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Relatorio Descritivo da Patente de Invengéo para "POLIPEPTI-
DEO MULTIFUNCIONAL DE CADEIA SIMPLES, POLINUCLEOTIDEO,
VETOR, CELULA PROCARIOTICA, DE LEVEDURA OU UNICELULAR,
COMPOSIGAO, USOS DE POLIPEPTIDEO E POLINUCLEOTIDEO E ME-
TODOS PARA PREPARO DO REFERIDO POLIPEPTIDEO E PARA IDEN-
TIFICAGAO DE ATIVADORES OU INIBIDORES DE ATIVAGAO OU ESTI-
MULAGAO DAS CELULAS T".

A presente invengéo refere-se a novos polipeptideos multifun-
cionais de cadeia simples compreendendo pelo menos dois locais de ligacao
especificos para os antigenos CD19 e CD3, respectivamente. A presente
invencédo ainda refere-se a um polipeptideo em que o polipeptideo acima
descrito compreende pelo menos um outro dominio, de preferéncia de fun-
¢édo predeterminada. Além disso, a presente invencao refere-se a polinucleo-
tideos que codificam os referidos polipeptideos, bem como a vetores com-
preendendo os referidos polinucleotideos e a células hospedeiras transfor-
madas com 0s mesmos e seu uso na producao dos referidos polipeptideos.
Além disso, a presente invengao refere-se a composigdes, de preferéncia
composicdes farmacéuticas e diagnésticas, compreendendo qualquer um
dos polipeptideos, polinucleotideos ou vetores antes descritos. Um outro
objetivo da presente invengéo € o uso dos polipeptideos, polinucleotideos e
vetores antes mencionados para o preparo de composi¢bes farmacéuticas
para imunoterapia, de preferéncia contra malignidades das células B, tal co-
mo linfoma n&o-Hodgkin.

Muitos documentos sao citados no decorrer do texto da presen-
te especificagdo. Cada um dos documentos citados aqui (incluindo qual-
quer uma das especificagbes dos fabricantes, instrugdes, etc.) sdo aqui
incorporados por referéncia; contudo, ndo ha reconhecimento de que qual-
quer documento citado aqui €, na verdade, a técnica anterior da presente

invengao.

segue-se pagina 1a



1a

A despeito da importancia médica, a pesquisa em doengas me-
diadas pelas células B tal como linfoma nao-Hodgkin, tem produzido so-
mente um pequenc ndimero de dados clinicamente utilizaveis e as aborda-
gens convencionais para curar tais doengas permanecem cansativas e de-
sagradaveis efou possuem um alto risco de reincidéncia. Por exemplo, em-
bora doses elevadas de quimioterapia como um tratamento primario para
linfoma nao-Hodgkin de alto grau possam melhorar a sobrevivéncia como
um todo, cerca de 50% dos pacientes ainda morrem dessa doenga (2-4).

Além disso, leucemia linfatica crénica semelhante a linfoma nao-Hodgkin de

segue-se pagina 2
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baixo grau e linfoma das células do mantc ainda sao incuraveis. sso tem
estimulado a busca por estratégias alternativas tal como a imunoterapia.
Anticorpos dirigidos contra as moléculas da superficie celular definidas pe-
los antigenos CD representam uma oportunidade Unica para o desenvolvi-
mento de reagentes terapéuticos.

A expresséo de determinados antigenos CD é altamente restrita
a células linfo-hematopoiéticas de linhagem especifica e nos ultimos anos,
anticorpos dirigidos contra antigenos linféide-especificos tém sido usados
para desenvolver tratamentos que eram efetivos in vitro ou em modelos em
animais (5-13). A esse respeito, o CD19 provou ser um alve muito util. O
CD19 é expresso em toda a linhagem B das células pré B até a célula B
madura, ndo é vertido, € uniformemente expresso em todas as células de
finfoma e esta ausente das células do tronco (8, 14). Uma modalidade inte-
ressante € a aplicacdo de um anticorpo biespecifico com uma especificidade
para o antigeno CD19 e a outra para 0 CD3 sobre células T. Contudo, anti-
corpos biespecificos assim disponiveis sofrem de baixa citotoxicidade para
as células T e precisam de agentes co-estimulatorios de forma a mostrar
atividade biologica satisfatoria.

Assim, o problema técnhico que fundamenta a presente invengao
foi o de proporcionar meios e métodos Uteis para o tratamento de doengas
mediadas pelas células B tal como varias formas de linfoma nao-Hodgkin. A
solugéo para o referido problema técnico € obtida através do fornecimento
das concretizagOes caracterizadas nas reivindicagdes.

Conseqlientemente, a presente invencao refere-se a um poli-
peptidec multifuncional de cadeia simples compreendendo:

(a) um primeiro dominio compreendendec um local de ligacdo de
uma cadeia de imunoglobulina ou um anticorpo que reconhece especifica-
mente o antigeno CD19; e

(b) um segundo dominio compreendendo um local de ligagédo de
uma cadeia de imunoglobulina ou um anticorpo que reconhece especifica-
mente o antigeno CD3.

Os termos "primeiro dominio" e "segundo dominio", de acordo
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com a presente invencao, significam que um local de ligagéo é dirigido con-
tra o identificador CD19 das células B, o qual & uniformemente expresso na
grande maioria das células B malignas, o outro local de ligagéo é dirigido
contra o antigeno-CD3 das células T humanas. O termo "local de ligagao”,
conforme usado de acordo com a presente invengéo, denota um dominio
compreendendo uma estrutura tridimensional capaz de se ligar especifica-
mente a um epitopo tal como anticorpos nativos, fragmentos scFv livres ou
uma de suas cadeias correspondentes de imunoglobulina, de preferéncia a
cadeia Vy. Assim, o referido dominio pode compreender o dominio Vy e/ou
V.. de um anticorpo ou uma cadeia de imunoglobulina, de preferéncia pelo
menos o dominio V. Por outro lado, os referidos locais de ligag&o contidos
no polipeptideo da invengcdo podem compreender pelo menos uma regiao
determinadora de compiementaridade (CDR) de um anticorpo ou uma ca-
deia de imunoglobulina que reconhece os antigenos CD19 e CD3, respecti-
vamente. A esse respeito, é observado que os dominios dos locais de liga-
cdo presentes no polipeptideo da invengdo podem ser derivados nao so-
mente de anticorpos, mas também de outras proteinas de ligagcdo CD19 ou
CD3, tal como receptores ou ligantes superficiais que ocorrem naturalmente.
De acordo com a invengdo, o referido local de ligagao esta compreendido
em um dominio.

O termo "polipeptideo multifuncional”, conforme usado aqui, de-
nota um polipeptideo compreendendo pelo menos duas sequéncias de ami-
noécido derivadas de origens diferentes, isto é, de duas moléculas diferen-
tes, opcionalmente derivadas de espécies diferentes em que pelo menos
duas das referidas origens especificam os locais de.ligagao. Consequente-
mente, os referidos locais de ligagéao especificam as fun¢des ou pelo menos
algumas fungdes do referido peptideo multifuncional. Tais polipeptideos in-
cluem, por exemplo, anticorpos biespecificos de cadeia simples (bsc).

O termo "cadeia simples", conforme usado de acordo com a
presente invengao, significa que os referidos primeiro e segundo dominios
do polipeptideo sdo covalentemente ligados, de preferéncia na forma de

uma sequéncia de aminoacido co-linear codificavel por uma molécula de
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acido nucléico. CD19 denota um antigeno que é expressao na linhagem B
tal como nas células pré B e nas células B maduras, ndo é vertido, € unifor-
memente expresso em todas as células de linfoma e esta ausente das céelu-
las do tronco (8, 14).

CD3 denota um antigeno que é expresso sobre células T como
parte do complexo receptor de células T multimolecular e que consiste
emtrés cadeias diferentes, CD3g , CD38 e CD3y. O acumulo de CD3 sobre
as células T, por exemplo, através de anticorpos anti CD3 imobilizados, leva
a ativagao das células T similar ao envolvimento do receptor de células T,
mas independente de sua especificidade clone tipica. Realmente, a maioria
dos anticorpos anti CD3 reconhece a cadeia CD3e.

Anticorpos que reconhecem especificamente o antigeno CD19
ou CD3 sao descritos na técnica anterior, por exemplo, em {24), (25) e (43),
respectivamente e podem ser gerados por meio de métodos convencionais
conhecidos ha técnica.

Ja foi mostrado que anticorpos CD19xCD3 biespecificos os
quais ndo s&o de formato em cadeia simples, re-objetivando a citotoxicidade
das células T em células de linfoma de uma maneira MHC-independente
sdo efetivos in vitro (5, 6, 9-11, 13, 43), em modelos em animais (7, 28), bem
como em alguns experimentos clinicos pilotos (12, 29, 30). Até o momento,
esses anticorpos tém sido construidos através de técnicas de hibridoma-
hibrido, através de ligacao covalente de anticorpos monoclonais (31) ou
através da abordagem de diacorpo (43). Estudos clinicos mais extensos tém
sido impedidos pelo fato de que esses anticorpos possuem baixa atividade
biolégica, de modo que altas dosagens tém de ser aplicadas e gue a aplica-
¢éo dos anticorpos apenas ndo proporciona um efeito terapéutico benéfico.
Além disso, a disponibilidade do material de grau clinico era limitada.

Sem estar preso a uma teoria em particular, acredita-se que o
uso do formato de anticorpos biespecificos conforme definido acima, assim,
gerando polipeptideos tais como anticorpos CD19xCD3 biespecificos, pode
ser usualmente capaz de destruir células alvo CD19-positivas através do

recrutamento de linfécitos T citotdxicos sem qualquer necessidade de pré-
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e/ou co-estimulagdo das células T. Isso estd em acentuado contraste a to-
dos os anticorpos CD19xCD3 biespecificos conhecidos produzidos de acor-
do com outros formatos moleculares e usualmente n&o depende das espe-
cificidades do anticorpo CD19 ou CD3 em particular usadas para construir,
por exemplo, o anticorpo biespecifico com cadeia simples. A independéncia
de pré- e/ou co-estimulagao das células T pode contribuir substanciaimente
para a citotoxicidade excepcionalmente elevada mediada pelo polipeptideo
da invengdo, conforme exemplificado pelo anticorpo biespecificos
CD19xCD3 particular descrito nos exemplos.

Uma outra propriedade vantajosa do polipeptideo da invengao €
que, devido a sua estrutura pequena relativamente compacta, ele é facil de
produzir e purificar, dessa forma, superando os problemas de baixos rendi-
mentos, ocorréncia de subprodutos mal definidos ou procedimentos traba-
lhosos de purificaggo (15-19) relatados com relagdo aos anticorpos
CD19xCD3 especificos até agora produzidos a partir de hibridomas-
hibridos, através de ligagao quimica ou através de renaturacéo a partir de
corpos bacterianos de inclusdo. A seguir, as propriedades vantajosas € in-
esperadas do polipeptideo da invencdo serdo discutidas de uma maneira
nao-limitativa orientada pelos exemplos em anexo, incluindo algumas das
concretizagdes preferidas da invengao referidas aqui abaixo, as quais ilus-
tram o amplo conceito da presente invengao.

De acordo com a presente invencdo, um sistema eucariota de
expressao foi usado, o qual tinha sido desenvolvido para a produgao de an-
ticorpos biespecificos recombinantes de cadeia simples (1) de forma a gerar
um anticorpo CD19xCD3 biespecifico recombinante de cadeia simples atra-
vés da expressao de células CHO. O anticorpo completamente funcional foi
facilmente purificado a partir do sobrenadante da cultura por meio de seu
tag C-terminal de histidina em uma coluna de cromatografia Ni-NTA. A liga-
cao especifica ao CD19 e CD3 foi demonstrada através de analise por
FACS. ﬁfm_g_lggglﬁq__pgggm9xCD§V(_CD19xCD3 biespecifica de cadeia sim-
ples) da invengéo mostrod-;.lgunﬂas propriedades inesperadas:

- ela induziu a citotoxicidade das células T dirigida contra linfo-
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mas in vitro e in vivo. Mesmo em concentragbes muito baixas de 10-100
pg/ml e baixas proporgdes E (efetuador):T (alvo) de 5:1 e 2,5:1, lise especi-
fica significativa de linhas de células de linfoma foi observada. Além disso, 3
pg a 10 ug da molécula bscCD19xCD3 da invengdo em uso compassivo
mostrou uma melhora clara e significativa do estado médico. Comparado
aos anticorpos CD19xCD3 até o momento publicados produzidos através de
técnicas de hibridoma-hibridos ou através de abordagens de diacorpo (a
qual também representa um formato diferente), os quais mostram atividade
citotoxica na faixa de muitos nanogramas/ml ou mesmo pg/mi, o anticorpo
bscCD19xCD3 da invengao parece ser muito mais eficaz (5-7, 27, 43), por
exemplo, conforme documentado nos exemplos em anexo 4,5 e 7;

- mesmo baixas concentra¢des do bscCD19xCD3 da invengéo
foram capazes de induzir citotoxicidade rapida dirigida a linfomas (apos 4
horas) em baixas propor¢des E:T sem a necessidade de qualquer pré-
estimulagao das células T. Em contraste, um anticorpo CD19xCD3 biespe-
cifico convenmonal (5-7, 27) ndo mostrou atividade citotoxica sngmﬁcattva
sob essas condlgoes (lsto ¢, nenhuma preé-estimulagéao das células T, baixa
proporgao E:T), mesmo em elevadas concentragoes de até 3000 ng/ml. Em-
bora a ihdugéo da atividade citotdxica sem pré-estimulagédo também tenha
sido relatada no caso de outro antlcorpo CD19xCD3 convencional, esse
efeito foi obtido somente em altas concentragoes e elevadas proporgoes ET
(100 pg/ml, 27:1) ((}, comparado ac bscCD19xCD3 da invengéo (100 pg/ml,
2,5:1). Além disso, um efeito citotéxico desse anticorpo convencional foi ob-
servado somente apds 1 dia de pré-estimulagdo com o anticorpo biespecifi-
co em si, ao passo que o bscCD19xCD3 da invencao induziu a citotoxicida-
de linfoma-dirigida ja apds 4 horas. Pelo que os inventores sabem, tal ativi-
dade citotéxica rapida e especifica das células T ndo-estimuladas em tais
concentragbes e proporgdes E:T baixas nao tinha sido descrita com relagao
aos outros anticorpos biespecificos usados até o momento. Embora recen-
temente um anticorpo F(ab), biespecifico anti-p185HER2/anti-CD3 tenha
mostrado induzir a atividade citotdxica em concentragdes similares as do

bscCD19xCD3 da invengéo, esse anticorpo requereu pré-estimulacao de 24
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horas com IL-2 (32). Assim, o anticorpo bscCD19xCD3 da invengéo revela
propriedades citotoxicas Unicas que discriminam sua molécula dos outros
anticorpos biespecificos que foram descritos.

O bscCD19xCD3 da invengao media efeitos citotdxicos que sdo
antigeno especificos, demonstrado pelo fato de que:

- esse anticorpo falhou em submeter a lise as linhas de células
de plasmacitoma NCI e L3683, as quais sao linhas de células da linhagem B
que nao expressam o antigeno CD19; e

- a citotoxicidade contra células de linfoma pdde ser bioqueada
pelo anticorpo anti-CD19 original HD37. (O anticorpo HD37 & derivado do
hibridoma HD37 (22)).

O blogueio da via de perforina através de privacao de calcio
com EGTA blogueou completamente a citotoxicidade bscCD19xCD3-
mediada, sugerindo que a lise especifica é um efeito mediado pelas células
T ao inves de um efeito direto do anticorpo em si.

Tomados juntos, o anticorpo bscCD19xCD3 construido de acor-
do com o ensinamento geral da invengdo é superior aos anticorpos
CD19xCD3 biespecificos descritos até o0 momento com relagao a sua ativi-
dade bioldgica consideravelmente mais alta, bem como a possibilidade de
sua producao rapida e facil, dessa forma, proporcionando quantidades sufi-
cientes de material de grau clinico com alta qualidade.

Portanto, espera-se que as moléculas bscCD19xCD3 da inven-
¢ao sejam um candidato adequado para provar o beneficio terapéutico dos
anticorpos biespecificos no tratamento de doencas mediadas pelas células
B, tal como linfoma nao-Hodgkin, em experimentos clinicos.

Em uma concretizagdo preferida do polipeptideo da invengéo,
os referidos dominios séo unidos por um ligante de polipeptideo. O referido
ligante esta disposto entre os referidos primeiro e segundo dominios, em
que o ligante de polipeptideo compreende, de preferéncia, varios aminoéci-
dos hidrofilicos ligados por peptideo e conecta a extremidade N-terminal do
referido primeiro dominio a extremidade C-terminal do referido segundo do-

minio.
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Em uma outra concretizagdo preferida da invengao, os referidos
primeiro e/ou segundo dominios do polipeptideo acima descrito imitam ou
correspondem a uma regiao Vy e V. de um anticorpo natural. O anticorpo
que proporciona o local de ligag@o para o polipeptideo da invengdo pode
ser, por exemplo, um anticorpo monoclonal, um anticorpo policlonal, um an-
ticorpo quimérico, um anticorpoe humanizado, um anticorpo biespecifico, um
anticorpo sintético, um fragmento de anticorpo tal como fragmentos Fab, Fv
ou scFv, etc., ou um derivado quimicamente modificado de qualquer um
desses. Anticorpos monoclonais podem ser preparados, por exemplo, por
meio das técnicas conforme originalmente descrito em Kdéhler e Milstein,
Nature 256 (1975}, 495 e Galfré, Meth. Enzymol. 73 (1981), 3, as quais
compreendem a fusao de células de mieloma de camundongo a células do
bago derivadas de mamiferos imunizados com modificagdes desenvolvidas
pela técnica. Além disso, anticorpos ou fragmentos dos mesmos dos antige-
nos antes mencionados podem ser obtidos atraves do uso de métodos 0s
quais sdo descritos, por exemplo, em Harlow e Lane, "Antibodies, A Labo-
ratory Manual", CSH Press, Cold Spring Harbor, 1988. Os anticorpos pode-
riam ser obtidos de varias espécies, incluindo seres humanos. Quando deri-
vados dos referidos anticorpos sao obtidos através da técnica de visualiza-
cao de fago, ressonéncia de superficie de plasmon, conforme empregado no
sistema BlAcore, pode ser usada a fim de aumentar a eficacia dos anticor-
pos de fago os guais se ligam a um epitopo do antigeno CD19 ou CD3
(Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Im-
munol. Methods 183 (1995), 7-13). A produgdo de anticorpos quiméricos &
descrita, por exemplo, no WO 89/09622. Métodos para a produgao de anti-
corpos humanizados s&o descritos, por exemplo, no EP-A1 0 239 400 e WO
90/07861. Uma outra fonte de anticorpos a ser utilizada de acordo com a
presente invengao sdo os assim denominados anticorpos xenogénicos. O
principio geral para a produgdo de anticorpos xenogénicos tal como anticor-
pos humanos em camundongos é descrito, por exemplo, no WO 91/10741,
WO 94/02602, WO 96/34096 e WO 96/33735.

Os anticorpos a serem empregados de acordo com a invengao
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ou sua(s) cadeia(s) correspondente de imunoglobulina pode ser ainda mo-
dificado usando-se métodos convencionais conhecidos na tecnica, por
exemplo, através do uso de delecdo(Ges), insercdo(6es), substituigao(oes),
adicdo(0es) e/ou recombinagao(des) de aminoacidos e/ou qualquer {quais-
quer) outra(s) modificagido(des) conhecidas(s) na técnica, sozinha(s) ou em
combinagdo. Métodos para a introducao de tais modificagbes na seqléncia
de DNA que fundamenta a seqléncia de aminoacido de uma cadeia de
imunogiobulina sdo bem conhecidos por aqueles versados na técnica; veja,
por exemplo, Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory (1989) N.Y. A modificacdo referida €, de preferén-
cia, realizada a nivel de acido nucléico.

Em uma outra concretizagdo da invengéo, pelo menos um dos
referidos dominios no polipeptideo acima descrito € um fragmento de cadeia
simples da regiéo variavel do anticorpo.

Como é bem conhecido, Fv, o fragmento minimo de anticorpo o
qual contém um local completo de reconhecimento e ligacdo ao antigeno,
consiste emum dimero de um dominio varidvel com uma cadeia pesada e
uma cadeia leve (V4 e V) em associagdo nao-covalente. Nessa configura-
cao que corresponde aquela encontrada em anticorpos nativos, as trés re-
gides de determinagéo de complementaridade (CDRs) de cada dominio va-
ridvel interagem a fim de definir um local de ligagdo ao antigeno sobre a
supetficie do dimero Vy-VL. quetivamente, as seis CDRs conferem especifi-
cidade de ligacdo ao antigeno ao anticorpo. As estruturas (FRs) que flan-
queiam as CDRs possuem uma estrutura a qual é essencialmente conser-
vada nas imunoglobulinas nativas de espécies tao diversas quantoc seres
humanos e camundongos. Essas FRs servem para manter as CDRs em sua
orientagao apropriada. Os dominios constantes n&o sdo requeridos para a
fungao de ligagdo, mas podem auxiliar na estabilizagao da interagdo Vy-Vi.
Mesmo um Unico dominio variavel (ou metade de um Fv compreendendo
somente trés CDRs especificas para um antigeno) possui a capacidade de
reconhecer e se ligar ao antigeno, embora usualmente em uma afinidade

menor do que um local inteiro de ligacdo (Painter, Biochem. 11 (1972),
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1327-1337). Consegllentemente, o referido dominio do local de ligagédo do
polipeptideo da invengéo pode ser um par de dominios Vi-V, V-V ou Vi~
V. das mesmas ou de imunoglobulinas diferentes. A ordem dos dominios Vi
e V| dentro da cadeia do polipeptideo nédo é decisiva para a presente inven-
¢éo, a ordem dos dominios fornecida aqui acima pode ser invertida usual-
mente sem qualquer perda de funcéo. E importante, contudo, que os domi-
nios Vi e V_ estejam dispostos de modo que o local de ligagao ao antigeno
possa ser apropriadamente duplicado.

Em uma concretizacao preferida dos polipeptideos da invengéo,
os referidos dominios estdo dispostos na ordem V.CD19-V4CD19-V,,CD3-
V. .CD3, em que "V\" e "V" significam a cadeia leve e pesada do dominio
variavel dos anticorpos anti-CD19 e anti-CD3 especificos.

Conforme discutido acima, os referidos locais de ligagao sao, de
preferéncia, conectados através de um ligante flexivel, de preferéncia atra-
vés de um ligante de polipeptideo disposto entre os referidos dominios, em
que o referido ligante de polipeptideo compreende varios aminodacidos hi-
drofilicos ligados por peptideo de um comprimento suficiente para cobrir a
distdncia entre a extremidade C-terminal de um dos referidos dominios
compreendendo os referidos locais de ligagcdo e a extremidade N-terminal
do outro dos referidos dominios compreendendo os referidos locais de liga-
¢do quando o polipeptideo da invencao assume uma conformacgdo adequa-
da para ligagéo quando disposto em solugdo aquosa. De preferéncia, o refe-
rido ligante de polipeptideo compreende uma pluralidade de residuos de
glicina, alanina e/ou serina. E ainda preferido que o referido ligante de poli-
peptideo compreenda uma pluralidade de copias consecutivas de uma se-

quéncia de aminoacido. Usualmente, o ligante de polipeptideo compreende

“de 1 a 15 aminoacidos, embora ligantes de polipeptideo de mais do que 15

aminodcidos possam trabalhar também,

Em uma concretizagao preferida da invengéo, o referido ligante
de polipeptideo compreende de 1 a 5 residuos de aminoacido. Em uma con-
cretizag@o particularmente preferida da presente invencgéao, o referido ligante

de polipeptidec no polipeptideo da invencdo compreende 5 aminoacidos.
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Conforme demonstrado nos exemplos em anexo, o referido ligante de poli-
peptideo compreende, vantajosamente, a seqliéncia de aminoacido Gly Gly
Gly Gly Ser.

Em uma outra concretizagdo particularmente preferida, o referi-
do primeiro dominio do polipeptideo da invencao compreende pelo menos
uma CDR da regido V4 e V. compreendendo a sequéncia de aminoéacido
codificada pela seqiéncia de DNA representada na Figura 8, dos nucleoti-
deos 82 a 414 (V) e dos nucleotideos 460 a 831 (Vy) e/ou o referido se-
gundo dominio compreende pelo menos uma CDR, mais preferivelmente
duas, ainda mais preferivelmente trés CDRs da regido Vy e V. compreen-
dendo a sequéncia de aminodcido codificada pela seqiiéncia de DNA repre-
sentada na Figura 8, dos nuclectideos 847 a 1203 (Vy) e dos nucleotideos
1258 a 1575 (V\), opcionalmente em combinagdo com regides estruturais
gue ocorrem junto com as referidas CDRs em anticorpos originais. As CDRs
contidas nas regides variaveis representadas na Figura 8 podem ser deter-
minadas, por exemplo, de acordo com Kabat, "Sequences of Proteins of Im-
munological Interest" (U.S. Department of Health and Human Services, ter--
ceira edicdo, 1983; quarta edicao, 1987; quinta edicdo, 1990). Aqueles ver-
sados na técnica apreciarao prontamente que o local de ligacdo ou pelo
menos uma CDR derivada do mesmo pode ser usado para a construgdo de
um polipeptideo da invengédo. De preferéncia, o referido polipeptideo com-
preende a sequéncia de aminoécido codificada pela seqiéncia de DNA re-
presentada na Figura 8, dos nucleotideos 82 a 1575. Aqueles versados na
técnica apreciardo prontamente que os locais de ligacao do polipeptideo da
invengdo podem ser construidos de acordo com métodos conhecidos na
técnica, por exemplo, conforme descrito no EP-A1 0 451 216 e EP-A1 0 549
581.

Os dominios dos locais de ligagdo do polipeptideo da invengéo
possuem, de preferéncia, uma especificidade pelo menos substancialmente
idéntica & especificidade de ligagdo, por exemplo, do anticorpo ou cadeia de
imunoglobulina a partir de onde eles sdo derivados. Tais dominios do local

de ligagdo podem ter uma elevada afinidade de pelo menos 10° M”, de
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preferéncia nao maior do que 10’ M™ com relagdo ao antigeno CD3 e van-
tajosamente até 10'° M ou maior com relagéo ao antigeno CD19.

Em uma concretizagao preferida do polipeptideo da invengéo:

(a) o referido local de ligagdo do primeiro dominio possui uma
afinidade de pelo menos cerca de 107 M, de preferéncia pelo menos cerca
de 10° M e mais preferivelmente pelo menos cerca de 107" M; efou

(b) o referido local de ligagdo do segundo dominio possui uma
afinidade de pelo menos cerca de 107 M, de preferéncia menos do que cer-
ca de 10® M e mais preferivelmente da ordem de 10”° M.

De acordo com as concretizagdes preferidas referidas acima, é
vantajoso se o local de ligagdo que reconhece o antigeno CD19 possui uma
elevada afinidade de forma a capturar as céluias alvo a serem destruidas
com alta eficiéncia. Por outro lado, a afinidade de ligagdo do local de liga-
cao que reconhece ¢ antigeno CD3 seria da ordem daquela do receptor
natural de CD3 ou daquela usualmente encontrada para a interagao do re-
ceptor de células T com seu ligante, que & um complexo de peptideo-MHC
sobre a superficie da célula alvo. Em outra concretizacao preferida da in-
vengio, o polipeptideo descrito acima é um anticorpo de cadeia simples bi-
especifico.

A presente invengao ainda refere-se a um polipeptideo compre-
endendo pelo menos um outro dominio, o referido dominio sendo ligado por
ligactes covalentes ou nao covalentes.

A ligacao pode ser baseada sobre fusao genética de acordo
com o0s metodos conhecidos na técnica e descritos acima ou pode ser reali-
zada, por exemplo, através de ligagdo transversal conforme descrito, por
exemplo, no WO 84/04686. O dominio adicional presente no polipeptideo da
inveng@o pode, de preferéncia, ser ligado através de um ligante flexivel,
vantajosamente um ligante de polipeptideo a um dos dominios do local de
ligagédo, em que o referido ligante de polipeptideo compreende varios ami-
noacidos hidrofilicos ligados por peptideo de um comprimento suficiente
para cobrir a distancia entre a extremidade C-terminal de um dos referidos

dominios e a extremidade N-terminal do outro dos referidos dominios quan-
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do o referido polipeptideo assume uma conformagao adequada para ligagéo
quando disposto em solugédo aquosa. De preferéncia, o referido ligante de
polipeptideo € um ligante de polipeptideo conforme descrito nas concretiza-
¢Oes aqui antes. O polipeptideo da invengao pode ainda compreender um
ligante clivavel ou local de clivagem para proteinases, tal como enterocina-
se; veja também os exernplos em anexo.

Além disso, o referido dominio adicional pode ser de uma espe-
cificidade ou fungéo predefinida. Por exemplo, a literatura-contém uma lista
de referéncias ao conceito de objetivagdo de substancias bioati_yas_ tais
como drogés, tokinas e enzimas a fim de especificar pontos no corpo a ser
destruido ou localizar células malignas ou induzir uma droga ou‘_éfe‘ito enzi-
matico localizado. Foi proposto obter esse efeito através de conjugacao da
substancia bioativa a anticorpos monoclonais (veja, por exemplo, N.Y.
Oxford University Press; e Ghose, J. Natl. Cancer Inst. 61 (1978), 657-676).

Nesse contexto, também é compreendido que os polipeptideos
de acordo com a invengéo podem ainda ser modificados por meio de méto-
dos convencionais conhecidos na técnica. Isso permite a construgdo de
proteinas quiméricas compreendendo o polipeptideo da invencao e outras
seqliéncias funcionais de aminoacido, por exemplo, sinais de localizagao
nuclear, dominios de transativagcdo, dominios de ligagdo a DNA, dominios
de ligagé@o a hormdnio, tags de proteina (GST, GFP, peptideo h-myc, FLAG,
peptideo HA), as quais podem ser derivadas de proteinas heterdlogas.
Conforme descrito nos exemplos em anexo, o polipeptideo da invencéo
compreende, de preferéncia, um FLAG-tag de cerca de 8 aminoacidos de
comprimento; veja Figura 8.

Os polipeptideos da invengdo podem ser usados terapeutica-
mente em pacientes que sofrem de distirbios das células B tal como linfoma
das células B, leucemia linfatica cronica derivadas de células B (B-CLL)
e/ou tendo uma doenga auto-imune relacionada as células B tais como mi-
astenia grave, Morbus Basedow, tireoidite de Hashimoto ou sindrome de
Goodpasture. Tal terapia pode ser realizada, por exemplo, através da admi-

nistragao dos polipeptideos da invengdo. Tal administragao pode utilizar
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polipeptideos rotulados bem como nao-rotulados.

Por exemplo, os polipeptideos da invengdo poderiam ser admi-
nistrados rotulados com um agente terapéutico. Esses agentes podem ser
acoplados direta ou indiretamente aos anticorpos cu antigenos da invengao.
Um exemplo de acoplamento indireto é através do uso de uma metade es-
pacadora. Essas metades espagadoras, por sua vez, podem ser insoldveis
ou soluveis (Diener, Science 231 (1986), 148) e podem ser selecionadas a
fim de possibilitar liberagdo da droga a partir do antigeno ao local alvo.
Exemplos de agentes terapéuticos os quais podem ser acoplados aos poli-
peptideos da invengao para imunoterapia sdo drogas, radio-isotopos, leciti-
nas e toxinas. As drogas as quais podem ser conjugadas aos polipeptideos
da invengéo incluem compostos os quais sao classicamente referidos como
drogas, tais como mitomicina C, daunorubicina e vinblastina.

No uso de polipeptideos radio-isotopicamente conjugados da
invengao, por exemplo, para imunoterapia, determinados is6topos podem
ser mais preferidos do que outros, dependendo de fatores tais como distri-
buicdo de leucdcitos, bem como estabilidade e émisséo. Dependendo da
resposta auto-imune, alguns emissores podem ser preferiveis a outros. Em
geral, radio-isotopos que emitem particulas ¢« e 3 s@o preferidos em imuno-
terapia. Preferidos so emissores o de alta energia e ondas curtas tais
como **Bi. Exemplos de radio-is6topos os quais podem ser ligados aos po-
lipeptideos da invengéo para fins terapéuticos sao I, ™', ®y, ¥Cu, ?*B;,
212At, 211Pb, 4780, 109Pd e 188Re'

Lecitinas sdo proteinas, usualmente isoladas de material vege-
tal, as quais se ligam a metades agucar especificas. Muitas lecitinas tam-
beém séo capazes de aglutinar células e estimular linfécitos. Contudo, a rici-
na e uma lecitina téxica a qual tem sido usada terapeuticamente. Isso é rea-
lizado através de ligagdo da cadeia de o-peptideo da ricina, a qual é res-
ponsavel pela toxicidade, ao polipeptideo capaz de distribuir o efeito toxico
a um local especifico.

As toxinas sdo substancias venenosas produzidas por plantas,

animais ou microorganismos que, em dose suficiente s&o, muitas vezes,
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letais. A toxina da difteria € uma substéncia produzida pela Corynebacte-
rium diphteria, a qual pode ser usada terapeuticamente. Essa toxina con-
siste emuma subunidade o e B as quais, sob condi¢des apropriadas, podem
ser separadas. O componente téxico A pode ser ligado a um polipeptideo da
invengdo e usado para distribuicao tocal especifica as células B e células T
que interagem, as quais sdo mantidas em proximidade restrita, através de
uma ligagao a um polipeptideo da invencao.

Qutros agentes terapéuticos tal como descrito acima os quais
podem ser acoplados ao polipeptideo da invencdo, bem como protocolos
terapéuticos ex vivo e in vivo correspondentes sao conhecidos ou podem ser
facitmente determinados por aqueles versados na técnica. Qualquer pessoa
versada na técnica pode usar um polinucleotideo da invengao descrito aqui
abaixo que codifica qualquer um dos polipeptideos descritos acima ou 0s
vetores correspondentes ao invés do material proteinaceo em si.

Assim, aqueles versados na técnica apreciardc prontamente
que o polipeptideo da invengao pode ser usado para a construgao de outros
polipeptideos de especificidade e fungao biolégica desejadas. Espera-se
que os polipeptideos de invengao exercam um papel terapéutico e cientifico
importante em particular no campo médico, por exemplo, no desenvolvi-
mento de novas abordagens de tratamento para distirbios relacionados as
células B, tal como determinadas formas de céncer e doengas auto-imunes
ou como ferramentas interessantes para a analise e modulagao das vias de
transducao de sinal celular correspondentes. _

Em uma outra concretizagdo preferida da invengao, o referido
pelo menos um outro dominio compreende uma molécula selecionado do
grupo consistindo de moléculas efetuadoras tendo uma conformagao ade-
quada para atividade biolégica, seqliéncias de aminodcido capazes de
capturar um jon e seqliéncias de aminoacido capazes de ligagdo seletiva a
um suporte sélido ou a um antigeno pré-selecionado.

De preferéncia, o referido outro dominio compreende uma enzi-
ma, toxina, receptor, local de ligagdo, linfocina, citocina, horménio, uma

metade remotamente detectavel, anti-metabdlito, um atomo radioativo ou um
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antigeno. O referido antigeno pode ser, por exemplo, um antigeno tumori-
geno, um antigeno viral, um antigeno microbiano, um alérgeno, um auto-
antigeno, um virus, um microorganismo, um polipeptideo, um peptideo ou
uma pluralidade de células tumorigenas. Além disso, a referida seqliéncia
capaz de capturar um ion &, de preferéncia, selecionada de calmodulina,
metalotioneina, um fragmento funcional das mesmas ou uma sequéncia de
aminoacido rica em pelo menos um de acido glutamico, acido aspartico, lisi-
na e arginina. Além disso, a referida seqliéncia de polipeptideo capaz de
ligagdo seletiva a um suporte sélido pode ser uma seqiiéncia de aminoacido
positiva ou negativamente carregada, uma seqliéncia de aminoacido con-
tendo cisteina, avidina, estreptavidina, um fragmento funcional de proteina
A de Staphyiococcus, GST, um His-tag, um FLAG-tag ou Lex A. Conforme &
descrito no Exemplos em anexo, o polipeptideo da invengdo exemplificado
por um anticorpo com cadeia simples também foi expresso com um FLAG-
tag N-terminal e/ou His-tag C-terminal que permite purificagdo e deteccéo
facil. O FLAG-tag usado no exemplo compreende 8 aminoacidos (veja Figu-
ra 8) e é usado, assim, de preferéncia de acordo com a presente invengao.
Contudo, FLAG-tags compreendidos de versées mais curtas do FLAG usa-
do nos exemplos em anexo, tal como a seqliéncia de aminoacido Asp-Tyr-
Lys-Asp, também sao adequadas.

As moléculas efetuadoras e seqiiéncias de aminoacido descritas
acima podem estar presentes em uma pré-forma a qual é, em si, ativa ou
nao e a qual pode ser removida quando, por exemplo, de entrada em um
determinado ambiente celular.

Em uma concretizagdo mais preferida da invengéo, o referido
receptor € uma molécula com superficie co-estimulatéria importante para a
ativagdo das células T ou compreende um local de ligagédo a epitopo ou um
local de ligagdo a horménio.

Em uma outra concretizagdo mais preferida da invencao, a refe-
rida molécula com superficie co-estimulatéria é CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-
2).

Ainda, em uma outra concretizagéo, a presente invengao refere-
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se a polinucleotideos os quais, quando de expressao, codificam os poli-
peptideos acima descritos. Os referidos polinucleotideos podem ser fundi-
dos a seqliéncias de controle de expressdo adequadas conhecidas na tec-
nica a fim de assegurar transcrigao e tradugao apropriadas do polipeptideo.
O referido polinucleotideo pode, por exemplo, ser DNA, cDNA,
RNA ou DNA ou RNA sinteticamente produzidos ou uma molécula de acido
nucléico quimeérica recombinantemente produzida compreendendo quaiquer
um desses polinucleotideos, sozinhos ou em combinagao. De preferéncia, o
referido polinucleotideo é parte de um vetor. Tais vetores podem compreen-
der outros genes tais como genes identificadores os quais permitem a sele-
cédo do referido vetor em uma célula hospedeira adequada e sob condi¢oes
adequadas. De preferéncia, o polinucleotideo da invencéo é operavelmente
ligada a seqiéncias controladoras de expressédo que permitem a expressao
em células procariotas ou eucariotas. A expressao do referido polinucieoti-
deo compreende a transcricdo do polinucleotideo em um mRNA traduzivel.
Elementos regulatérios que asseguram a expressdo em células eucariotas,
de preferéncia células de mamiferos, sdo bem conhecidos por aqueles ver-
sados na técnica. Eles usualmente compreendem seqléncias regulatérias
gue asseguram o inicio da transcricao e opcionalmente sinais de poli-A que
asseguram o termino da transcrigdo e estabilizacao do transcrito. Elementos
regulatdrios adicionais podem incluir intensificadores transcricionais bem
como traducionais e/ou regides promotoras naturalmente associadas e/ou
heterdlogas. Eiementos regulatdrios possiveis que permitem a expressao
em células hospedeiras procariotas compreendem, por exemplo, o promotor
PL, lac, trp ou tac em E. coli e exemplos de promotores que permitem a ex-
pressdo em células hospedeiras eucariotas séo o promotor AOX1 ou GAL1
em levedo ou o promotor de CMV, SV40, RSV (virus do sarcoma de Rous),
o intensificador de CMV, o intensificador de SV40 ou um intron de globina
em células de mamiferos e outros animais. Outros elementos os quais sao
responsaveis pelo inicio da transcri¢do de tais elementos regulatédrios tam-
bem podem compreender sinais de término de transcri¢do, tal como o local

SV40-poli-A ou o local tk-poli-A, a jusante do polinucleotideo. Além disso,
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dependendo do sistema de expressdo usado, seqliéncias leitoras capazes
de direcionar o polipeptideo a um compartimento celuiar ou secreta-lo no
meio, podem ser adicionadas a seqiiéncia de codificagdo do polinucleotideo
da inveng@o e sao bem conhecidas na técnica; veja também, por exemplo,
os exemplos em anexo. A(s) seqliéncia(s) leitora(s) é(sdo) estruturada(s)
em uma fase apropriada com seqiiéncias de tradugdo, inicio e término e, de
preferéneia, uma seqléncia leitora capaz de direcionar a secregédo da pro-
teina traduzida ou uma parte da mesma, no espago periplasmico ou meio
extracelular. Opcionalmente, a seqliéncia heterdloga pode codificar uma
proteina de fusdo incluindo um peptideo de identificagdo N-terminal que
confere as caracteristicas desejadas, por exemplo, estabilizagdo ou purifica-
cdo simplificada do produto recombinante expresso; veja supra. Nesse
contexto, vetores de express@o adequados s@o conhecidos na técnica, tal
como o vetor de expressdo de cDNA de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia),
pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNA3 (In-vitrogene) ou pSPORT1 (GIBCO
BRL). De preferéncia, as sequéncias controladoras de expressao serao
sistemas promotores eucariotas em vetores capazes de transformagéo das
céluias hospedeiras eucariotas transfectadas, mas sequéncias controlado-
ras para hospedeiros procariotas também podem ser usadas. Uma vez que
o vetor tenha sido incorporado no hospedeiro apropriado, o hospedeiro e
mantido sob condigdes adequadas para um elevado nivel de expressado das
seqliéncias de nucleotideo e, conforme desejado, a coleta e purificagao do
polipeptideo da invencado pode se seguir; veja, por exemplo, os exemplos
em anexo.

Conforme descrito acima, o polinucleotideo da invengédo pode
ser usado sozinho ou como parte de um vetor a fim de expressar o poli-
peptideo da invencdo em céluias, por exemplo, para terapia genética ou
diagnostico de doencas relacionadas a disturbios das células B. Os polinu-
cleotideos ou vetores contendo a(s) sequéncia(s) de DNA que codifica(m)
qualquer um dos polipeptideos acima descritos s&o introduzidos nas células
as quais, por sua vez, produzem o polipeptideo de interesse. A terapia ge-

nética, a qual € baseada sobre a introducao de genes terapéuticos em cé-
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lulas através de técnicas ex-vivo ou in-vivo, € uma das aplicagdes mais im-
portantes da transferéncia de gene. Vetores, métodos ou sistemas para dis-
tribuicdo de genes adequados para terapia genética in-vitro ou in-vivo sao
descritos na literatura e sdo conhecidos por aqueles versados na técnica;
veja, por exemplo, Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper,
Circ. Res. 79 (1996), 911-919; Anderson, Science 256 (1992), 808-813;
Verma, Nature 389 (1994), 239; Isner, Lancet 348 (1996), 370-374,
Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-1086; Onodera, Blood 91 (1998),
30-36; Verma, Gene Ther. 5 (1998), 692-699; Nabel, Ann. N.Y. Acad. Sci.
811 (1997), 289-292; Verzeletti, Hum. Gene Ther. 9 (1998), 2243-51; Wang,
Nature Medicine 2 (1996), 714-716; WO 94/29469; WO 97/00957, US
5.580.859; US 5.589.466 ou Schaper, Current Opinicn in Biotechnology 7
(1996), 635-640 e referéncias citadas no mesmo. Os polinucleotideos e ve-
tores da invengao podem ser projetados para introdugao direta ou para in-
trodugéo via lipossomas ou vetores virais (por exemplo, adenoviral, retrovi-
ral} na célula. De preferéncia, a referida célula € uma célula germinativa,
uma célula embridnica ou uma célula do dvulo ou derivada do mesmo, mais
preferivelmente a referida célula € uma célula do tronco. Um exemplo de
uma célula do tronco embridnico pode ser, inter alia, uma célula do tronco
conforme descrito em Nagy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993), 8424-
8428.

De acordo com o acima, a presente invengdo refere-se a veto-
res, particularmente plasmideos, cosmideos, virus e bacteridéfagos usados
convencionalmente em engenharia genética que compreendem um polinu-
cleotideo que codifica um polipeptideo da invengdo. De preferéncia, o refe-
rido vetor € um vetor de expressdo e/ou um vetor para objetivacédo ou
transferéncia de gene. Vetores de expressao derivados de virus tais como
retrovirus, virus da variola bovina, virus adenc-associado, virus do herpes
ou papiloma virus bovino, podem ser usados para distribuicido de polinucle-
otideos ou vetor da invengéo em populagdes de células alvo. Métodos os
quais sao conhecidos por aqueles versados na técnica podem ser usados

para construir vetores recombinantes; veja, por exemplo, as técnicas des-
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critas em Sambrook, Molecular Ctoning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory {(1989) N.Y. e Ausubel, Current Protocois in Molecular
Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y. (1989).
Alternativamente, os polinucleotideos e vetores da invengao podem ser re-
constituidos em lipossomas para distribuicdo as células alvo. Os vetores
contendo os polinucleotideos da invencao podem ser transferidos para a
célula hospedeira por meio de métodos bem conhecidos, os quais variam
dependendo do tipo de célula hospedeira. Por exemplo, transfec¢ao por clo-
reto de célcio é comumente utilizada para células procariotas, ao passo que
tratamento por fosfato de célcio ou eletroporagao pode ser usado para ou-
tras células hospedeiras; veja Sambrook, supra. Uma vez expressos, 0s po-
lipeptideos da presente invengao podem ser purificados de acordo com pro-
cedimentos padroes da técnica, incluindo precipitacao de sulfato de amonio,
colunas de afinidade, cromatografia em coluna, eletroforese em gel e se-
melhantes; veja Scopes, "Protein Purification"”, Springer-Verlag, N.Y. (1982).
Polipeptideos substancialmente puros de pelo menos cerca de 90 a 95% de
homogeneidade sdo preferidos e 98 a 99% ou mais de homogeneidade s&o
mais preferidos para usos farmacéuticos. Uma vez purificados, parcialmente
ou até a homogeneidade conforme desejado, os polipeptideos podem, en-
tdo, ser usados terapeuticamente (incluindo extra-corporalmente) ou no
desenvolvimento e realizagdo de procedimentos de ensaio.

Em uma outra concretizagdo, a presente invengao refere-se a
uma célula contendo o polinucleotideo ou vetor descrito acima. De prefe-
réncia, a referida célula € uma célula eucariota, mais preferivelmente de
mamifero, se usos terapéuticos do polipeptideo sdo pretendidos. Natural-
mente, células de levedo e procariotas menos preferidas, por exemplo,
bacterianas, podem servir também, em particular se o polipeptideo produzi-
do é usado como um meio de diagndstico. O polinucleotideo ou vetor da
invencéo, o qual esta presente na célula hospedeira, pode ser integrado no
genoma da célula hospedeira ou ele pode ser mantido extra-
cromossomicamente.

O termo "procariota" se destina a incluir todas as bactérias as
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quais podem ser transformadas ou transfectadas com moléculas de DNA ou
RNA para a expressao de um polipeptideo da invengao. Hospedeiros proca-
riotas podem incluir bactérias gram negativas, bem como gram positivas tais
como, por exemplo, E. cofi, S. typhimurium, Serratia marcescens e Bacillus
subtilis. O termo "eucariota" se destina a incluir células de levedo, vegetais
superiores, insetos e de preferéncia mamiferos. Dependendo do hospedeiro
empregado em um procedimento de produg¢édo recombinante, os polipepti-
deos da presente invencdo podem ser glicosilados ou podem ser nao-
glicosilados. Os polipeptideos da invengao também podem incluir um resi-
duo inicial do aminoacido metionina. Um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo da invengéo pode ser usado para transformar ou transfectar o
hospedeiro usando-se qualquer um dos métodos comumente conhecidos
por aqueles versados na tecnica. Especialmente preferido é o uso de um
plasmideo ou um virus contendo a seqliéncia de codificagao do polipeptideo
da invencdo e geneticamente fundido ao mesmo em um FLAG-tag N-
terminal e/ou His-tag C-terminal. De preferéncia, o comprimento do referido
FLLAG-tag é de cerca de 4 a 8 aminoacidos, mais preferivelmente 8 aminoa-
cidos. Métodos para o preparo de genes fundidos operavelmente ligados e
expressao dos mesmos, por exemplo, em células de mamiferos e bactérias
séo bem conhecidos na técnica { Sambrook, Molecular Cloning: A Labora-
tory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.
1989). As estruturas genéticas e métodos descritos ali podem ser utilizados
para expressao do polipeptideo da invengao em hospedeiros eucariotas e
procariotas. Em geral, vetores de expressado contendo seqiiéncias promoto-
ras as quais facilitam a transcricdo eficiente do polinucleotideo inserido sao
usados junto com o hospedeiro. O vetor de expressao contém, tipicamente,
uma origem de replicagéo, um promotor e um terminador, bem como genes
especificos os quais sdo capazes de proporcionar selegao fenotipica das

células transformadas. Além disso, animais transgénicos, de preferéncia

mamiferos, compreendendo células da invengéo podem ser usados para a

produgéo em larga escala do polipeptideo da invengao.

Em uma outra concretizagdo, a presente invencao refere-se,
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assim, a um processo para o preparo de um polipeptideo descrito acima
compreendendo a cultura de uma célula da invengdo sob condigbes ade-
quadas para a expressédo do polipeptideo e isolamento do polipeptideo da
céluta ou do meio de cultura. Os hospedeiros transformados podem ser
desenvolvidos em fermentadores e cultivados de acordo com métodos co-
nhecidos na técnica a fim de se obter desenvolvimento celular étimo. O po-
lipeptideo da invengao pode, entao, ser isolado do meio de desenvolvimen-
to, lisatos celulares ou fragcdes da membrana celular. O isolamento e purifi-
cagao, por exemplo, dos polipeptideos microbicamente expressos da inven-
cao podem ser através de qualguer meio convencional tal como, por exem-
plo, separagdes cromatograficas preparativas e separagbes imunoldgicas
tais como aquelas envolvendo o uso de anticorpos monoclonais e policlo-
nais dirigidos, por exemplo, contra um marcador do polipeptideo da inven-
¢ao ou conforme descrito nos exemplos em anexo.

Assim, a presente invencdo permite a produgao recombinante
de polipeptideos compreendendo locais de ligac&do tendo afinidade e espe-
cificidade por um epitopo do antigeno CD19 e CD3, respectivamente e op-
cionalmente um outro dominio adicional. Como é evidente do precedente, a
inven¢ao proporciona uma grande familia de polipeptidecs compreendendo
tais locais de ligacao para qualguer uso em abordagens terapéuticas e dia-
gnosticas. Sera evidente para aqueles versados na técnica que os poli-
peptideos da invencdo podem ser ainda acoplados a outras metades con-
forme descrito acima, por exemplo, para aplicagcbes em objetivacdo e repro-
ducdo de droga. Tal acoplamento pode ser conduzido quimicamente apos
expressdo dos polipeptideos ao local de fixagao ou o produto do acopla-
mento pode ser manipulado no polipeptideo da invencao a nivel de DNA. Os
DNAs séo, entdo, expressos em um sistema hospedeiro adequado e as
proteinas expressas sdo coletadas e renaturadas, se necessario. Conforme
descrito acima, os locais de ligagdo séo, de preferéncia, derivados da regido
variavel dos anticorpos. A esse respeito, a tecnologia por hibridoma possibi-
lita a producgédo de linhas de células que secretam o anticorpo em essenci-

almente qualquer substancia desejada que produz uma resposta imune. O
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RNA gue codifica as cadeias leve e pesada da imunoglobuiina pode, entao,
ser obtido do citoplasma do hibridoma. A porgdo da extremidade 5 do
mRNA pode ser usada a fim de preparar cDNA a ser usado no método da
presente invengdo. O DNA que codifica os polipeptideos da invengdo pode,
subseqlentemente, ser expresso em células, de preferéncia células de ma-
miferos.

Dependendo da célula hospedeira, técnicas de renaturagao po-
dem ser requeridas para se atingir a conformagao apropriada. Se necessa-
rio, substituicbes em pontos buscando otimizar a ligagdo podem ser feitas
no DNA usando-se mutagénese convencional em cassete ou outra metodo-
logia de manipulacdo de proteina, conforme é divulgado aqui. O preparo
dos polipeptideos da invencao também pode ser dependente do conheci-
mento da seqléncia de aminoacido (ou seqiiéncia de DNA ou RNA corres-
pondente) das proteinas bioativas tais como enzimas, toxinas, fatores do
desenvolvimento, fatores de diferenciagdo celular, receptores, anti-
metabdlitos, hormodnios ou varias citocinas ou linfocinas. Tais seguéncias
sao relatadas na literatura e estdo disponiveis através de bancos de dados
computadorizados. Por exemplo, um polipeptideo da invengdo pode ser
construido o qual consiste, por exemplo, no fragmento Fv com cadeia sim-
ples e a parte extracelular da proteina co-estimulatéria humana CD80 (B7-1)
conectada por um ligante (Gly4Ser1)1. A proteina co-estimulatéria CD80
pertence a super-familia Ig. Ela € uma proteina pesadamente glicosilada de
262 aminoacidos. Uma descricdo mais detalhada foi publicada por Freeman,
J. Immunol. 143 (1989), 2714-2722. A expressao estavel pode ser realizada,
por exemplo, em células-CHO deficientes de DHFR, conforme descrito por
Kaufmann, Methods Enzymol. 185 (1990), 537-566. A proteina pode, entéo,
ser purificada via seu His-marcado preso ao C-término através do uso de
uma coluna de Ni-NTA (Mack, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92 (1995), 7021-
7025).

Adicionalmente, a presente invengéo proporciona composicdes
compreendendo o polipeptideo antes mencionado, o polinucleotideo ou ©

vetor da invengao.



10

15

20

25

30

24

De preferéncia, a presente invengao refere-se a composigdes as
quals sao composigdes farmacaéuticas compreendendo esse{s) polipepti-
deo(s), polinuctectideo(s) ou vetor{es) antes mencionado(s) da invengio,

A composicao farmacéutica da presente invengiao pode ainda
compreender urn veiculo farmaceuticamente aceitavel. Exemplos de velcu-
los farmacéuticos adequados s&o bem conhecidos na técnica e incluem so-
lugbes salinas tamponadas com fostato, dgua, emulsdes ta!l como emudsdes
oleo/agua, varios tipos de agentes de umedecimento, solugdes estéreis, etc.
Composigbes compreendendo tais veiculos podem ser formuladas atraves
de métodos convencionais bem conhecidos. Essas composigbes farmacéu-
ticas podem ser administradas ac individuo em uma dose adequada. A ad-
minisirag@o das composigdes adequadas pode ser efetuada através de dife-
rentes formas, por exemplo, atraveés de administragéo intravenosa, intrape-
ritoneai, subcutanea, intramuscuiar, topica ou intradérmica. Q regime de
dosagem serd determinado pelo médico e fatores clinicos. Como & bem co-
nhecido nas técnicas médicas, as dosagens de qualquer paciente depende
de rmuitos fatores, incluindo tamanho do paciente, area da superficie corpo-
ral, idade, do compasto em paricular a ser administrado, sexo, tempo e via
de administragdo, sadde em geral e outras drogas que sao administradas
concarrentemente. Geralmente, o regime como uma administragao regular
da composicao farmacéutica estard na faixa de unidades de 1 ng a 10 mg
por dia. Se o regime ¢ uma infusdo continua, ele também estara na faixa de
unidades de 0,01 ug a 10 mg por quilograma de peso corporal por minuto,
respectivamente, Contudo, uma dosagem mais preferida para infusao conti-
nua estaria na faixa de unidades de 0,01 ng a 10 mg por quilograma de
peso corporal por hora. Dosagens particularmente preferidas sao receitadas
agui abaixo. O progresso pode ser monitorado através de avaliagio periddi-
ca. As dosagens variardo, mas uma dosagem preferida para administracio
intravenosa de DNA é de aproximadamente 10° a 10" cépias da molécula
de DNA. As composicbes da invengao podem ser administradas local ou
sistematicamente. A administracio geralmente seré parenteral, por exemplo,
intravenosamente; o DNA também pode ser administrado diretamente ao
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local alvo, por exemplo, através de distribuicao biolistica a um local alvo
externo ou interno ou através de catéter a um local em uma artéria. Prepa-
rados para administracdo parenteral incluem solu¢des aquosas estéreis ou
nao-agquosas, suspensoes e emuisdoes. Exemplos de solventes nao-aquosos
sdo propileno glicol, polietileno glicol, dleos vegetais tais como éleo de oliva
e ésteres organicos injetaveis tais como oleato de etila. Veiculos aquosos
incluem agua, solugdes, emulsdes ou suspensdes alcdolicas/aquosas, in-
cluindo solugdo salina e meios tamponados. Veiculos parenterais incluem
solug@o de cloreto de sddio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de s6-
dio, Ringer lactado ou élecs fixos. Veiculos intravenosos incluem reabaste-
cedores de fluidos e nutrientes, reabastecedores de eletrélito (tais como
aqueles baseados em dextrose de Ringer) e semelhantes. Conservantes e
outros aditivos também podem estar presentes tais como, por exemplo, anti-
microbianos, antioxidantes, agentes de quelacdo e gases inertes e seme-
lhantes. Além disso, a composi¢ao farmacéutica da presente invengédo pode-
ria compreender veiculos proteinaceos tais como, por exemplo, albumina de
soro ou imunoglobulina, de preferéncia de origem humana. Além disso, é
pretendido que a composi¢ao farmacéutica da invengéo compreenda outros
agentes biologicamente ativos, dependendo do uso pretendido da composi-
cao farmacéutica. Tais agentes poderiam ser drogas que atuam sobre o
sistema gastrintestinal, drogas que atuam como citostatica, drogas que im-
pedem a hiperuremia e/ou agentes tais como moléculas co-estimulatorias de
células T ou citocinas conhecidas na técnica.

E pretendido pela presente invengdo que 0s varios polinucleoti-
deos e vetores da invengao sejam administrados sozinhos ou em qualquer
combinag&o usando-se vetores e/ou sistemas de distribuicdo de genes pa-
drées e opcionalmente junto com um veiculo ou excipiente farmaceutica-
mente aceitavel. Subseqliente a administracao, os referidos polinucleoti-
deos ou vetores podem ser estavelmente integrados no genoma do indivi-
duo.

Por outro lado, vetores virais podem ser usados, os guais s&o

especificos para determinadas células ou tecidos e persistem nas referidas
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células. Veiculos e excipientes farmacéuticos adequados sdo bem conheci-
dos na técnica. As composicdes farmacéuticas preparadas de acordo com a
invencao podem ser usadas para a prevencao ou tratamento ou retardo de
diferentes tipos de doencas, as quais estao relacionadas a imuno-
deficiéncias e malignidades relacionadas as células B.

Além disso, é possivel usar uma composicao farmacéutica da
invencéo, a qual compreende um polinucleotideo ou vetor da invengéo, na
terapia genética. Sistemas de distribuicdo de gene adequados podem incluir
lipossomas, sistemas de distribuicdo mediados por receptores, DNA nu e
vetores virais tais como virus do herpes, retrovirus, adenovirus e virus ade-
no-associados, dentre outros. A distribuicdo de acidos nuciéicos a um locai
especifico do corpo para a terapia genética também pode ser realizada
usando-se um sistema de distribuigdo biolistico, tal como aquele descrito
por Williams (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991), 2726-2729). Qutros
métodos para a distribuicao de acidos nucléicos compreendem transferéncia
de gene mediada por particulas, por exemplo, conforme descrito em Verma,
Gene Ther. 15 (1998), 692-699. Deve ser compreendido que os polinucleo-
tideos e vetores introduzidos expressam o produto genético apds introdugdo
na referida célula e de preferéncia permanecem nesse estado durante a
vida util da referida célula. Por exemplo, linhas de células as quais expres-
sam estavelmente o polinucleotideo sob o controle de seqliéncias regulaté-
rias apropriadas podem ser manipuladas de acordo com métodos bem co-
nhecidos por aqueles versados na técnica. Ao invés de usar vetores de ex-
pressado os quais contém origens virais de replicagéo, as células hospedei-
ras também podem ser transformadas com o polinucleotideo da invencao e
um identificador seleciondvel, sobre 0 mesmo ou sobre plasmideos diferen-
tes. Em seguida a introdu¢do do DNA estranho, as células manipuladas po-
dem ser deixadas desenvolver durante 1-2 dias em um meio enriquecido e,
entdo, sao transferidas para um meio seletivo. O identificador selecionavel
no plasmideo recombinante confere resisténcia a selecio e permite a sele-
¢ao de células tendo integrado estavelmente o plasmideo em seus cromos-

somas e se desenvolvem a fim de formar focos os quais, por sua vez, po-
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dem ser clonados e expandidos em linhas de células. Tais linhas de céiulas
manipuladas também séo particularmente Uteis em métodos de selegao
para a deteccdo de compostos envolvidos, por exemplo, na interagao célu-
las B/células T.

Uma variedade de sistemas de selegado pode ser usado incluin-
do, mas nao-limitado, a cinase de timidina do virus do herpes simples (Wi-
gler, Cell 11 (1977) 223}, fosforibossiltransferase de hipoxantina-guanina
(Szybalska, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 48 (1962} 2026) e fosforibosiltransfe-
rase de adenina (Lowy, Cell 22 (1980) 817) em células tk’, hgprt ou aprt’,
respectivamente. Também, resisténcia anti-metabdlito pode ser usada como
a base de selecao para dhfr, o qual confere resisténcia ao metotrexato (Wi-
gler, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980), 3567; O’Hare, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 78 (1981) 1527), gpt, o qual confere resisténcia ao acido micofe-
nélico (Mulligan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78 (1981) 2072); neo, o qual
confere resisténcia ao minoglicosideo G-418 (Colberre-Garapin, J. Mol. Biol.
150 (1981) 1); higro, o qual confere resisténcia a higromicina (Santerre, Ge-
ne 30 (1984) 147); ou puromicina (pat, N-acetil transferase de purcmicina).
Genes seleciondveis adicionais tém sido descritos, por exemplo, trpB, o
qual permite que as células utilizem indol em lugar de triptofano, hisD, o
qual permite que as células utilizem histinol em lugar de histidina (Hartman,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 8047); e ODC (decarboxilase de orniti-
na), o qual confere resisténcia ao inibidor de decarboxilase de omitina, 2-
(difluorometil)-DL-ornitina, DFMO (McCologue, 1987, em: Current Commu-
nications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor Laboratory ed.).

Em outra concretizag@o, a presente invencado refere-se a uma
composigdo diagndstica compreendendo qualquer um dos polipeptideos,
polinucleotideos ou vetores acima descritos da invengdo e opcionalmente
meios adequados para deteccgao.

Os polipeptideos da invengédo também sdo adequados para uso
em imuno-ensaios, nos quais eles podem ser utilizados em fase liquida ou
ligados a um veiculo em fase sélida. Exemplos de imuno-ensaios os quais

podem utilizar o polipeptideo da invengéo séo imuno-ensaios competitivos e
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nao-competitivos em um formato direto ou indireto. Exemplos de tais imuno-
ensaios sao o radio imuno ensaio (RIA), o ensaio em sanduiche (ensaio
imunométrico) e por coloragao de Western.

Os polipeptideos da invengéao podem ser ligados a muitos vei-
culos diferentes e usados a fim de isolar células que se ligam especifica-
mente aos referidos polipeptideos. Exemplos de veiculos bem conhecidos
incluem vidro, poliestireno, cloreto de polivinila, polipropileno, pclietileno,
policarbonato, dextrana, nailon, amiloses, celuloses naturais e modificadas,
metais coloidais, poliacrilamidas, agaroses e magnetita. A natureza do vei-
culo pode ser soluvel ou insoltvel para fins da invengdo. 7

Existem muitos rétulos e métodos de rotulagao diferentes co-
nhecidos por aqueles versados na técnica. Exemplos dos tipos de rétulos os
quais podem ser usados na presente inveng¢do incluem enzimas, radio-
isotopos, metais coloidais, compostos fluorescentes, compostos quimio-
luminescentes e compostos bio-luminescentes; veja também as concretiza-
¢Oes discutidas aqui acima.

A presente invencao também refere-se ao uso de polipeptideo,
polinucleotideo e vetor da invengéo descritos aqui acima para o preparo de
uma composi¢édo farmacéutica para o tratamento de malignidades das célu-
las B, doencas auto-imunes mediadas pelas células B ou deplegéo de célu-
las B.

Estudos clinicos recentes com atividade citotoxica re-objetivada
das células T humanas por anticorpos biespecificos tém mostrado resulta-
dos promissores no tratamento de doenca de Hodgkin resistente (33), can-
cer de mama e ovario {34-37) e glioma maligno (38). Dado os fatos de que:

- 0s anticorpos bsc, devido a sua baixa massa molecular, facili-
tam a penetragdo em tumores {conforme foi mostrado com relagdo a frag-
mentos Fab ou Fv) (39); e

- 0s anticorpos bsc serem suspeitos de diminuir a toxicidade
dose dependente e limitada pela dose causada pela liberagao sistémica de
citocina mediada pelas partes Fc de anticorpos biespecificos convencionais
(40); e



10

15

20

25

30

29

- mesmo um anticorpo monoclonal intacto (dirigido contra CD20)
fevar a regressao do tumor em estagios avangados de NHL (41, 42),
€ esperado - e, na verdade, foi demonstrado - que os polipeptidecs da in-
vengao sao moléculas interessantes que contribuem para outros aperfeigo-
amentos terapéuticos.

Assim, em uma concretizacédo preferida, a composigao farma-
céutica da invengao € usada para o tratamento de linfoma n&o-Hodgkin.

As faixas de dosagem da administragao dos polipeptideos, poli-
nucleotideos e vetores da invengéo sao aquelas grandes o bastante para
produzir o efeito desejado, nas quais os sintomas das doencas mediadas
pelas células B s&o aliviados. A dosagem néo serd tdo grande para causar
efeitos colaterais adversos essenciais, tais como reacoes colaterais inde-
sejadas, reagdes anafilaticas e semelhantes. Geralmente, a dosagem varia-
ré com a idade, condigdo, sexo e extensao da doenga no paciente e pode
ser determinada por aqueles versados na técnica. A dosagem pode ser
ajustada pelo médico no caso de quaisquer contra-indicagdes. E pretendido
que a faixa da referida dose seja ajustada, por exemplo, em 0,01 pg a 10 mg
do polipeptideo da invengéo. Uma dosagem particularmente preferida é 0,1
ug a 1 mg, ainda mais preferido € 1 ug a 100 ng e mais preferida € uma do-
sagem de 3 ug a 10 ug conforme iflustrado, por exemplo, no exemplo 7 em
anexo.

Além disso, a invengéo refere-se a um método para identifica-
¢ao de compostos co-estimulatérios ou de ativacdo de células T ou para
identificagdo de inibidores da ativagéo e estimulag@o das células T compre-
endendo:

(a) a cultura de células CD19 positivas (de preferéncia células
B) e células T na presenga do polipeptideo da invengdo e, opcionalmente,
na presenga de um componente capaz de proporcionar um sinal detectavel
em resposta a ativagao das células T com um composto a ser selecionado
sob condigdes que permitem a interagdo do composto com as células; e

(b) deteccdo da presenga ou auséncia de um sinal gerado a

partir da interac&o do composto com as células,
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Essa concretizagdo € particularmente Util para a testagem da
capacidade dos compostos como moléculas co-estimulatérias. Nesse méto-
do, a célula CD19 positiva/célula T proporciona um sinal primario de ativa-
cao para a célula T, assim, evitando o receptor clonotipico das células T.
Entdo, pode ser determinado, de acordo com a invengéo, qual composto a
ser testado ainda é necessario para ativar realmente as células T. No méto-
do da invengao, a célula CD19 positiva/célula T funciona como uma célula
estimulatéria que se liga a moléculas biespecificas as quais sao figadas a
complexos de CD3 sobre a superficie da mesma célula T. Os métodos bio-
I6gicos para realizagéo da cultura, detecgéo e, opcionalmente, testagem séo
claros para aqueles versados na técnica.

O termo "composto" no método da invengéo inclui uma unica
substancia ou uma pluralidade de substancias as quais podem ou nao ser
idénticas. Ofs) referido(s) composto(s) pode(m) estar compreendido, por
exemplo, em amostras, por exemplo, extratos de células de vegetais, ani-
mais ou microorganismos. Além disso, os referidos compostos podem ser
conhecidos na técnica, mas também nao conhecidos capazes de inibicao da
ativacao das células T ou nado conhecidos sendo Uteis como um fator co-
estimulatorio das células T, respectivamente. A pluralidade de compostos
pode ser, por exemplo, adicionada ao meio de cultura ou injetada na céiula.

Se uma amostra contendo (uns) composto(s) € identificada no
método da invencgao, entéo, € possivel isolar o0 composto da amostra original
identificada como contendo o composto em questao ou pode-se ainda sub-
dividir a amostra original, por exemplo, se ela consiste emuma pluralidade
de compostos diferentes, de modo a reduzir o nimero de substancias dife-
rentes por amostra e repetir o método com as subdivisdes da amostra origi-
nal. Pode-se, entéo, determinar se a referida amostra ou composto mostra
as propriedades desejadas por meio de métodos conhecidos na técnica, tal
como descrito aqui e nos exemplos em anexo. Dependendo da complexida-
de das amostras, as etapas descritas acima podem ser realizadas muitas
vezes, de preferéncia até que a amostra identificada de acordo com o méto-

do da invengao compreenda somente um numero limitado de ou somente
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uma substancia. De preferéncia, a referida amostra compreende substan-
cias ou propriedades quimicas e/ou fisicas similares e mais preferivelmente
as referidas substancias sao idénticas. Os métodos da presente invengao
podem ser facilmente realizados e projetados por aqueles versados na téc-
nica, por exemplo, de acordo com outros ensaios baseados em céiulas des-
critos na técnica anterior ou através do uso e modificacdo dos métodos
conforme descrito nos exemplos em anexo. Além disso, aqueles versados
na técnica reconhecerdo prontamente quais outros compostos e/ou células
que podem ser usados de forma a realizar os métodos da invengao, por
exemplo, interfeucinas ou enzimas, se necessario, que convertem um de-
terminado composto ao precursor o qual, por sua vez, estimula ou suptime a
ativagcdo das células T. Tal adaptacdo do método da invengao estd bem
dentro da capacidade daqueles versados na técnica e pode ser realizada
sem a expetimentagao indevida.

Compostos os quais podem ser usados de acordo com o método
da presente invencao incluem peptideos, proteinas, acidos nucléicos, anti-
corpos, compostos organicos pequenos, ligantes, peptideométicos, PNAs e
semelhantes. Os referidos compostos também podem ser derivados funcio-
nais ou andlogos de ativadores ou inibidores conhecidos de células T. Mé-
todos para o preparo de derivados e analogos quimicos s&o bem conheci-
dos por aqueles versados na técnica e s@o descritos, por exemplo, em
Beilstein, Handbook of QOrganic Chemistry, Springer edition New York Inc.,
175 Fifth Avenue, New York, N.Y. 10010 U.S.A. e Organic Synthesis, Wiley,
New York, USA. Além disso, os referidos derivados e analogos podem ser
testados com relacdo a seus efeitos de acordo com métodos conhecidos na
técnica ou conforme descrito, por exemplo, nos exemplos em anexo. Além
disso, peptideométicos e/ou 0 modelo projetado em computador de ativado-
res ou inibidores da ativagao de células T apropriados podem ser usados,
por exemplo, de acordo com os métodos descritos abaixo. Programas de
computador apropriados podem ser usados para a identificacdo de locais
interativos de um inibidor putativo e o antigeno da invengédo por meio de

buscas auxiliares em computador para motivos estruturais complementares
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(Fassina, Immunomethods 5 (1994), 114-120). Outros sistemas de compu-
tador apropriados para o projeto auxiliado por computador de proteinas e
peptideos sdo descritos na técnica anterior, por exemplo, em Berry, Bio-
chem. Soc. Trans. 22 (1994}, 1033-1036; Wodak, Ann. N.Y. Acad. Sci. 501
(1987), 1-13; Pablo, Biochemistry 25 (1986), 5987-5991. Os resultados obti-
dos da andlise por computador acima descrita podem ser usados em combi-
nagdo com o método da invengéo, por exemplo, para otimizagao de ativado-
res ou inibidores conhecidos das células T. Peptideométicos apropriados
tambem podem ser identificados por meio de sintese de bibliotecas combi-
natoriais peptido-miméticas através de modificagdo quimica sucessiva e
testagem dos compostos resultantes, por exemplo, de acordo com o método
descrito aqui € nos exemplos em anexo. Métodos para a geragao e uso de
bibliotecas combinatoriais peptido-miméticas sao descritos na técnica ante-
rior, por exemplo, em Ostresh, Methods in Enzymology 267 (1996), 220-234
e Dormner, Bioorg. Med. Chem. 4 (1996), 709-715. Além disso, a estrutura
tridimensional e/ou cristalografica dos inibidores ou ativadores da interagéo
células B/células T pode ser usada para o projeto de inibidores ou ativado-
res peptideométicos da ativagdo das células T a serem testados no método
da invencao (Rose, Biochemistry 35 (1996), 12933-12944; Rutenber, Bioorg.
Med. Chem. 4 (1996), 1545-1558).

Em resumo, a presente invengdo proporciona metodos para
identificagdo de compostos 0s quais sao capazes de modular as respostas
imunes mediadas por células B/células T. Verificou-se que os compostos
que ativam as respostas mediadas por células B/células T podem ser usa-
dos no tratamento de cancer e doengas relacionadas. Além disso, também
pode ser possivel inibir especificamente doencas virais, dessa forma, impe-
dindo a infecgéo viral ou disseminagéo viral. Compostos identificados como
supressores da ativacdo ou estimulacao das células T podem ser usados
em transplante de 6rgdos a fim de evitar rejeicao ao enxerto; veja também
supra. Espera-se que os compostos identificados ou obtidos de acordo com
o metodo da presente invengdo, assim, sejam muito Uteis em aplicagdes

diagnodsticas e em particular terapéuticas. Conseqiientemente, em uma ou-
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tra concretizagéo, a invengao refere-se a um método para a produgéo de
uma composigao farmacéutica compreendendo a formulagao do composto
identificado na etapa (b) dos métodos descritos acima da invencdo em uma
forma farmaceuticamente aceitavel. Além disso, € pretendido que o referido
componente possa ser modificado por peptideométicos. Métodos para a ge-
ragao e uso de bibliotecas combinatoriais peptido-miméticas sédo descritos
na tecnica anterior, por exemplo, Ostresh, Methods in Enzymology 267
(1996), 220-234, Dorner, Bioorg. Med. Chem. 4 (1996), 709-715, Beeley,
Trends Biotechnol. 12 (1994), 213-216 ou al-Obeidi, Mol. Biotech. 9 (1998},
205-223.

Os compostos terapeuticamente Uteis identificados de acordo
com o método da invengdo podem ser administrados a um paciente através
de qualquer método apropriado para o composto em particular, por exemplo,
oral, intravenosa, parenteral, transdérmica, transmucosalmente ou através
de cirurgia ou implante (por exemplo, com o composto estando na forma de
uma matriz sélida ou semi-sélida biologicamente compativel e reabsorvivel)
em ou proximo ao local onde o efeito do composto é desejado. As doses
terapéuticas sdo determinadas como sendo apropriadas por aqueles versa-
dos na técnica, veja supra.

Adicionalmente, a presente invengdo proporciona um meétodo
para o tratamento de malignidades das células B, doengas auto-imunes me-
diadas por células B ou a deplegéo de células B e/ou a um método para o
retardo de uma condigdo patologica a qual é causada por distlrbios das
células B compreendendo a introdugao do polipeptideo, do polinucleotideo
ou do vetor da invengao em um mamifero afetado pelas referidas malignida-
des, doenga e/ou condigado patologica. Além disso, é preferido que o referi-
do mamifero seja um ser humano.

Essas e outras concretizagbes s@o divulgadas e abrangidas
pela descricao e Exemplos da presente invengdo. Qutra literatura referente
a qualquer um dos anticorpos, métodos, usos e compostos a serem empre-
gados de acordo com a presente invencao podem ser extraidos de bibliote-

cas e bancos de dados publicos, usando-se, por exemplo, dispositivos ele-
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tronicos. Por exemplo, o bancos de dados pubiico "Medicine" pode ser utili-
zado, o qual esta disponivel na Internet, por exemplo, sob ¢ enderego
http://www.ncbi.nim.nih.gov/PubMed/medline.html. Qutros banco de dados e
enderegos, tais como http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http:www.infobiogen.fr/,
http://www.fmi.ch/biology/research...tools.html, http://mwww.tigr.org/ sé&o co-
nhecidos por aqueles versados na técnica e também podem ser obtidos
usando-se, por exemplo, http://www.lycos.com. Uma revisao da informagao
publicada em biotecnologia e uma visao de fontes relevantes da informagéo
publicada util na pesquisa retrospectiva e para informagéo atual € fornecida
em Berks, TIBTECH 12 (1994), 352-364.

As Figuras mostram:

Figura 1:

SDS-Page: Coloracdo de coomassie do fragmento
bscCD19xCD3 purificado com diferentes quantidades de proteinas. A massa
molecular (kDa) do identificador € indicada a esquerda.

Figura 2:

Andlise por FACS com o bscCD19xCD3 (200 ug/ml) sobre dife-
rentes linhas de células B CD19-positivas (BJAB, SKW6.4, Blin-1, Daudi,
Raji), sobre a linha de células B CD19-negativa BL60 e sobre células de
Jurkat CD3-positivas e PBMCs humanas primadrias. As linhas rompidas indi-

cam controles negativos.

Figura 3:

Citotoxicidade do bscCD19xCD3 em um ensaio de liberagao de
*'Cr com PBMCs humanas nao-estimuladas e diferentes linhas de células B.
Efetuador: proporgcéo de células alvo a 10:1, tempo de incubagdo de 4 ho-
ras. O desvio padraoc em todas as trés vezes estava abaixo de 7%.

Figura 4:

Ensaio de citotoxicidade por liberagcdo de cromo com PBLs hu-
mano nao-estimulado contra as linhas de células de plasmacitoma L363 e
NC! e a linha de células de linfoma Daudi em uma proporgéo E:T de 20:1,

tempo de incubagio de 8 horas.
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Figura 5:

Inibicédo da citotoxicidade de bscCD19xCD3 pelo anticorpo anti-
CD19 original HD37 em um ensaio de liberagdo de cromo; tempo de incuba-
¢ao de 8 horas; proporgédo E:T de 20:1; concentragdo de bscCD19xCD3 de
1 ng/ml.

Figura 6:

Ensaio de citotoxicidade com PBMCs nao-estimuladas contra
célutas Daudi apds adicdo de quantidades crescentes de EGTA, proporgao
E:T de 10:1; tempo de incubagéo de 4 horas.

Figura 7:

Citotoxicidade de bscCD19xCD3 em um ensaio de liberagao de
*1Cr com PBMCs humanas néo-estimuladas e Blin-1 como células alvo em
diferentes proporgdes E:T; tempo de incubacgéo de 4 horas; concentragao do
anticorpo biespecifico convencional de 3 pg/ml; concentragdao de bsc 17-
1AxCD3 de 100 ng/ml; proporgdes E:T conforme indicado.

Figura 8:

Seqluéncia de DNA e da proteina do anticorpo bscCD19xCD3
(FLAG-marcado contendo variante). Os numeros indicam as posi¢coes dos
nucleotideos (nt), a seqliéncia de aminoacido correspondente é representa-
da abaixo da seqliéncia de nucleotideo. A seqiéncia de codificagao de DNA
para o anticorpo biespecifico comecga na posicdo 1 e termina na posigéo
1593. Os primeiros seis nt (posi¢ao -10 a -5) e os uUltimos seis nt {posi¢ao
1596 a 1601) contém os locais de clivagem da enzima de restricdo para
EcoRI e Sall, respectivamente. Os nucleotideos 1 a 57 especificam a se-
quéncia leitora; os nucleotideos 82 a 414 e 460 a 831 codificam V.CD19 e
ViCD19, respectivamente; os nucleotideos 847 a 1203 e 1258 a 1575 codi-
ficam V4CD3 e V|, CD3, respectivamente; e os nucleotideos 1576 a 1593 co-
dificam um His-marcado.

Figura 9:

Deplecao de células B CD19" primdrias (malignas) através de
recrutamento de linfocitos T primarios autdlogos por meio do bscCD19xCD3.

A) Ponto de inicio (t = 0): n = 3 x 10° PBL/cavidade foram culti-
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vados em uma lamina para cultura tecidual com 24 cavidades em um volu-
me de 1 ml de meic RPMI 1640 em cada uma, suplementado com 10% de
FCS cada uma. A percentagem inicial de células B CD19* bem como aquela
de células T CD4" e CD8" é indicada.

B-G) Relaciona as contagens de células T e B CD4" e CD8"
apos t = 5 dias de incubagao a 37 °C/5% de CO, na auséncia (B-C) ou pre-
senca (D-G) de bscCD19xCD3 (concentragdes conforme indicado) com ou
sem 60 U/ml de IL-2. Os controles negativos continham anticorpo biespecifi-
co de cadeia simples (17-1AxCD3) com especificidade irrelevante pela cé-
lula alvo ou nenhum anticorpo biespecifico como um todo (C).

Figura 10:

Etapas de purificacao para bscCD19xCD3

Figura 11:

Andlise por SDS-PAGE com relagdo a pureza do
bscCD19xCD3. Um gel coloidal de poliacrilamida com um gradiente de SDS
de 4-12% corado com azul de coomassie é mostrado. Colunas 1 e 6, identi-
ficadores de tamanho molecular; coluna 2, sobrenadante da cultura de cé-
lulas; coluna 3, fragao ativa a partir de cromatografia por troca de cations;
coluna 4, fragéo ativa a partir de cromatografia por afinidade a quelato de
cobalto; coluna 5, fragdo ativa a partir de filtragdo em gel. Quantidades
iguais de proteina (2 ug) do sobrenadante da cultura de células e as varias
fragbes da coluna foram analisadas. O tamanho em kDa dos desvios de
peso molecular é indicado a direita. A seta mostra a posigdo do
bscCD19xCD3.

Figura 12:

Cromatografia por troca de cations do bscCD19xCD3. A con-
centragao de proteina foi medida através de absorgac a 280 nm (mAU, es-
querda). O perfil de eluicdo da proteina é mostrado pela linha sélida. O per-
fil de gradiente da etapa de NaCl é mostrado pela linha sdlida reta (% de B,
a direita) e as fragdes coletadas sdo indicadas pelas linhas rompidas. O
bscCD19xCD3 foi detectado na fracao F6.

Figura 13:
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Cromatografia por afinidade a quelato de cobalto do
bscCD19xCD3. A concentragdo de proteina foi medida atraves de absorgao
a 280 nm (mAU, esquerda). O periil de eluicao da proteina & mostrado pela
linha sdlida. O gradiente de imidazol € mostrado pela linha sélida reta (% de
B, a direita) e as fragdes coletadas sdo indicadas pelas linhas rompidas. O
bscCD19xCD3 foi detectado na fragdo F7.

Figura 14;

Filtragdo em gel de anti-CD19xanti-CD3. A concentragao de
proteina foi medida através de absorgao a 280 nm (mAU, esquerda). O perfil
de eluicdo da proteina € mostrado pela linha sélida. As linhas rompidas in-
dicam as fragdes coletadas. O bscCD19xCD3 foi encontrade na fragdo F7,
correspondendo a um tamanho molecular de aproximadamente 60 kDa.

Figura 15:

Niveis no sangue de gama-glutamil transferase (GGT) em res-
posta a tratamentos com bscCD19xCD3. Os niveis de GGT foram determi-
nados através de um método bioquimico clinico padrdo e sdo expressos
como unidade/l. O eixo do tempo mostra dias (d) apds o inicio do primeiro
tratamento com a droga e, comegando com zero, horas (h) em seguida a
adigbes individuais de droga. As setas indicam os pontos de tempo de ad-
ministragdo da droga.

Figura 16:

Medigbes ultra-sdnicas do bago do paciente A-B.

A: Determinag¢édo do tamanho do bago datada de 12 de Abrii de
1999 antes da terapia com o bscCD19xCD3. A figura mostra ¢ baco au-
mentado (tamanho de 146 mm x 69,2 mm), o que & devido a infiltragdo com
células B malignas.

B: Determinagéo do tamanho do bago datada de 16 de Abril de
1999 apos tratamento com 3 ug em 14 de Abril, seguido por 10 ug em 15 de
Abril. A figura demonstra retragdo do bago para um tamanho de 132 mm x
58,9 mm causada pelo tratamento sistémico com bscCD19xCD3. As discre-
péancias das medigbes Unicas aos valores de tamanho representados na

Tabela 1 s&o explicados através de determinagcdo do tamanho do érgao ba-
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seadas em ultra som em diferentes planos espaciais. As duas dimensdes
sao marcadas por (+) e (X).

Figura 17:

Contagem de leucécitos no sangue em resposta a tratamentos
com bscCD19xCD3. O nlmero de leucdcitos € fornecido como partes Gi-
ga/litro. O eixo do tempo mostra dias (d) apds o inicio do primeiro trata-
mento com a droga e, comegando com zero, horas (h) em seguida a adi¢cbes
individuais de droga. As setas indicam os pontos de tempo de administragéo
da droga.

Figura 18:

Niveis no sangue de proteina C reativa (CRP) em resposta a
tratamentos com bscCD19xCD3. Os niveis de CRP foram determinados
através de um método bioquimico clinico padrao e sao expressos como
mg/dl. O eixo do tempo mostra dias (d} apds o inicio do primeiro tratamento
com droga e, comeg¢ando com zero, horas (h) em seguida a adigdes indivi-
duais de droga. As setas indicam os pontos de tempo de administragéo de
droga.

Figura 19:

Niveis no sangue do fator-alfa de necrose de tumor (TNF) em
resposta a tratamentos com bscCD19xCD3. Os niveis de TNF foram deter-
minados através de ELISA e sé@o expressos como ng/ml. O eixo do tempo
mostra dias (d} ap6s o inicio do primeiro tratamento com a droga e, come-
¢ando de zero, horas (h) em seguida a adi¢gdes individuais de droga. As se-
tas indicam os pontos de tempo de administragdo de droga.

Figura 20:

Niveis no sangue de interleucina-6 (IL-6) em resposta a trata-
mentos com bscCD19xCD3. Os niveis de IL-6 foram determinados atraves
de ELISA e sao expressos como pg/ml. O eixo do tempo mostra dias (d)
apés o inicio do primeiro tratamento com a droga e, comegando de zero,
horas (h) em seguida a adicoes individuais de droga. As setas indicam os
pontos de tempo de administragido de droga.

Figura 21:
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Niveis no sangue de interleucina-8 (IL-8) em resposta a trata-
mentos com bscCD19xCD3. Os niveis de IL-8 foram determinados atraves
de ELISA e séo expressos como pg/ml. O eixo do tempo mostra dias (d)
apos o inicio do primeiro tratamento com a droga e, comecando de zero,
horas (h) em seguida a adi¢cdes individuais de droga. As setas indicam os
pontos de tempo de administracao de droga.

Figura 22:

Niveis no sangue do receptor de interleucina-2 com cadeia alfa
(IL-2R) em resposta a tratamentos com bscCD19xCD3. Os niveis de IL-2R
foram determinados através de ELISA e sdo expressos como Unidades/ml.
O eixo do tempo mostra dias (d) apds o inicio do primeiro tratamento com a
droga e, comegando de zero, horas (h) em seguida a adigdes individuais de
droga. As setas indicam os pontos de tempo de administracdo de droga.

A invengdo sera agora descrita através de referéncia aos exem-
plos biolégicos a seguir os quais sdo meramente ilustrativos e ndo devem
ser construidos como uma limitagéo do escopo da presente invencao.
Exemplo 1: Clonagem de Dominios Variaveis (V) de Imunoglobulina

Os dominios da cadeia leve V (VL) e da cadeia pesada (VH) do
hibridoma HD37 (22) foram clonados de acordo com métodos padrao de
PCR (28). A sintese de ¢DNA foi realizada com os primers oligo dT e poli-
merase Tagq.

Lista de Primers

5'L1:

GAAGCACGCGTAGATATCKTGMTSACCCAAWCTCCA [SEQ ID NO: 1]
JK:

GAAGATGGATCCAGCGGCCGCAGCATCAGC [SEQ ID NO:2]

5'H1: |

CAGCCGGCCATGGCGCAGGTSCAGCTGCAGSAG [SEQ ID NO: 3]
3G:

ACCAGGGGCCAGTGGATAGACAAGCTTGGGTGTCGTTTT [SEQ ID NO: 4]
5'VLB5RRV:

AGGTGTACACTCCATATCCAGCTGACCCAGTCTCCA [SEQ ID NO: 5]
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3'VLGS15:
GGAGCCGCCGCCGCCAGAACCACCACCTTTGATCTCGAGCTTGGTCCC  [SEQ

ID NO: 6]
5'VHGS15:
GGCGGCGGCGGCTCCGGTGGTGGTGGTTCTCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWG
G [SEQ ID NO: 7]

3'VHBspE1:

AATCCGGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCAG [SEQ ID NO: 8]

Para a amplificagdo dos dominios V via PCR nds usamos os
primers 5'L1 e 3'K que flanqueiam o dominio V_ e 5’H1 e 3'G para a cadeia
pesada baseado nos primers descritos por Dibel e outros (24).

O ¢DNA do fragmento scFv anti-CD3 foi gentilmente fornecido
por A. Traunecker (25).

Exemplo 2: Construgdo de Fragmentos Biespecificos com Cadeia Sim-
ples e Expressédo Eucariota

A fim de se obter um fragmento scFv anti-CD19, as regides VL e
VH correspondentes clonadas em vetores de plasmideo distintos serviram
como modelos para uma PCR VL- e VH-especifica usando-se os pares de
primero de oligonucleotideo 5’'VLB5RRV/3'VLGS15 e 5'VHGS15/3'VHBspEI,
respectivamente. Dessa forma, sequéncias com sobreposi¢bes comple-
mentares foram introduzidas nos produtos de PCR, que se combinam a fim
de formar a sequéncia de codificacdo do ligante (GlysSer;); com 5 aminoa-
cidos durante a fuséo subseqlente por PCR. Essa etapa de amplificagéo foi
realizada com o par de primero 5’VLB5RRV/3'VHBspEI e o produto resul-
tante da fusdo (ou antes o fragmento scFV anti-CD19) foi clivado com as
enzimas de restricdo EcoRV e BspEl e, assim, clonado no vetor bluescript
KS (Stratagene) contendo ou a seqiiéncia de codificagao (EcoRl/Sall-
clonada) do anticorpo biespecifico com cadeia simples anti-17-1A/anti-CD3
com um FLAG-tag N-terminal [1] ou aquela da versdo modificada sem
FLAG/epitopo (21), dessa forma, substituindo a anti-17-1A-especificidade
pela anti-CD19 e preservando-se o ligante (Gly,Sery); com 5 aminodcidos
que conecta o fragmento scFv anti-CD3 C-terminal, respectivamente. Sub-

sequentemente, os fragmentos de DNA que codificam ambas as versoes do
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anticorpo biespecifico de cadeia simples anti-CD19/anti-CD3 com a restrutu-
ra de dominio VLcpie-VHcpie-VHeps-V0ieps foram subclonados por EcoRI/Sall
no vetor de expressao pEF-DHRF descrito [1], respectivamente. Os DNAs
de plasmideo resultantes foram transfectados em células CHO deficientes
de DHFR através de eletroporagaoc: a selecao, amplificacao de gene e pro-
dugéo de proteina foram realizadas conforme descrito [1]. Nos exemplos a
seguir, os resultados obtidos com a versdo do bscCD19xCD3 contendo
FLAG sao ilustrados.

A purificagdo do bscCD19xCD3 do sobrenadante de células
CHO transfectadas proporcionou 4 mg/litro de sobrenadante da cultura. O
bsc-Ab foi purificado via sua cauda de histidina C-terminal através de cro-
matografia por afinidade sobre uma coluna Ni-NTA, conforme descrito [1]. O
bsc-Ab foi eluido da coluna Ni-NTA como um pico distinto em uma concen-
tragdo de imidazola a 200 mM. SDS-Page foi realizada de acordo com La-
emmli (26) com um ge! a 12% seguido por coloragdo com azul brilhante Co-
omassie R250 para analise da purificagao do bsc-Ab. Os resultados da ana-
lise por SDS-Page (Fig. 1) mostram o tamanho esperado do bsc-Ab (60
kDa).
Exemplo 3: Propriedades de Ligagao do bsc-AbCD19xCD3

As especificidades de ligacdo do bsc-Ab a CD3 e CD19 foram
mostradas através de analise citométrica de fluxo sobre celulas de Jurkat
CD3-positivas, PBMCs humanas e um nimero de diferentes linhas de célu-
las de linfoma de células B CD19-positivas Daudi, Raji, BJAB (linfoma de
Burkitt), SKW6.4 (células B transformadas com EBV humano) e Blin-1 (linha
de pré-células B) foram usados na analise citométrica de fluxo e ensaios de
liberagé@o de cromo. Jurkat € uma linha de células T CD3-positiva; BL60 e as
linhas de células de plasmacitoma NCI e L363 sao negativas para ambas as
moléculas superficiais, CD3 e CD19. As linhas de células foram cultivadas
em RPMI 1640 completo (Biochrom) com 10% de FCS (GIBCO).

1 x 10° células foram lavadas com PBS, re-suspensas em 200 ul
de PBS com 10% de Vernimmun (Centeon, Marburg, Alemanha) e 0,1% de

NaN; e incubadas durante 30 minutos a 4 °C. Apds uma etapa de centrifu-
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gacdo (100 x g, 5 minutos), as células foram incubadas em 5C pl de
bscCD19xCD3 (200 ug/mi em PBS com 10% de Venimmun e 0,1% de NaNg)
durante 30 minutos a 4 °C. As células foram lavadas duas vezes com PBS.
Para a detecgdo do bsc-Ab, um anticorpo FITC-conjugado contra o His-tag
(Dianova) foi usado. O bsc-Ab 17-1AxCD3 irreievante, produzido pelo mes-
mo sistema de expressio que 0 bscCD19xCD3 ou o anticorpo His-Tag sozi-
nho, serviu como controles negativos. Citrometria de fluxo foi realizada com
um FACScan Becton Dickinson. Nenhuma ligagao era detectavel em células
BL60, as quais ndo expressam nem o CD19 nem o CD3 (Fig. 2).
Exemplo 4: Atividade Citotéxica do bsc-ABCD19xCD3 contra Células
de Linfoma CD19-Positivas

O anticorpo bscCD19xCD3 provou ser altamente citotdxico para
muitas linhas de células de linfoma em um ensaio de liberagdo de °'Cr (Fi-
gura 3). Células mononucleares do sangue periférico humano (PBMCs)
como células efetuadoras foram isoladas de coagulos de doadores aleatéri-
os usando-se centrifugagdo com um gradiente Lymphoprep™ (Nycomed})
com etapas subseqlientes de centrifugacao a 100 x g a fim de remover os
trombdcitos. Células B CD19-positivas foram depletadas usando-se Dyna-
beads® M-450 para CD19 (Dynal). As populacdes de células depletadas
foram analisadas por meio de citrometria de fluxo (Becton Dickinson), a qual
mostrou uma deplecéo de 99% de células CD19-positivas. As PBMCs foram
incubadas durante a noite a 37 °C, 5% de CQ,. Linhas de células B CD19-
positivas (Raji, Blin |, Daudi, BJAB, SKW6.4) foram usadas como células
alvo. A citotoxicidade foi medida em um ensaio padrao de liberagao de cro-
mo em l&minas de 96 cavidades com fundo redondo (Nunc) usando-se meio
RPMI 1640 completo (Biochrom) com 10% de FCS (GIBCO).

PBMCs nao-estimuladas foram adicionadas em um volume de
80 u! de meio para cada cavidade contendo 20 ul de bsc-Ab em diferentes
concentragdes. Entdo, 100 pl de células atvo *'Cr-rotuladas (1 x 10% foram
adicionados, as laminas foram centrifugadas durante 3 minutos a 100 x g e
incubadas durante 4 horas a 37 °C, 5% de CO,. Apés uma etapa adicional

de centrifugagao, 50 pul de sobrenadante foram removidos e analisados com
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relagdo ao °'Cr liberado em um contador gama (TopCount, Canberra
Packard).

A liberagéo espontanea foi medida através de incubagdo das
células alvo sem células efetuadoras ou anticorpos e a liberagao maxima foi
determinada através de incubacdo das células alvo com 10% de Triton X-
100. A incubacdo das céiulas alvo com bscAb sem células efetuadoras nao
resultou em lise mensuravel. O percentual de lise especifica foi calcuiado
como liberacao especifica (%) = [(cpm, liberagdo experimental) - (cpm, libe-
ragao espontanea)]/[(cpm, liberagdo maxima) - (cpm, liberagao esponténea)]
x 100. Todos os testes foram realizados trés vezes. O SD dentro das trés
réplicas estava, em todos os experimentos, abaixo de 6%. A fim de se apro-
ximar das condi¢bes in vivo, nos usamos PBMCs nao-estimuladas de doa-
dores saudaveis como células efetuadoras. A indugao rapida de citotoxici-
dade dentro de 4-horas pode -ser--observada_serﬁnﬁt)quaiquer protocolo de pré-
éstimulagéo de células T. Como um controle, um anticorpo-bsc com dife-
rente especificidade tumorigena (bsc17-1AxCD3}), mas gerado perlo mesmo
sisfema que o anticorpo bscCD19xCD3, mostrou atividade de lise ndo-
significativamente acima da base média. Além disso, nenhuma atividade
cit'd;['c’)kiéa pdde ser observada usando-se as linhas de células de plasmaci-
toma NCI e L3683, as quais ndo expressam o CD19 como células alvo (Figu-
ra 4). Em ensaios competitivos usando-se quantidades crescentes do anti-
corpo monoclonal original CD19-especifico HD37, a atividade citotéxica do
bscCD19xCD3 pdde ser quase que completamente bloqueada (Figura 5).
Esses controles mostram que os efeitos citotoxicos mediados pelo
bscCD19xCD3 sao antigeno-especificos. A fim de se obter mais informagao
acerca dos mecanismos moleculares sobre como o anticorpo bscCD19xCD3
mata as células alvo CD19-positivas, nés tentamos bloquear a citotoxicidade
mediada pelo bscCD19xCD3 através do EGTA. Conforme mostrado na Fi-
gura 6, a atividade citotéxica do bscCD19xCD3 pdde ser completamente
bloqueada por EGTA, indicando que a lise especifica € um efeito mediado
pelas celulas T (provavelmente através da via de perforina) ao invés de um

efeito direto {por exemplo, de indugdo de apoptose} do anticorpo em si.
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Usando-se células T nédo-estimuladas, mesmo em concentragdes de anti-
corpo abaixo de 1 ng/mi, um efeito citotdxico significativo contra células Blin-
1 pdde ser observado (Figura 7). Mesmo em proporgdes E:T relativamente
baixas (5:1, 2,5:1) e em concentragdes muito baixas de anticorpo de 10-100
pa/ml, o anticorpo bscCD19xCD3 pdde induzir rapidamente uma atividade
citotoxica das células T nao-estimuladas (Figura 7). Em contraste, um anti-

——— i —

corpo CD19xCD3_hiespecifico convencional gerado atraves da técnica de

'hibridpma;h,ibri.d.o..,(5,-.7,,__”_27)!_}néo mostrou atividade citotéxica significativa

sob essas condigdes mesmo em concentracbes de até 3000 ng/ml (Figura
7). Esse anticorpo biespecifico convencional requereu pré-estimulagdo adi-
cional das células T e elevadas concentragdes de anticorpo de cerca de 100
ng/ml para induzir citotoxicidade especifica das células T (ndo-mostrada), a
qual € consistente com a literatura (5-7, 27).
Exempio 5: Deplegao de Células B Primarias (Malignas) Através de
Células T Autdlogas Por Meio da Atividade Citotéxica do bscCD19xCD3
De forma a avaliar a atividade citotoxica do bscCD19xCD3 so-
bre celulas B malignas primarias, células mononucleadas do sangue perifé-
rico (PBMC) de um paciente sofrendo de B-CLL {leucemia linfatica crénica
derivada de células B) foram isoladas por meio de centrifugagdo em um
gradiente com densidade de Ficoll. Essas células foram consecutivamente
cultivadas na presenca ou auséncia de bscCD19xCD3 durante 5 dias a 37
°C/5% de CO, em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de FCS e, opci-
onalmente, com 60 U/ml de IL-2. Analise fluxocitométrica revelou que os
linfécitos do sangue periférico (PBL) desse paciente com NHL (linfoma ndo-
Hodgkin) em particular {que foi depois sistemicamente tratado com
bscCD19xCD3; veja exemplo 7) continham 92,6% de células B CD19-
positivas (= células alvo) e 7,4% de linfocitos T CD3-positivos (= células
efetuadoras) em uma proporcao de células T CD4/CD8 de 2,6:4,8. A grande
maioria dessas células B CD19-positivas consistia em células malignas. 3 x
10° PBL/mi por cavidade foram cultivados em um volume de 1 ml em cada
uma em uma jamina para cultura tecidual de 24 cavidades. Como controles

negativos, serviram meio de cultura mais {L-2 e meio de cultura mais IL-2
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com o anticorpo biespecifico de cadeia simples irrelevante bsc17-A1xCD3
(1) em uma concentracéo de 0,5 ug/ml. Conforme mostrado na Fig. 9, ne-
nhuma deplecao de células CD19-positivas era detectavel sob essas condi-
¢Oes apos 5 dias de incubacgéo. Contudo, quando ¢ bscCD19xCD3 foi adici-
onado em concentragbes de 0,5 pg/ml ou 0,05 pg/ml (na presenga ou au-
séncia de IL-2), quase todas as células B CD19-positivas tinham sido mor-
tas. As células cultivadas naquele momento consistiam principaimente em
linfécitos T com uma proporcédo de células T CD4/CD8 de aproximadamente
1:2 a 1:3. Isso demonstra a excepcional citotoxicidade do bscCD19xCD3
contra células B CD19-positivas, uma vez que a deplecao total de células B
primarias por células T autdlogas pdde ser induzida em uma concentragao
de apenas 50 ng/ml em uma proporgao inicial desfavoravel de células alvo
efetuadoras de menos do que 1:10, mesmo sem IL-2 ou outro tipo de esti-
mulo adicional das células T.
Exemplo 6: Purificagdao de bscCD19xCD3 para Uso Terapéutico
bscCD19xCD3 foi produzido em células do ovario de Hamster
Chinés (CHO) estavelmente transfectadas com um vetor de expressao
(PEF-DHFR; veja exemplo 2) que codifica o bscCD19xCD3 e, adicional-
mente, uma hexahistidina e FLAG tag. As células foram desenvolvidas em
meio isento de soro (Rencyte) em um reator de fibra oca {Unisyn). Qui-
nhentos ml de sobrenadante da cultura de células foram coletados e filtra-
dos estéreis através de um filtro de 0,2 um (AcroCap; Pall Gelman).

O bscCD19xCD3 foi detectado e quantificado através de colora-
¢ao de Western usando-se IgG anti-FLAG de camundongo (Sigma) e IgG de
bezerro-anti-camundongo acoplado a Fosfatase Alcalina (Sigma). A detec-
¢ao foi realizada através de quimio-luminescéncia usando-se o sistema
BCIP/NBT (Devitron). As concentragtes de proteina foram determinadas por
meio do ensaio de Bradford (Biorad), usando-se IgG bovina (Biorad) como
proteina padrdo. A pureza das fragdes da coluna foi analisada através de
redugéo por eletroforese em gel (PAGE) com um gradiente de Bis/Tris poli-
acritamida de 4-12% com dodecil sulfato de sédio (SDS) empregando-se um

sistema tampao MOPS (Novex).
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A purificag&o do bscCD19xCD3 até a homogeneidade requereu
cromatografia por troca de cations, cromatografia por afinidade a quelato de
cobalto e, como etapa final, filtragdo em gel. Essas etapas de purificagao
foram realizadas empregando-se protocolos padrdes (veja abaixo). Um flu-
xograma do procedimento de purificagao é mostrado na Figura 10.

Cromatografia por troca de cations: O sobrenadante da cultu-
ra de células das células CHO foi misturado com dois volumes de Tampéao C
(&cido morfolinoetano sulfénico a 30 mM [MES], NaCl a 20 mM, EDTA a 3
mM, hidrocloreto de benzamidina a 0,3 mM, pH de 5,5) e passado sobre
uma coluna de troca de cations SP Sepharose Fast Flow de 70 mi (Pharma-
cia) em uma taxa de fluxo de 20 ml/min. A coluna foi equilibrada com Tam-
p&o A (MES a 20 mM, NaCl a 20 mM, pH de 5,8). Apds lavagem com 5 vo-
lumes de coluna de Tampao A, bscCD19xCD3 foi eluido com um gradiente
de etapa de 45% de Tampéao B (MES a 20 mM, NaCl a 1 mM, pH de 5,8) em
Tampéao A. O eluato recebeu 0,045 volumes de Tris/HCl a 1 M, pH de 8,5,
contendo imidazol a 47 mM e foi subseqlentemente filtrado estéril (0,2 um;
AcroCap). Um perfil tipico de elui¢do da cromatografia por troca de cétions é
mostrado na Figura 12. O bscCD19xCD3 estava contido na fragéo 6.

Purificagdo por afinidade ao quelato de cobalto: O eluato da
coluna de troca de cations foi passado em uma taxa de fluxo de 2,5 ml/min.
sobre uma coluna Chelating Sepharose Fast Flow de 10 ml {Pharmacia)
equilibrada em Tampao AO (Na,HPQO, a 50 mM, NaCl a 400 mM, pH de 8,0).
A coluna tinha sido pré-equilibrada com uma solugéo de cloreto de cobalto a
0,1 M. Apds lavagem com 33 volumes de coluna com Tampao AO, o Tam-
pao A (NaHPO4 a 50 mM, NaCl a 400 mM, imidazol a 2 mM, pH de 6,4) e
um gradiente de Tampao B a 0-12% (Na,HPO, a 50 mM, NaCl a 400 mM,
imidazol a 500 mM, pH de 6,4) em Tampao A, o bscCD19xCD3 foi eluido em
uma etapa através de 30 ml de Tampao B a 100%. O eluato foi filtrado esté-
ril, seguido por uma concentracdo de aproximadamente 10 vezes em um
dispositivo MacroSep (Pall Gelman; corte de 10 kD). Um perfil tipico de elui-
¢ao com relagdo a cromatografia por afinidade a quelato de cobalto é mos-
trado na Figura 13. O bscCD19xCD3 foi detectado na fragdo No. 7.
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Filtragdo em gel: O eluato concentrado da coluna de afinidade
a quelato de cobalto foi carregado em uma taxa de fluxo de 0,75 mli/min. so-
bre uma coluna High Load Superdex 200 de 124 ml (Pharmacia; grau de
preparacao) equilibrada com solugéo salina tamponada com fosfato (Gibco).
O bscCD19xCD3 eluiu em uma fragdo com um tamanho molecular corres-
pondendo a aproximadamente 55 kDa (Figura 14, fragao No. 7). A fragao da
filtracao em gel contendo o bscCD19xCD3 foi suplementada com 5% de al-
bumina de soro humano (Behring), seguido por filtracdo estéril atraves de
um filtro de 0,1 um (Millex; Millipore).

A abundancia de bscCD19xCD3 no sobrenadante da cuitura de
células e as varias fragbes ativas nas colunas, conforme analisado por SDS-
PAGE, s&o mostradas na Figura 11. O bscCD19xCD3 era a principal banda
de proteina detectada nos sobrenadantes da cultura de células (coluna 2).
Anti-CD19xanti-CD3 altamente purificado, o qual foi usado para terapia hu-
mana, nao mostrou impurezas detectaveis (Fig. 11, coluna 5).

Exemplo 7: Uso Clinico de bscCD19xCD3 em um Paciente com Linfoma
das Células B

Em um uso compassivo, um paciente (A-B, feminino, nascido em
1937) sofrendo de leucemia linfatica crénica derivadas de células B (B-CLL)
foi tratado com o anticorpo biespecifico de cadeia simples bscCD19xCD3.
Historia e Anamnese do Paciente:

A paciente tinha sido diagnosticas com B-CLL em 1992, No
momento da diagnose inicial, a doenga tinha afetado varias regides do no-
dulo linfatico e o bago; alem disso, anemia hemolitica de origem auto-imune
e uma deficiéncia de imunoglobulina foram observadas. A paciente tem um
estruma nodosa a qual € bem controlado e em condi¢ao eutireédtica através
de tratamento com 2,5 mg/d de carbimazol.

A paciente tinha recebido ciclos multiplos de quimioterapia com
clorambucil e prednisona de 1992 até 1994, Em seguida & progressio da
doenga, o tratamento foi alterado para ciclofosfamida, doxorubicina, vincris-
tina e prednisona (CHOP, 8 ciclos) e uma remissao foi obtida durante mais

de um ano. Apés uma nova reincidéncia, a paciente recebeu outros 6 ciclos



10

15

20

25

30

48

de CHOP, seguido por clorambucil e prednisona € um curso Unico de clo-
rambucil apenas o que nao causou qualquer melhora na doenga. Em de-
zembro de 1998, irradiac@o do bago foi realizada a fim de controlar o pro-
gresso da esplenomegalia da paciente. A paciente experimentou uma de-
pressao profunda da medula éssea com multiptas complicacdes infecciosas.
Sua anemia e trombocitopenia requereram transfusdes freqlientes de celu-
las sangliineas vermelhas e substituicao plaquetaria.

Devido ao estagio avancado da doenca e a fungéo prejudicada
da medula dssea, uma quimioterapia mais agressiva ou em uma dose maior
nao era indicada nessa paciente. O tratamento com o anticorpo anti-CD20
"rituximab" nao era apropriado, uma vez que a eficacia do rituximab na B-
CLL néo foi claramente demonstrada até o momento.

Uma anélise por FACS revelou que 95% das células do sangue
periférico da paciente eram células CD19 positivas, ao passo que 77% das
células expressava, o antigeno CD20. A incubagao das células do sangue
periférico da paciente com o bscCD19xCD3 mostrou uma deplegéo pronun-
ciada de células B CD19-positivas (veja exemplo 5). Portanto, os médicos
decidiram tratar a paciente com o novo bscCD19xCD3 em um uso compas-
sivo. A paciente foi informada em detalhes acerca do caréter novo do com-
posto e acerca dos riscos e beneficios potenciais desse tratamento. Ela
compreendeu totalmente as explicagdes e forneceu autorizagao por escrito
para esse uso compassivo.

Descricdo da Administragao Clinica:

Antes do inicio do tratamento, a paciente sofreu exame clinico e
procedimentos diagndsticos extensivos a fim de verificar a extensao da do-
enca e excluir quaisquer fatores de risco adicionais. A paciente estava em
uma condicao clinica deficiente com anemia, trombocitopenia e perda de
peso, mas sem qualquer dano cardiovascular ou outras complicagdes que
impedissem o uso do bscCD19xCD3. Durante a noite antes dos primeiros
dias de tratamento, a paciente sofreu de enxaqueca. Para a administragéo
do bscCD19xCD3, a paciente foi mantida na ala hospitalar sob condigbes de

assisténcia intensiva a fim de assegurar tratamento rapido de qualquer
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emergéncia a qual pudesse ocorrer. A fim de impedir quaisquer reagoes
agudas a citocina e complicagdes de lise do tumor, a paciente recebeu do-
ses profilaticas IV de 2 mg de clemastina (Tavegil®) e 200 mg de cimetidina
(Tagamet®), bem como 300 mg de allopurinol e 20 mg de omeprazol (An-
tra®).

Alcalizagdo e heparinizacao foram realizadas no decorrer do
tratamento e nos periodos de acompanhamento. Além disso, a paciente re-
cebeu todo o tratamento sintoméatico necessario.

Amostras de sangue foram tomadas antes e durante a adminis-
tracéo da droga a fim de acompanhar os parametros bioquimicos, hemato-
I6gicos e imunoldgicos.

12 administragdo de bscCD19xCD3 (14 de Abril de 1999):
A paciente recebeu a primeira dose de 3 ug de bscCD19xCD3

come uma infusdo de 20 minutos em tampao isotdnico de fosfato contendo
5% de albumina de soro humano (HSA). Durante a infusao, a paciente nao
teve quaisquer efeitos adversos. Cerca de 1 hora apds a infuséo, a paciente
teve calafrios durante cerca de 5 minutos, seguido por transpiragao, uma
diminuigdo moderada da pressao sanglinea para cerca de 10 mmHg e um
aumento moderado da temperatura corporal (+ 0,5 °C) durante umas poucas
horas. Além disso, sua dor de cabega piorou ligeiramente. A paciente foi
tratada com mais 2 mg de Tavegil € 200 mg de Tagamet, 250 mg de predni-
solona (Solu-Decortin®) e 50 mg de petidina (Dolantin®). Todos os sinto-
mas desapareceram sem seqiielas no mesmo dia.
2% Administra¢do de bscCD19xCD3 (15 de Abril de 1999):

Uma segunda dose de 10 ug de bscCD19xCD3 foi fornecida um

dia depois sob as mesmas condi¢Ges. Cerca de 1 hora apds a infusio, a
paciente teve calafrios acentuados, febre (39,2 °C), ligeira hiperventilagéo e
uma reagao hipotensiva. A paciente foi tratada com 2 mg de Tavegil, 200 mg
de Tagamet e 300 mg de Solu-Decortin e 15 mg de piritramida (Dipidolor®).
Para estabilizacdo de sua fungéo cardiovascular, a paciente recebeu uma
infus@o de dopamina e recebeu substituicdo de volume. Em seguida a esse

tratamento, os sintomas diminuiram acentuadamente. Em qualquer caso, a
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paciente foi transferida para o departamento de cardiologia durante a noite
a fim de assegurar monitoramento apropriado dos sinais vitais e intervengao
imediata no caso de emergéncia. A paciente foi transferida para a ala nor-
mal na manha seguinte sem ter quaisquer outras complicagoes.

Durante os proximos 3 dias, a paciente continuou tendo tempe-
ratura subfebril {(cerca de 37,2 °C) e desenvolveu efusdo pleural minima um
dia depois da segunda dose (16 de Abril de 1999) e edema leve das extre-
midades inferiores (18 de Abril de 1999). A fungao cardiovascular permane-
ceu estavel e as avaliagdes laboratoriais nao revelaram alteragdes acentua-
das com relacéo a segurancga, exceto no que refere-se a um aumento de y-
glutamiltransferase apoés a segunda dose de bscCD19xCD3 (Figura 15).

Uma vez que o bscCD19xCD3 foi tolerado pela paciente e os
efeitos adversos puderam ser controlados com tratamento sintomatico, a
administracao do novo bscCD19xCD3 sera continuada nessa paciente.
Eficacia Clinica e Imunolégica do bscCD19xCD3:

Resultados Clinicos:

Exame ultra-sdnico do bago e de cinco nédulos linfaticos axila-
res e abdominais foi realizado um dia e 4 dias apds a administragéo da se-
gunda dose de bscCD19xCD3. J& um dia apds a dose de 10 ug (16 de Abril
de 1999), os nddulos linfaticos bem como o bago mostraram uma retragéo
de cerca de 20%, quando comparado a avaliacdo de linha de base. Essa
observacgéo foi confirmada em uma segunda avalia¢ao ultra-sonica realizada
em 19 de Abril de 1999. O peso do bago diminuiu em 350 g (de 1630 g na
tinha de base para 1280 g em 19 de Abril de 1999) (tabela 1; Figura 16).
Resultados Hematoldgicos:

O numero de células sangliineas brancas, as quais incluem
principalmente células B, diminuiu durante o curso do tratamento e nos dias
de acompanhamento (tabela 2; Figura 17). A proteina C-reativa (CRP) é
uma proteina de reacdo em fase aguda a qual reflete a ativagao das células
T e o efeito das citocinas pré-inflamatérias. Ela aumentou acentuadamente
apés a administragao de 10 ug de bscCD19xCD3, seguido por uma diminui-

¢ao continua durante os préximos 3 dias de observagdo (tabela 2; Figura
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18).

Resultados Imunolégicos:

O nivel de citocinas no soro, ¢ qual reflete a resposta imune
aguda a administracéo do composto, foi medido antes e em varios intervalos
apos a administracéo do novo composto. Os nhiveis de citocina no soro e do
receptor soluvel IL-2 foram medidos através de um ensaio ELISA quantitati-
vo de acordo com as instrugées do fabricante.

O fator de necrose de tumor TNF-c aumentou significativamente
de uma maneira dose-dependente dentro da primeira hora apds a adminis-
tracdo de bscCD19xCD83 (Figura 19). A interleucina 6 (IL-6) e intetleucina 8
(IL-8) também mostraram um aumento significativo e dose-dependente.
Seus niveis maximos foram observados 2 a 4 horas apds a administrac@o
do bscCD19xCD3 (Figuras 20, 21). Todas as citocinas retornaram aos ni-
veis de linha de base dentro de umas poucas horas.

O receptor solavel IL-2 foi elevado ja na linha de base, o que
pode ser explicado pela massa de células B malignas que expressam o re-
ceptor [L-2. Em seguida & administracdo do novo bscCD19xCD3, um au-
mento no receptor soluvel IL-2 fot observado, o que indica uma ativagao de
células efetuadoras (Figura 22).

Conclusao:

O novo bscCD19xCD3 foi administrado seguramente a uma pa-
ciente sofrendo de B-CLL reincidente. A capacidade de tolerancia do
bscCD19xCD3 em doses de 3 ug e 10 pg era aceitavel e péde ser bem
controlada por meio de medidas profilaticas e tratamento sintomatico.

0O novo bscCD19xCD3 causou uma retragao do bago e nédulos
lintaticos previamente edemasiados da paciente, conforme mostrado no
exame por ultra-som. Uma vez que o edemasiamento do bago e ndédulos
linfaticos é causado por infiltragcdes com células B malignas, a retragéo re-
flete a destruigho das células B malignas como um resultado da administra-
¢ao do bscCD19xCD83.

Em contraste acentuado a qualquer outro anticorpo CD19xCD3

biespecifico conhecido na técnica, o anticorpo CD19xCD3 biespecifico da
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invencao (bscCD19xCD3) exibe eficdcia clinica em linfoma néo-Hodgkin
derivado de células B, quando medido através da retragdo dos 6rgaos lin-
foides infiltrados por células B malignas. Vantajosamente, o bscCD19xCD3
provou ser clinicamente efetivo em doses surpreendentemente baixas, as
quais sdo bem toleradas apds administragdo sistémica. Assim, a eficacia
clinica do bscCD19xCD3 confirma sua excepcional atividade citotdxica,

conforme determinado in vitro.



Tabela 1; O efeito do bscCD19xCD3 sobre o tamanho do nodulos linfiticos ¢ hago em uma pacient sofrendo de finfo-
ma das células B
Medicdes pelo ultra-som
12de Abril de 1999 16.de Abritdet999 19 de Abril de 1999
5 Nodulos linfaticos
Abdominal 1)54 %29 14 mm 42 %30 x 13 mm £2x30x 13 mm
2)56x3Bx18mm  43x33x18mm 43x30x16mm
Y6xNTmm x3xRmm 47x32xBmn
Avlar Esquerdo  36x24x16mm  Mx2x15m 30x22x 14 mm
it Direto ~ 37x24x13mm  33x20% 11 mm 32x23x 14 mm
Bago PT0%146x69mm  265x13%x64mm 265 x128x 63 mm

1630 30g 1280

€9
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Os tamanhos de trés nodulos linfaticos abdominais, um nédulo
linfatico axilar esquerdo e um direito e do baco foram determinados e medi-
dos através de sonografia usando-se um dispositivo Toshiba SSA100. Os
tamanhos s&o fornecidos em trés dimensdes e em mm. O peso do bago foi

calculado a partir de sua dimenséo e densidade pelo ultra-som.



Tabela 2: Niveis de identificadores selecionados no sangue em resposta aos tratamentos com 0 hscCD19¥CD3

14 de Abril de(15 de Abril de|16 de Abril de|17 de Abri de; 18 de Abril de!19 de Abrl de
1999 1999 1999 1999 1999 1999
Unidades
GGT  |Ul 2 24 (manhd) 124 (6.00n) |96 8 87
- (noite) 107 (12.00h)
LH |ul B8 396 (manhd)  |548 7 Bt 5%
173 (noite)
Leucdcitos | Gpt 468 433 (manha) 36,9 370 283 36,6
22,3 (noitg)
Linfécitos % 85 56,8 (manhd)  |60,9 644 65,5 8 B
82,0 (noite)
GRP mdl <04 1,0 (manhd |52 25 20 07

0,7 {noite)

SS
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Os niveis de gama-glutamil transferase (GGT), deidrogenase de
lactato (LDH) e proteina C-reativa (CRP) foram determinados por meio de
métodos bioquimicos clinicos padrdes e sdo expressos como Unidades/ml
(GGT), Unidades/l (LDH} e mg/dl (CRP). O numero de leucdcitos & expresso
como Giga pontos/l € os nimeros de linfécitos sdo representados como o
percentual de leucécitos totais. Os niveis da linha de base em 14 de Abril de
1999, antes do tratamento, sdo fornecidos na primeira coluna. A resposta a
3 ug de bscCD19xCD3 em 15 de Abril (o0 qual foi administrado em 14 de
Abril) € mostrada na segunda coluna. A resposta a um segundo tratamento
com 10 pg de composto no mesmo dia € mostrada na terceira coluna. Os
niveis dos identificadores selecionados no sangue durante quatro dias em
seguida aos tratamentos com a droga sao fornecidos nas quatro ultimas

colunas.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo multifuncional de cadeia simples, caracterizado
pelo fato de que compreende:

(a) um primeiro dominio compreendendo um local de ligacdo de
uma cadeia de imunoglobulina ou um anticorpo que reconhece especifica-
mente o antigeno CD19; e

(b) um segundo dominio compreendendo um local de ligacédo de
uma cadeia de imunoglobulina ou um anticorpo que reconhece especifica-
mente o antigeno CD3 das células T humanas,

em que o referido primeiro dominio compreende pelo menos
uma CDR da regido V4 e V. compreendendo a sequéncia de aminoacido
codificada pela sequéncia de DNA representada na SEQ ID NO: 9 dos nu-
cleotideos 92 a 424 (V) e dos nucleotideos 470 a 841 (Vy);

em que o referido segundo dominio compreende pelo menos
uma CDR da regiao Vy e V. compreendendo a sequéncia de aminoacido
codificada pela sequéncia de DNA representada na SEQ ID NO: 9 dos nu-
cleotideos 857 a 1213 (Vu) e dos nucleotideos 1268 a 1585 (V)); e

em que os referidos dominios estdo dispostos na ordem
V. .CD19-V4CD19-V4CD3-V,CD3.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que os referidos dois dominios sé@o conectados através de um
ligante de polipeptideo.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracteri-
zado pelo fato de que os referidos primeiro e/ou segundo dominio imitam ou
correspondem a uma regiao Vy e Vi de um anticorpo natural.

4. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo € um anticorpo
monoclonal, um anticorpo sintético ou um anticorpo humanizado.

5. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
de 1 a 4, caracterizado pelo fato de que pelo menos um dos referidos domi-
nios € um fragmento de cadeia simples da regido variavel do anticorpo.

6. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagées
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de 2 a 5, caracterizado pelo fato de que o referido ligante de polipeptideo
compreende uma pluralidade de residuos de glicina, alanina e/ou serina.

7. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 2 a 6, caracterizado pelo fato de que o referido ligante de polipeptideo
compreende uma pluralidade de cépias consecutivas de uma sequéncia de
aminoacido.

8. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicacoes
de 2 a 7, caracterizado pelo fato de que o referido ligante de polipeptideo
compreende de 1 a 5 residuos de aminoacido.

9. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
de 2 a 8, caracterizado pelo fato de que o referido ligante de polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacido Gly Gly Gly Gly Ser.

10. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes de 1 a 9, caracterizado pelo fato de que:

(a) o referido local de ligagdo do primeiro dominio possui uma
afinidade de pelo menos cerca de 107 M: e/ou

(b) o referido local de ligagdo do segundo dominio possui uma
afinidade de pelo menos cerca de 107 M.

11. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindica-
coes de 1 a 10, caracterizado pelo fato de que é um anticorpo biespecifico
de cadeia simples.

12. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢oes de 1 a 11, caracterizado pelo fato de que compreendendo pelo menos
um outro dominio.

13. Polipeptideo de acordo com a reivindicagao 12, caracteriza-
do pelo fato de que o referido outro dominio é ligado através de liga¢des co-
valentes ou nao covalentes.

14. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 12 ou 13, carac-
terizado pelo fato de que o referido pelo menos outro dominio compreende
uma molécula efetuadora tendo uma conformagdo adequada para atividade
biolégica, capaz de capturar um ion ou de se ligar seletivamente a um supor-

te solido ou a um determinante pré-selecionado.
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15. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cbes 1 a 14, caracterizado pelo fato de que o referido polipeptideo compre-
ende um his-tag.

16. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢bes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que o referido polipeptideo compre-
ende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 10.

17. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que é represen-
tando pela SEQ ID NO: 9.

18. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o polinu-
cleotideo como definido na reivindicagao 17.

19. Célula procariética, de levedura ou unicelular, caracterizada
pelo fato de que é transfectada com o polinucleotideo como definido na rei-
vindicacao 17 ou o vetor como definido na reivindicagdo 18.

20. Método para o preparo do polipeptideo como definido em
qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 16, caracterizado pelo fato de que
compreende a cultura de uma célula como definida na reivindicacdo 19 e
isolamento do referido polipeptideo da cultura.

21. Composigao, caracterizada pelo fato de que compreende o
polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicagées de 1 a 16, o
polinucleotideo como definido na reivindicacdo 17 ou o vetor como definido
na reivindicagao 18.

22. Composicao de acordo com a reivindicagao 21, caracteriza-
da pelo fato de que € uma composicao farmacéutica opcionalmente ainda
compreendendo um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

23. Composigao de acordo com a reivindicagao 21, caracteriza-
da pelo fato de que é uma composi¢cao diagnostica opcionalmente ainda
compreendendo meios adequados para detecgoes.

24. Uso do polipeptideo como definido em qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 16, do polinucleotideo como definido na reivindicagao
17 ou do vetor como definido na reivindicacao 18, caracterizado pelo fato de
que € para a preparagao de uma composi¢cao farmacéutica para o tratamen-

to de malignidades das células B, doencgas auto-imunes mediadas pelas cé-
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lulas B ou a deplecao de células B.

25. Uso de acordo com a reivindicagdo 24, caracterizado pelo
fato de que a referida malignidade das células B ¢é linfoma de célula B, linfo-
ma de ndo-Hodgkin ou leucemia linfatica crénica derivada de célula B (B-
CLL).

26. Uso de acordo com a reivindicacdo 24, caracterizado pelo
fato de que a referida doenga auto-imune mediada por célula B € miastenia
grave, Morbus Basedow, tireoidite de Hashimoto ou sindrome de Goodpas-
ture.

27. Uso de polipeptideo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 16, do polinucleotideo como definido na reivindicagao 17
ou vetor como definido na reivindicagao 18, caracterizado pelo fato de que é
para a preparagao de uma composi¢ao farmacéutica para retardar uma con-
dicao patologica que é causada por disturbios relacionados as células B.

28. Uso de polinucleotideo como definido na reivindicagao 17 ou
o vetor como definido na reivindicagao 18, caracterizado pelo fato de que é
na preparacao de composi¢cdes para terapia genética.

29. Método para identificacéo de ativadores ou inibidores de ati-
vacgao ou estimulacdo das células T, caracterizado pelo fato de que compre-
ende:

| (a) a cultura de células T e células CD19 positivas, de preferén-

cia células B, na presenga de um polipeptideo como definido em qualquer

uma das reivindicagcbes de 1 a 16 e, opcionalmente, na presenga de um

componente capaz de proporcionar um sinal detectavel em resposta a ativa-

cao das células T com um composto a ser selecionado sob condigbes que
permitem a ativacao das células T; e

(b) detecgao da presenca ou auséncia de um sinal gerado a par-

tir da interacdo do composto com as células.
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FIG 1

Gel de SDS/Poliacrilamida , corado com azul Coomassie
de bsc CD19xCD3 Purificado
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FIG 3

Citotoxicidade de CD 19xCD3 em ensaio de liberagao S1¢r com
PBMC nao estimulado contra linhagens de célula B diferentes

B  bscCD19xCD3 (0,5ug/mi)
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FIG 4

Ensaio de Citotoxicidade com PBMC contra CD19+ Daudi e
células de plasmacitoma CD19 (L363 e NCI)
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FIG 5

Inibicao de Citotoxicidade de CD19xCD3 pelo
HD 37 anticorpo anti-CD19 parental
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FIG6

Ensaio de Citotoxicidade com PBMC's n3o estimulados contra
celulas Daudi apds adi¢do de quantidades aumentadoras de EGTA
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FIG 9
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FIG 10

Purificagdo de bscCL19xCD3
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FIG 11

Analise de SDS-Page de bsc CD19xCD3
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FIG 14
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FIG 16
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FIG 20
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RESUMO

Patente de Invengdo: "POLIPEPTIDEO MULTIFUNCIONAL DE CADEIA
SIMPLES, POLINUCLEOTIDEO, VETOR, CELULA PROCARIOTICA, DE
LEVEDURA OU UNICELULAR, COMPOSIGCAQ, USOS DE POLIPEPTI-
DEO E POLINUCLEOTIDEO E METODOS PARA PREPARO DO REFERI-
DO POLIPEPTIDEO E PARA IDENTIFICAGAO DE ATIVADORES OU INI-
BIDORES DE ATIVAGAO OU ESTIMULAGAO DAS CELULAS T".

A presente invengdo refere-se a novos polipeptideos multi-
funcionais de cadeia simples compreendendo pelo menos dois locais de li-
gagédo especificos para o antigeno CD19 e CD3, respectivamente. Ainda
proporcionados séo polipeptideos, em que o polipeptideo acima descrito
compreende pelo menos menos um outro dominio, de preferéncia de fungao
predeterminada. Além disso, polinucleotideos que codificam os referidos po-
lipeptideos, bem como vetores compreendendo os referidos polinucleotideos
e células hospedeiras transformadas com os mesmos e seu uso na produ-
¢ao dos referidos polipeptideos sao descritos. Além disso, composigdes, de
preferéncia composigdes farmacéuticas e diagndsticas, séo proporcionadas
compreendendo qualquer um dos polipeptideos, polinucleotideos ou vetores
antes descritos. Também é descrito o uso dos polipeptideos, polinucleoti-
deos e vetores antes mencionados para o preparo de composi¢cdes farma-
céuticas para imunoterapia, de preferéncia contra malignidades das células

B, tal como linfoma n&o-Hodgkin.
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