorpos
monoclonais em camundongos. O meétodo para a preparacdo de
proteinas e peptideos associados a tumores foi previamente descrito
(Hollinshead, US4810781, 1989). Em resumo, o tecido cancerigeno foi
picado e usado para gerar uma Unica suspensao celular que foi entéo
submetida a extracdo por membrana salina hipoténica, uma série de

etapas de centrifugacéo e seguida com sonicacao de baixa frequéncia.
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As proteinas extraidas por membrana resultantes foram fracionadas em
resina Sephadex G-200 ou por métodos eletroforéticos, depois
concentradas e quantificadas (Hollinshead et al, 1970; Hollinshead et
al., 1972; Hollinshead et al., 1985). A preparacao de TAA foi misturada
com adjuvante completo de Freund e injetada por via subcutdnea em
camundongos BALB/c. Isto foi seguido por 3 injecbes de reforco no
adjuvante incompleto de Freund, separadas por 2-3 semanas. O soro
de camundongo foi testado por ELISA para respostas de anticorpos
contra o antigeno imunizante e camundongos com respostas potentes
foram usados para gerar células de hibridoma imortalizadas, fundindo
as células B de camundongo do ba¢co com a linhagem celular SP2/0-
Agl4d e selecionando as células que cresceram e produziram
imunoglobulinas de camundongo (lgGs). A partir destas IgGs de
camundongo, o clone 16C3 murino (m16C3) foi escolhido com base na
reatividade com o extrato de membrana de células tumorais do coélon
derivado de células LS174T ou HT-29, conforme determinado por
ELISA. Os cDNAs que codificam a IgG1 da cadeia pesada e leve foram
determinados a partir de RNA isolado do clone de hibridoma 16C3 E12
e mostraram-se Uunicos (Bristol & Kantor, US7829678, 2010). A
sequéncia da proteina m16C3 foi humanizada como h16C3 e designada
NEO-201. A humanizacéao foi realizada in silico, substituindo sequéncias
de camundongos fora das regides determinantes de
complementaridade (CDRs) da regido Fab de proteinas da cadeia
pesada e leve por sequéncias Fab humanas, e retendo as trés
sequéncias de CDR de camundongos de cada cadeia. As regides Fc
das cadeias pesada e leve foram selecionadas a partir do isotipo IgG1
humano usado em outros produtos de mAb humanizados aprovados. A
sequéncia de aminoacidos foi retrotraduzida em DNA, que foi otimizado
para a expressao de proteinas em células CHO. O DNA da cadeia

pesada e leve h16C3 foi entédo sintetizado quimicamente, clonado em
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plasmideos de expressdo em mamiferos e transfectado em linhagens
celulares de mamiferos (HEK293T e CHO). Varias linhagens celulares
CHO estaveis que expressam h16C3 recombinante foram derivadas e
depositadas. O h16C3 recombinante purificado foi testado novamente
em estudos que verificaram que o anticorpo 16C3 humanizado tinha
caracteristicas semelhantes as do anticorpo m16C3 original (Bristol &
Kantor, US7829678, 2010).

[00114] As sequéncias de anticorpos NEO-201 usadas nesses

exemplos estao contidas na ilustragcéo a seguir:

H16C3-Abb* Cadeia pesada:

MGWSCHFFLVATATGVHS/QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTDYA
MHWVRQAPGQRLEWMGLISTYSGDTKYNONFQGRVIMTVDKSASTAYMELS
SLRSEDTAVYYCARGDYSGSRYWFAYWGQGTLVTVSS/ASTKGPSVFPLAPSSK
STSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTV
PSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYN
STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTL
PPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQID N°: 28)

H16C3-Abb* Cadeia leve:

MGVPTQLLLLWLTVVVVRC/DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASENIYGALN
WYQRKPGKSPKLLIYGASNLATGMPSRFSGSGSGTDYTFTISSLQPEDIATYYC
QOVLSSPYTFGGGTKLEIKR/TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEV
THQGLSSPVTKSFNRGEC SEQ ID N°:29)

[00115] Os limites entre a sequéncia lider da expressédo, a regiao
variavel e a regido constante sao delimitados por uma barra (/") em
cada sequéncia, e as sequéncias CDR sao mostradas em negrito,
sublinhado. As sequéncias de anticorpos utilizadas incluiram as regides
variaveis e constantes mostradas. Estes incluem a cadeia pesada CDR1
da SEQ ID N°: 32, a cadeia pesada CDR2 da SEQ ID N°: 33, a cadeia
pesada CDR3 da SEQ ID N°: 34, a cadeia leve CDR1 da SEQ ID N°: 35,
a cadeia leve CDR2 da SEQ ID N°: 36, e a cadeia leve CDR3 da SEQ
ID N°: 37.
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Abreviacdes

[00117] Esclerose lateral amiotréfica (ALS), citotoxicidade celular

dependente de anticorpos (ADCC), area sob curva de concentracéo de

plasma-tempo do tempo 0 ao infinito (AUCInf), area normalizada da
dose sob a curva de concentracdo de plasma-tempo do tempo O ao
infinito (AUCInf/D), linha de base (BL), citotoxicidade dependente do
complemento (CDC), depuracdo (CL), concentracdo de plasma maxima
observada (Cmax), concentracao de plasma maxima medida normalizada
da dose (Cmax/D), receptor de estrogénio (ER), meia-vida (HL), imuno-
histoquimica (IHC), esclerose mudltipla (MS), assassina natural (NK),
cancer de pulmdo de células ndo pequenas (NSCLC), células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), receptor de progesterona

(PR), antigeno associado a tumor (TAA), tempo de concentracdo de

plasma maxima observada (Tmax), volume de distribuicéo (Vz).
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REIVINDICACOES

1. Uso de um anticorpo NEO-201, caracterizado pelo fato de
gue é na fabricacdo de um medicamento ou composicdo para matar
células Treg em um paciente.

2. Uso de um anticorpo NEO-201, caracterizado pelo fato de
que é na fabricacdo de um medicamento ou composicdo para
potencializar respostas imunes anticancer em um paciente.

3. Uso, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado pelo
fato de que uma vacina contra o cancer foi administrada ao referido
paciente.

4. Uso de um anticorpo NEO-201, caracterizado pelo fato de
gue é na fabricacdo de um medicamento ou composicdo para diminuir
a infiltracdo de células Treg em um cancer em um paciente.

5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2 a
4, caracterizado pelo fato de que o referido cancer ndo expressa
CEACAMS5 ou CEACAMBG.

6. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 3 a
5, caracterizado pelo fato de que compreende ainda, antes ou no
momento da referida administracéo, determinar que o referido cancer é
negativo para CEACAMS5 e CEACAMS.

7. Uso de um anticorpo NEO-201, caracterizado pelo fato de
que é na fabricacdo de um medicamento ou composicdo para
tratamento ou prevencao de cancer, diminuicdo da carga de cancer ou
diminuicdo da taxa de crescimento ou proliferacdo de cancer, em que o
referido cancer € negativo para CEACAMS5 e CEACAMG.

8. Uso, de acordo com a reivindicagao 7, caracterizado pelo
fato de que outro agente terapéutico é para ser administrado ao referido
paciente.

9. Uso, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo

fato de que o referido outro agente é selecionado dentre (a) inibidores
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de microtubulos, inibidores de topoisomerase, platinas, agentes
alquilantes e antimetabdlitos; (b) MK-2206, ON 013105, RTA 402, BI
2536, Sorafenibe, ISIS-STAT3RYX, inibidor de microtubulos, inibidor de
topoisomerase, platina, agente alquilante, antimetabdlito, paclitaxel,
gemcitabina, doxorrubicina, vinblastina, etoposideo, 5-fluorouracil,
carboplatina, altretamina, aminoglutetimida, amsacrina, anastrozol,
azacitidina, bleomicina, bussulfano, carmustina, clorambucil, 2-
clorodeoxiadenosina, cisplatina, colchicina, ciclofosfamida, citarabina,
citoxano, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, docetaxel,
fosfato de estramustina, floxuridina, fludarabina, gentuzumabe,
hexametilmelamina, hidroxiureia, ifosfamida, imatinibe, interferon,
irinotecano, lomustina, mecloretamina, melfaleno, 6-mercaptopurina,
metotrexato, = mitomicina, mitotano, = mitoxantrona, pentostatina,
procarbazina, rituximabe, estreptozocina, tamoxifeno, temozolomida,
teniposideo, 6-tioguanina, topotecano, trastuzumabe, vincristina, vindesina
e/ou vinorelbina; (c) 1-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3 carboxamida, 9->2-
hidréxi-etoxi metilguanina, adamantanamina, 5-iodo-2'-desoxiuridina,
trifluorotimidina, interferon, adenina arabinosideo, inibidores de
protease, inibidores de timidina quinase, inibidores de sintese de acucar
ou glicoproteina, inibidores estruturais de sintese proteica, inibidores de
ligacdo e adsorcdo e analogos de nucleosideos como aciclovir,
penciclovir, valaciclovir e ganciclovir; (d) um inibidor de PD-1 ou
anticorpo anti-PD-1, como KEYTRUDA® (pembrolizumabe) ou
OPDIVO® (nivolumabe) ou (e) um inibidor de CTLA-4 ou anticorpo anti-
CTLA-4, como YERVOY® ipilimumabe.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 7
a 9, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo NEO-201
provoca ou aumenta uma resposta imune anticancer no paciente.

11. Método para matar células Treg in vitro, caracterizado
pelo fato de que compreende contatar as referidas células Treg com um
anticorpo NEO-201.
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12. Método, de acordo com a reivindicacao 11, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda contatar as referidas células Treg
com o complemento.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 11 ou 12,
caracterizado pelo fato de que as referidas células Treg sdo mortas por
CDC.

14. Método, de acordo com a reivindicagcdo 11, caracterizado
pelo fato de que compreende ainda contatar as referidas células Treg
com células efetoras.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14, caracterizado
pelo fato de que as referidas células efetoras compreendem células
assassinas naturais.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 11, 14 ou 15,
caracterizado pelo fato de que as referidas células Treg sdo mortas por
ADCC.

17. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 10, ou método, de acordo com qualguer uma das reivindica¢gdes 11 a
16, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo NEO-201 é
acoplado a uma porc¢ao citotoxica.

18. Método para detectar células Treg, caracterizado pelo
fato de que compreende detectar a expressdo do antigeno NEO-201 pelas
referidas células Treg, opcionalmente em que o nivel de células Treg em
uma amostra de paciente, como uma amostra de sangue ou bidpsia, é
usado para diagnosticar cancer ou determinar o prognoéstico do cancer.

19. Método, de acordo com a reivindicacao 18, caracterizado
pelo fato de que compreende contatar as referidas células Treg com um
anticorpo NEO-201, em que opcionalmente o referido anticorpo NEO-
201 esta diretamente ou indiretamente acoplado a um marcador.

20. Método, de acordo com a reivindicacdo 18 ou 19,

caracterizado pelo fato de que a referida deteccdo compreende
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selecionar células, opcionalmente selecionar células ativadas por
fluorescéncia.

21. Método de coloracéo de células Treg, caracterizado pelo
fato de que compreende contatar células com um anticorpo NEO-201.

22. Método, de acordo com a reivindicacédo 21, caracterizado
pelo fato de que o referido anticorpo NEO-201 € diretamente ou
indiretamente acoplado a um marcador.

23. Método para isolar células Treg, caracterizado pelo fato
de que compreende isolar células que expressam o antigeno NEO-201.

24. Método, de acordo com a reivindicacédo 23, caracterizado
pelo fato de que compreende contatar uma amostra contendo células
Treg com um anticorpo NEO-201, opcionalmente em que o referido
anticorpo NEO-201 é marcado direta ou indiretamente.

25. Método, de acordo com a reivindicacao 24, caracterizado
pelo fato de que a referida amostra € ou compreende sangue ou medula
0ssea.

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
23 a 25, caracterizado pelo fato de que compreende separar células
Treg positivas para NEO-201 de células negativas para NEO-201.

27. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
23 a 26, caracterizado pelo fato de que as referidas células Treg séo
isoladas por classificacdo celular, opcionalmente selecionar célula
ativada por fluorescéncia.

28. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
23 a 26, caracterizado pelo fato de que as referidas células Treg sao
isoladas por contato com a amostra com um suporte compreendendo
um anticorpo NEO-201, pelo qual as referidas células Treg sado retidas
no referido suporte.

29. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1

a 10 e 17, ou método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
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11 a 28, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo NEO-201
compreende pelo menos uma, duas, trés, quatro, cinco ou todas as seis
das sequéncias de CDR contidas nas SEQ ID N°: 28 e SEQ ID N°: 29

30. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 10, 17 e 29, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 29, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 compreende uma sequéncia variavel da cadeia
pesada com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID N°: 38.

31. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 10, 17, 29 e 30, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 30, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 compreende uma sequéncia variavel da cadeia leve
com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID N°: 39.

32. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 10, 17 e 29 a 31, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 11 a 31, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo
NEO-201 compreende uma sequéncia varidvel da cadeia pesada com pelo
menos 90% de identidade com a SEQ ID N°: 38 e uma sequéncia variavel
da cadeia leve com pelo menos 90% de identidade com SEQ ID N°: 39.

33. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1
a 10, 17 e 29 a 32, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 11 a 32, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 compreende uma sequéncia de cadeia pesada com
pelo menos 90% de identidade com os aminoacidos 20-470 da SEQ ID
N° 28 e uma sequéncia de cadeia leve com pelo menos 90% de
identidade com aminoacidos 20-233 da SEQ ID N©: 29.

34. Uso ou método, de acordo com a reivindicagao 32 ou 33,
caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo NEO-201
compreende todas as seis sequéncias de CDR contidas na SEQ ID Ne:
28 e SEQ ID N°: 29.

35. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
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a 10, 17 e 29 a 34, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 34, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo  NEO-201 compreende um dominio constante de IgGl
humana.

36. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagcdes 1
a 10, 17 e 29 a 35, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 35, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 é humanizado.

37. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 10, 17 e 29 a 36, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 11 a 36, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 é conjugado com outra por¢ao.

38. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacoes 1
a 10, 17 e 29 a 37, ou método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 11 a 37, caracterizado pelo fato de que o referido
anticorpo NEO-201 é conjugado com outra porcao citotdéxica, marcador,
porcao radioativa ou etiqueta de afinidade.

39. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 10, caracterizado pelo fato de que o referido cancer é selecionado
dentre malignidades hematolégicas, cancer de pulmdo, como
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas, melanoma, doencas
malignas gastrointestinais, cancer de ovario, carcinoma espinocelular
de cabeca e pescoco, carcinoma hepatocelular, cancer de mama,
cancer de pancreas, mesotelioma, carcinoma de células renais
metastatico e cancer de prostata.

40. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes
23 a 28, caracterizado pelo fato de que compreende ainda a modificacao

genética das referidas células Treg.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "METODOS E COMPOSICOES PARA
DIRECIONAR CELULAS TREG".

O anticorpo NEO-201 é mostrado para se ligar as células
Treg, e seu uso no direcionamento de células Treg é descrito. O NEO-
201 pode ser usado para isolamento, detec¢ao ou purificacéo de células
Treg ativas e também para matar células Treg. Sdo descritos métodos
terapéuticos e terapias de combinacao usando NEO-201 opcionalmente

em combinacg&o com outro agente.
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