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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "FOR-
MULACOES DE ANTICORPO DE ANTI-PDL1, SEU USO, ARTIGO
DE FABRICACAO E COMPOSICAQ".

Referéncia Cruzada a Pedidos Relacionados

[0001] Este pedido reivindica o beneficio de prioridade do pedido
provisério no. de série 61/883.953, depositado em 27 de setembro de
2013, que é incorporado aqui por referéncia em sua totalidade.
Apresentacao da Listagem de Sequéncias em Arquivod e Texto ASCIL.
[0002] O conteludo da apresentacdo seguinte em Arquivo de Texto
ASCII é incorporado aqui por referéncia em sua totalidade: uma forma
de leitura por computador (CRF) da Listagem de Sequéncias (nome do
arquivo: 146392022040SEQLIST.TXT, dados registrados: 26 de se-
tembro de 2014, tamanho: 24 KB).

Campo da Invencéao

[0003] Esta invencao refere-se a formulacfes farmacéuticas aquo-
sas estaveis compreendendo anticorpos de anti-PDL1.

Antecedentes da Invencéao

[0004] A provisao de dois sinais distintos a células T € um modelo
amplamente aceito para a ativacéo de linfécito de linfocitos T restantes
por células de apresentacdo de antigeno (APCs), Lafferty e outros,
Aust. J. Exp. Biol. Med. ScL 53: 27-42 (1975). Este modelo ulterior-
mente prové a discriminagdo entre tolerancia auto e tolerancia nao-
auto e tolerancia imune, Bretscher e outros, Science 169: 1042-1049
(1970); Bretscher, P. A. P.N.A.S, USA 96: 185-190 (1999); Jenkins e
outros, J. Exp. Med. 165: 302-319 (1987). O sinal primério, ou sinal
especifico de antigeno, é transduzido através do receptor de célula T
(TCR) apo6s reconhecimento de peptideo de antigeno alheio apresen-
tado no contexto do complexo maior de histocompatibilidade (MHC). O
segundo sinal ou sinal co-estimulador é fornecido a células. T por mo-

|éculas co-estimuladoras expressas nas células de apresentacado de

Peticdo 870170072137, de 26/09/2017, péag. 5/14



2/149

antigeno (APCs), e induzem células T a promover expansao clonal,
secrecao de citocina e funcao efetora, Lenschow e outros, Ann. Ver.
Immunol, 14:233 (1996), Na auséncia de co-estimulacdo, células T
podem tornar-se refratarias a estimulacdo de antigeno, ndo montam
uma resposta imune eficaz, e ulteriormente podem resultar na exaus-
tdo ou na tolerancia a antigenos estranhos.

[0005] No modelo de dois sinais as células T recebem sinais co-
estimuladores secundarios tanto positivos quanto negativos. A regula-
cado de tais sinais positivos e negativos € critica para maximizar as
respostas imunes protetoras do hospedeiro, enquanto mantendo-se a
tolerancia imune e prevencdo autoimune. Sinais secundarios negati-
VOS parecem necessarios para a inducdo de tolerancia de célula T,
enguanto sinais positivos promovem ativacao da célula T. Enquanto o
modelo de dois sinais simples ainda prové uma explicacdo valida para
linfécitos nativos, uma resposta imune do hospedeiro é um processo
dindmico, e sinais co-estimuladores podem também ser providos a cé-
lulas T expostas a antigenos , O mecanismo de co-estimulacdo é de
interesse terapéutico porque a manipulacdo dos sinais co-
estimuladores tem mostrado prover um meio para ulteriormente melho-
rar ou terminar resposta imune com base em célula. Recentemente,
foi revelado que disfuncdo de célula T ou anergia ocorre concorrente-
mente com uma expressdo induzida sustentada do receptor inibitoério,
polipeptideo de morte programada 1 (PD-1). Como um resultado disso,
o direcionamento terapéutico de PD-1 e de outras moléculas que sina-
lizam através das interagbes com PD-1, tais como ligante de morte
programada 1 (PD-LI) e ligante de morte programada 2 (PD-L2) sao
uma area de interesse intenso.

[0006] PD-L1 é ultra-expresso em muitos canceres e esta frequen-
temente associado a progndstico pobre (Okazaki T e outros, Intern.
Immun. 2007 19(7): 813) (Thompson RH e outros, Cancer Res 2006,
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66(7):3381). De modo interessante, a maioria de linfocitos T de infiltra-
cao de tumor predominantemente expressam PD-1, em contraste com
linfécitos T em tecidos normais e linfécitos T de sangue periférico que
indicam que regulacdo para cima de PD-1 nas células T reativas a tu-
mor pode contribuir para respostas de antitumor diminuidas (Blood
2009 114(8):1537). Isto pode ser devido a exploracédo de sinalizacao
de PD-L1 mediada por expressdo de PD-L1 de células de tumor que
interagem com células T de expressdo de PD-1 para resultar na ate-
nuacdo de ativacdo de célula T e na evasdo de vigilancia imune
(Sharpe e outros, Nat Rev 2002) (Keir ME e outros, 2008 Annu. Rev.
Immunol, 26:677). Portanto, a inibicdo da interagcdo de PD-L1/PD-1
pode melhorar a morte de tumores mediada por célula de CD8+ T.
[0007] PD-1 de direcionamento terapéutico e outras moléculas que
sinalizam através de interacdes com PD-1, tais como ligante de morte
programada 1 (PD-L1) e ligante de morte programada 2 (PD-L2) sé&o
uma éarea de interesse intenso. A inibicdo de sinalizacdo de PD-L1 foi
proposta como meio para melhorar imunidade de célula T para o tra-
tamento de cancer (por exemplo, imunidade de tumor) e infecgéo, in-
cluindo tanto infeccdo aguda quanto infecgcéo cronica (por exemplo,
persistente). No entanto, como uma OGtima terapéutica dirigida nesta
trajetéria ainda ndo foi comercializada, uma necessidade médica nédo
satisfeita significativa existe.

[0008] Todas as referéncias citadas aqui, incluindo pedidos de pa-
tentes, publicacbes de patentes, e numeros de acesso UniPro-
tKB/Swiss-Prot s&o aqui incorporados por referéncia em sua totalida-
de, como se cada referéncia individual fosse especificamente e indivi-
dualmente indicada como sendo incorporada por referéncia.

Sumario da Invencéao

[0009] Sao aqui providas formulacdes farmacéuticas aquosas es-

taveis compreendendo um anticorpo. A formulagcdo compreende um
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anticorpo (por exemplo, um anticorpo de anti-PDL1), um tamp&o, saca-
rose, e um tensoativo, em que a formulacdo tem um pH de cerca de
5,0 acercade 7,0.

[0010] Em um aspecto, € provida aqui uma formulacdo farmacéuti-
ca aquosa estavel, a formulacdo compreendendo um anticorpo mono-
clonal de anti-PDL1 em uma concentragao de cerca de 40 mg/ml a
cerca de 125 mg/ml, acetato de histidina ou acetato de sédio em uma
concentracao de cerca de 15 mM a cerca de 25 mM, sacarose em
uma concentracao de cerca de 60 mM a cerca de 240 mM, polissorba-
to em uma concentracao de cerca de 0,005% (p/v) a cerca de 0,06%
(p/v), e pH cerca de 5,0 a cerca de 6,3.

[0011] Em algumas concretizagbes, o anticorpo monoclonal na
formulacdo é cerca de 40 mg/ml a cerca de 80 mg/ml. Em algumas
concretizagbes, o anticorpo monoclonal na formulagdo é cerca de 54
mg/ml a cerca de 66 mg/ml. Em algumas concretizacdes, 0 anticorpo
monoclonal na formulacdo é cerca de 60 mg/ml. Em algumas concreti-
zacgdes, o anticorpo monoclonal na formulacéo é cerca de 60 mg/ml a
cerca de 125 mg/ml. Em algumas concretizagdes, o anticorpo mono-
clonal na formulacéo é cerca de 125 mg/ml.

[0012] Em algumas concretizacdes, o dito acetato de histidina ou
acetato de sédio na formulacdo esta em uma concentracdo de cerca
de 17 mM a cerca de 22 mM. Em algumas concretizacdes, o dito ace-
tato de histidina ou acetato de sédio na formulacdo estda em uma con-
centracao de cerca de 20 mM.

[0013] Em algumas concretizacdes, a dita sacarose na formulacéo
€ cerca de 60 mM a cerca de 180 mM. Em algumas concretizacfes, a
dita sacarose na formulagéo é cerca de 120 mM. Em algumas concre-
tizacdes, a dita sacarose na formulacao é cerca de 240 mM.

[0014] Em algumas concretizacdes, a formulacao tem um pH de

cerca de 5,5 a cerca de 6,1. Em algumas concretizagbes, a formula-
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cao tem um pH de cerca de 5,5 ou cerca de 5,8.

[0015] Em algumas concretizacdes, o dito polissorbato na formula-
cao é polissorbato 20. Em algumas concretizac@es, o dito polissorbato
(por exemplo, polissorbato 20) na formulacdo é cerca de 0,02% a cer-
ca de 0,04%.

[0016] Em algumas concretizacOes, o dito anticorpo monoclonal na
formulacéo é cerca de 60 mg/ml de sacarose na formulacéo é cerca de
120 mM, e pH é cerca de 5,8. Em algumas concretizacdes, o dito anti-
corpo monoclonal na formulacao é cerca de 125 mg/ml de sacarose na
formulacéo é cerca de 240 mM, e pH é cerca de 5,5.

[0017] Em algumas concretizagdes, a formulagcdo compreende um
anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo de anti-PDL1 des-
crito aqui) em uma quantidade de cerca de 60 mg/mL de acetato de
histidina em uma concentracédo de cerca de 20 mM, sacarose em uma
concentracdo de cerca de 120 mM, e polissorbato que é polissorbato
20 em uma concentracdo de 0,04% (p/v), e a formulacdo tem um pH
de cerca de 5,8.

[0018] Em algumas concretizagdes, a formulacdo compreende um
anticorpo monoclonal em uma quantidade de cerca de 125 mg/mL de
acetato de histidina em uma concentracao de cerca de 20 mM, saca-
rose em uma concentracdo de cerca de 240 mM, e polissorbato que é
polissorbato 20 em uma concentracdo de 0,02%, and a formulacéo
tem um pH de cerca de 5,5.

[0019] Em algumas concretizacdes, o dito anticorpo monoclonal na
formulagcdo ndo esta sujeito a liofilizacdo anterior. Em algumas concre-
tizacOes, o dito anticorpo monoclonal na formulagdo € um anticorpo de
comprimento total. Em algumas concretiza¢des, o dito anticorpo mo-
noclonal na formulacdo é um anticorpo de IgG1. Em algumas concreti-
zagOes, o dito anticorpo monoclonal na formulacdo é um anticorpo

humanizado. Em algumas concretizacdes, o dito anticorpo monoclonal
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na formulacdo é um fragmento de anticorpo compreendendo uma re-
gido de ligacdo de antigeno. Em algumas concretiza¢des, o fragmento
de anticorpo é um fragmento de Fab ou de F(ab'),.
[0020] Em algumas concretizacOes, o dito anticorpo monoclonal na
formulagc&o compreende

(a) uma regido variavel de cadeia leve compreendendo:

(1) HVR-L1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 1);

(2) HVR-L2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
SASFLYS (SEQ ID NO: 2);

(3) HVR-L3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
QQYLYHPAT (SEQ ID NO: 3); e

(b) uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo:

(1) HVR-H1 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
GFTFSDSWIH (SEQ ID NO: 4);

(2) HVR-H2 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
AWISPYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO: 5);

(3) HVR-H3 compreendendo a sequéncia de aminoacidos
RHWPGGFDY (SEQ ID NO: 6),
[0021] Em algumas concretizacdes, o dito anticorpo monoclonal na
formulagdo compreende uma regido variavel de cadeia leve compre-
endendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7, e uma regiéo
variavel de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodci-
dos de SEQ ID NO: 8. Em algumas concretizagdes, o dito anticorpo
monoclonal na formulacdo compreende uma regido variavel de cadeia
leve tendo pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade de sequéncia
com a regido variavel de cadeia leve tendo a sequéncia de aminodci-
dos de SEQ ID NO: 7, and uma regido variavel de cadeia pesada ten-
do pelo menos 85% , 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
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94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade com a regido vari-
avel de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 8. Em algumas concretizagdes, o dito anticorpo monoclonal na
formulacdo compreende uma regido variavel de cadeia leve compre-
endendo a sequéncia de aminoécidos de SEQ ID NO: 7, e uma regido
variavel de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminodci-
dos de SEQ ID NO: 32. Em algumas concretizacdes, o dito anticorpo
monoclonal na formulacdo compreende uma regido variavel de cadeia
leve tendo pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade de sequéncia
com a regido variavel de cadeia leve tendo a sequéncia de aminodci-
dos de SEQ ID NO: 7, and uma regido variavel de cadeia pesada ten-
do pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identidade com a regido varia-
vel de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 32, Em algumas concretizacfes, o dito anticorpo monoclonal na
formulagdo compreende uma cadeia leve compreendendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, e uma cadeia pesada compreen-
dendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Em algumas
concretizagdes, o dito anticorpo monoclonal na formulagdo compreen-
de uma cadeia leve tendo pelo menos 85%, 86%, 87%, 88%, 89%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% de identi-
dade de sequéncia com a cadeia leve tendo a sequéncia de aminoaci-
dos de SEQ ID NO: 9, e uma cadeia pesada tendo pelo menos 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, ou 99% de identidade com a cadeia pesada tendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

[0022] Em algumas concretizacdes, a formulacdo compreendendo
o anticorpo € armazenado em um frasco de vidro ou um recipiente de

liga de metal. Em algumas concretizacoes, a liga de metal € aco inoxi-
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davel 316L ou hastelloy. Em algumas concretizacdes, a formulacédo é
estavel a 2-8°C por pelo menos 6 meses, pelo menos 12 meses, pelo
menos 18 meses ou pelo menos 24 meses. Em algumas concretiza-
cbes, o anticorpo na formulacdo retém, depois da armazenagem, pelo
menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de
85%, pelo menos cerca de 90% da atividade bioldgica antes da arma-
zenagem. Em algumas concretizacdes, a atividade biologica € medida
por ligacdo de anticorpo a PD-L1.

[0023] Em algumas concretizacdes, a formulacdo descrita aqui é
estéril. Em algumas concretizacdes, a formulagdo descrita aqui é ade-
guada como sendo administrada a um individuo. Em algumas concre-
tizacdes, a formulacdo descrita aqui € para administracdo intravenosa
(V).

[0024] Em um outro aspecto, provido aqui é um artigo de fabrica-
cao ou kit compreendendo um recipiente que retém qualquer uma da
formulacdo farmacéutica aquosa estavel descrita acima e aqui. Em
algumas concretizagdes, o recipiente é um frasco de vidro ou um reci-
piente de liga de metal. Em algumas concretizacdes, a liga de metal is
aco inoxidavel 316L ou hastelloy.

[0025] Em um outro aspecto, provido aqui € um método de trata-
mento de uma doenca ou um disturbio em um individuo compreen-
dendo administragcdo de uma quantidade eficaz de a formulagdo des-
crita aqui ao individuo, em que a doenca ou a distlrbio é selecionada
do grupo que consiste em infeccéo, cancer, e doenca inflamatoria.
[0026] Deve ser entendido que uma, alguma, ou a totalidade das
propriedades das varias concretizacdes descritas aqui podem ser
combinadas para formar outras concretizagdes da presente invencao,
Esses e outros aspectos da invencéo se tornarao evidentes por aquele
de habilidade na técnica. Essas e outras concretizacdes da invencao

séo ulteriormente descritas pela descricdo detalhada que se segue.
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Breve Descricdo dos Desenhos

[0027] A Fig. 1 € uma série de graficos que mostram analise esta-
tistica de dados de estabilidade de formulacfes de a-PDL1 a 40T por
ICIEF por uso de software JMP. A) Perda de taxa de pico principal
média a partir de desenho de experiéncias (DOE) fracional fatorial. B)
Andlise de pico principal a partir de DOE fracional fatorial. Pico princi-
pal contém espécie carregada de a-PDL1 com o mesmo pH que o pl
(ponto isoelétrico) da molécula.

[0028] A Fig. 2 é uma série de graficos que mostram analise esta-
tistica de dados de estabilidade de formulacfes de a-PDL1 a 25T por
CIEF por uso de software JMP. A) Perda de taxa de pico principal
média a partir de desenho de experiéncias (DOE) fracional fatorial. B)
Andlise de pico principal a partir de DOE fracional fatorial. Pico princi-
pal contém espécie carregada de a-PDL1 com o mesmo pH que o pl
(ponto isoelétrico) da molécula.

[0029] A Fig. 3 é uma série de graficos que mostram analise esta-
tistica de dados de estabilidade de formulacfes de a-PDL1 a 40T por
SE-HPLC por uso de software JMP. A) Perda de taxa de pico principal
média a partir do desenho de experiéncias (DOE) fatorial fracional. B)
Andlise de pico principal a partir de DOE fracional fatorial. Pico princi-
pal contém mondmero de a-PDL1.

[0030] A Fig. 4 é uma série de graficos que mostram analise esta-
tistica de dados de estabilidade de formulacfes de a-PDL1 a 25T por
SE-HPLC por uso de software JMP. A) Perda de taxa de pico principal
média a partir do desenho de experiéncias (DOE) fatorial fracional. B)
Andlise de pico principal a partir do DOE fatorial fracional. Pico princi-
pal contém mondémero de a-PDL1.

[0031] A Fig. 5 é um grafico que mostra falta de degradacéo de
PS20 significativa de varias formulacdes de a-PDL1 armazenadas em

varias temperaturas e tempo. Grafico de percentagem (%) PS20 que
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permanece na formulacdo como detectado por detector de disperséo
de luz evaporativa (ELSD) em F1 através das formulacdes de F10, a é
tempo zero (TO0); b é 40C, 1M; c é 25T, 2M; d é 5° C, 2M; e é 5T,

6M; f é 5C, 6M, frasco de vidro de 20cc (GV), carga alta; e g é 5T,

6M, frasco de vidro de 20cc (GV), carga baixa.

[0032] A Fig. 6 € uma série de graficos que mostram estabilidade
de formulagbes de a-PDL1 armazenadas a -20C ou 5T por até 6

meses em um frasco de vidro (GV), A) Grafico de percentagem (%) de
mondmero nas formulacdes depois dos cinco ciclos congelamento e
descongelamento durante a armazenagem a -20C pelo tempo indica-
do. B) Grafico de percentagem (%) de monémero nas formulacdes
armazenadas a 5C pelo tempo indicado. C) Grafico de percentagem
(%) de pico principal obtido a partir da formulacdo depois de cinco ci-
clos de congelamento e descongelamento durante a armazenagem a -
20T pelo tempo indicado. D) Grafico de percentagem (%) de pico
principal obtido a partir da formulagdo armazenada a 5T pelo tempo
indicado.

[0033] A Fig. 7 € uma série de graficos que mostram estabilidade
de uma formulacdo de a-PDL1 depois de trés ciclos de congelamento
e descongelamento e armazenagem em uma minilata de aco inoxida-
vel ou hastelloy. A) Grafico de percentagem (%) de mondmero na
formulacdo depois da armazenagem na temperatura indicada por 3
meses. B) Grafico de percentagem (%) de pico principal na formulagéo
depois da armazenagem na temperatura indicada por 3 meses.

[0034] A Fig. 8 € uma série de graficos que mostram estabilidade
de uma armazenagem de formulacdo de a-PDL1 em um frasco de
20cc, A) Gréfico de percentagem (%) de mondmero na formulagéo
depois da armazenagem na temperatura indicada por 3 meses. B)
Gréfico de percentagem (%) de pico principal na formulagdo depois da

armazenagem na temperatura indicada por 3 meses.
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[0035] A Fig. 9 € uma série de graficos que mostram estabilidade
de formula¢gbes de a-PDL1 contendo varias concentracfes de PS20
guando agitadas em frasco de vidros. A) Grafico de percentagem (%)
de monémero em formulacdes depois da agitacao pelo tempo indicado
a temperatura ambiente. B) Grafico de turvacdo como medido por ab-
sorbancia a 350 nm depois da agitacao pelo tempo indicado a tempe-
ratura ambiente.

[0036] A Fig. 10 é um grafico que mostra estabilidade de formula-
cOes de a-PDL1 armazenadas no frasco de vidros por um periodo de
tempo nas temperaturas indicadas e entdo submetidos a agitacéo,
Percentagem de mudanca de mondmero nas formulac6es foi medida
por SEC.

[0037] A Fig. 11 é uma série de graficos que mostram compatibili-
dade da taxa de perda de a-PDL1 por semana com diminuigéo de pH.
A) Grafico de percentagem (%) de perda de monémero por semana na
formulacdo depois da armazenagem a 40°C. B) Grafico de percenta-
gem (%) de perda de pico principal por semana na formulacdo depois
da armazenagem a 40<C.

Descricédo Detalhada

I. Definigdes.

[0038] Antes de descrever a invencdo em detalhes, deve ser en-
tendido que esta invencdo ndo é limitada a composicfes particulares
ou sistemas biologicos, que podem, naturalmente, variar. Deve ser en-
tendido que a terminologia usada aqui € para apenas a finalidade de
descricdo das concretizagOes particulares, e pretende-se que nao seja
limitante, Como usado neste relatério e as reivindicacdes anexas, as

formas singular "um", "uma”, "0" e "a" incluem referentes plurais a néo
ser que o conteudo claramente dite de outro modo. Assim, por exem-
plo, referéncia a "uma molécula" opcionalmente inclui uma combinacéo

de duas ou mais de tais moléculas, e semelhantes.
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[0039] O termo "cerca de" como usado aqui refere-se a faixa de
erro usual para o valor respectivo prontamente conhecida pela pessoa
versada no campo técnico, Referéncia a "cerca de" um valor ou para-
metro aqui inclui (e descreve) concretizacdes que sdo dirigidas aquele
valor ou parametro per se.

[0040] E entendido que aspectos e concretizacdes da invencdo

descritos aqui incluem "compreendendo,” "que consiste," e "que con-
siste essencialmente de" aspectos e concretizacdes.

[0041] O termo "formulacédo farmacéutica" refere-se a uma prepa-
racdo que é de tal forma que seja permitida a atividade bioldgica do
ingrediente ativo a ser eficaz, e que contém nenhum componente adi-
cional que séo inaceitavelmente toxicos a um individuo ao qual a for-
mulacdo seria administrada. Tais formulagBes sdo estéreis, Excipien-
tes "farmaceuticamente aceitaveis" (veiculos, aditivos) sdo aqueles
gue podem razoavelmente ser administrados a um mamifero objeto
para prover uma dose eficaz do ingrediente ativo empregado.

[0042] Uma formulacédo "estéril* & acético ou livre ou essencial-
mente livre de todos 0s microorganismos Vivos e Seus esporos.

[0043] Uma formulacdo "congelada"™ é uma em uma temperatura
abaixo de 0°C. Em geral, a formulacdo congelada néo é seca por con-
gelamento, nem é submetida a liofilizacdo anterior ou subsequente.
Em certas concretizagdes, a formulacdo congelada compreende subs-
tancia de farmaco congelada para armazenagem (no tanque de aco
inoxidavel) ou produto de farmaco congelado (na configuracéo de fras-
co final).

[0044] Uma formulacao "estavel" € uma em que a proteina ali es-
sencialmente retém sua estabilidade fisica e/ou estabilidade quimica
e/ou atividade biolégica na armazenagem. De preferéncia, a formula-
cdo essencialmente retém sua estabilidade fisica e estabilidade quimi-

ca, bem como sua atividade biol6gica na armazenagem. O periodo de
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armazenagem é em geral selecionado com base na vida de prateleira
pretendida da formulacdo. Véarias técnicas analiticas para a medicao
da estabilidade de proteina estao disponiveis na técnica e sao revistas
em Peptide and Proteina Drug Delivery, 247-301, Vincent Lee Ed.,
Marcel Dekker, Inc,, New York, N.Y., Pubs, (1991) and Jones, A.
Adv.Drug Delivery Rev, 10: 29-90 (1993), por exemplo. Estabilidade
pode ser medida em uma temperatura selecionada por um periodo de
tempo selecionado. Estabilidade pode ser qualitativamente e/ou quan-
titativamente avaliada em uma variedade de diferentes modos, incluin-
do avaliacdo de formacédo de agregado (por exemplo, uso de cromato-
grafia de exclusdo por tamanho, por medicdo de turvacéo, e/ou por
inspecédo visual); por avaliacdo de heterogeneidade de carga usando-
se cromatografia de troca de cations, focalizacédo isoelétrica capilar de
imagem (iclEF) ou eletroforese de zona capilar; analise de sequéncia
amino-terminal ou carboxi-terminal; andlise de espectométrica de
massa; analise de SDS-PAGE para comparar anticorpo reduzido ou
intacto; andlise de mapa de peptideos (por exemplo, triptico ou LYS-
C); avaliacao de atividade biolégica ou funcéo de ligacdo de antigeno
do anticorpo; etc, Instabilidade pode envolver qualquer uma ou mais
de: agregacdo, desamidacao (por exemplo, desamidacdo de Asn),
oxidacéao (por exemplo, oxidacado de Met), isomerizacao (por exemplo,
isomerizacdo de Asp), grampeamento/hidrolise/fragmentacdo (por
exemplo, fragmentacao de regido de articulacédo), formacéo de succi-
nimida, cisteina(s) desemparelhada(s), extensdo N-terminal, proces-
samento C-terminal, diferencas de glicosilacéo, etc.

[0045] Uma proteina "retém sua estabilidade fisica" em uma for-
mulacao farmacéutica se ela mostrar nenhum sinal ou muito pouca de
agregacao, precipitacdo e/ou desnaturacdo no exame visual de cor
e/ou claridade, ou como medida por dispersédo de luz UV ou por cro-

matografia de exclusao por tamanho.
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[0046] Uma proteina "retém sua estabilidade quimica” em uma
formulagcédo farmacéutica, se a estabilidade quimica em um dado tem-
po for tal que a proteina for considerada para ainda reter sua atividade
biol6gica como definida abaixo. Estabilidade quimica pode ser avalia-
da por deteccao e gquantificagcado de formas quimicamente alteradas da
proteina, Alteracdo quimica pode envolver modificacdo de tamanho
(por exemplo, corte) que pode ser avaliada usando-se cromatografia
de exclusdo por tamanho, SDS-PAGE e/ou ionizagcdo de dessorgcao
auxiliada por matriz/espectrometria de massa de tempo de voo (MAL-
DI/TOF MS), por exemplo. Outros tipos de alteragdo quimica incluem
alteracdo de carga (por exemplo, que ocorre como um resultado de
desamidacéao) que podem ser avaliadas por cromatografia de troca de
fons ou iclEF, por exemplo,

[0047] Um anticorpo "retém sua atividade biologica” em uma for-
mulacdo farmacéutica, se a atividade bioldgica do anticorpo em um
dado tempo for pelo menos cerca de 60% (dentro dos erros do ensaio)
da atividade biolégica exibia ao mesmo tempo da formulacédo farma-
céutica foi preparada como determinado em um ensaio (por exemplo,
um ensaio de ligacdo de antigeno). Outros ensaios de "atividade biolo-
gica" para anticorpos sao elaborados aqui mais abaixo.

[0048] Como usado aqui, "atividade biologica" de um anticorpo
monoclonal inclui a capacidade do anticorpo para se ligar a antigeno e
gue resulta em uma resposta biolégica mensuravel que pode ser me-
dida in vitro ou in vivo.

[0049] Um anticorpo monoclonal "desamidado” aqui € um em que
um ou mais seus residuos de aspargina foram derivatizados, por
exemplo, a um acido aspartico ou um acido isso-aspartico,

[0050] Um anticorpo monoclonal "oxidado" aqui € um em que um
ou mais residuo de triptofano e/ou um ou mais sua metionina

foi(foram) oxidado(s).
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[0051] Um anticorpo monoclonal "glicado” aqui € um em que um
ou mais seu residuo de lisina foi(foram) glicado(s).

[0052] Um anticorpo que é "suscetivel a desamidacao” é um com-
preendendo um ou mais residuo, que demonstrou ser propenso a de-
samidar,

[0053] Um anticorpo que € "suscetivel a oxidacdo" é um compre-
endendo um ou mais residuo, que demonstrou ser propenso a oxidar.
[0054] Um anticorpo que é "suscetivel a agregacdo” € um que de-
monstrou agregar entr si molécula(s) de anticorpo, especialmente no
congelamento e/ou agitacao.

[0055] Um anticorpo que é "suscetivel a fragmentacdo" é um que
demonstrou ser clivado em dois ou mais fragmentos, por exemplo, em
uma sua regiao de articulacéo.

[0056] Por "reducdo de desamidacédo, oxidacdo, agregacdo, ou
fragmentacdo" é destinado a prevencédo ou diminuicdo da quantidade
de desamidacao, oxidacao, agregacédo, ou fragmentacdo em relacao
ao anticorpo monoclonal formulado em uma formulacéo diferente.
[0057] O anticorpo que é formulado é de preferéncia essencial-
mente puro e desejavelmente essencialmente homogéneo (por exem-
plo, livre de proteinas contaminantes etc,). Anticorpo "essencialmente
puro” significa uma composi¢cdo compreendendo pelo menos cerca de
90% em peso do anticorpo, com base no peso total de proteinas na
composicao, de preferéncia pelo menos cerca de 95% em peso, Anti-
corpo “"essencialmente homogéneo" significa uma composicdo com-
preendendo pelo menos cerca de 99% em peso de anticorpo, com ba-
se no peso total de proteinas na composicao.

[0058] Por "isotbnico" quer se dizer que a formulacéo de interesse
tem essencialmente a mesma pressdo osmotica que sangue humano,
Formulacdes isotdnicas em geral tém uma pressao osmotica de cerca

de 250 a 350 mOsm, Isotonicidade pode ser medida usando-se uma
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pressao de vapor ou osmdémetro de tipo congelamento com gelo, por
exemplo.

[0059] Como usado aqui, "tampé&o” refere-se a uma solucao tam-
ponada que resiste mudancas em pH pela acdo de seus componentes
de conjugado de acido-base. O tampéo desta invencéo de preferéncia
tem um pH na faixa de cerca de 4,5 a cerca de 7,0, de preferéncia de
cerca de 5,6 a cerca de 7,0, por exemplo, de 5,6 a 6,9, 5,7a6,8,5,8a
6,7,59a6,6,59a6,5, 6,0, 60a6,4, oub6,1 a6,3. Em uma concreti-
zacdo o tampao tem um pH 5,6, 5,7, 5,8, 5,9, 6,0, 6,1, 6,2, 6,3, 6,4,
6,5, 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, ou 7,0. Por exemplo, fosfato de sddio € um
exemplo de tampdes que controlardo o pH nesta faixa.

[0060] Como usado aqui, um "tensoativo" refere-se a um agente
tensoativo, de preferéncia um tensoativo ndo ionico. Exemplos dos
tensoativos aqui incluem polissorbato (por exemplo, polissorbato 20 e,
polissorbato 80); poloxamero (por exemplo, poloxamero 188); Triton;
sulfato de dodecila de sodio (SDS); sulfato de laurila de sodio; glicosi-
deo octila de sédio; lauril-, miristil-, linoleil-, ou estearil-sulfobetaina;
lauril-, miristil-, linoleil- ou estearil-sarcosina; linoleil-, miristil-, ou cetil-
betaina; lauroamidopropil-, cocamidopropil-, linoleamidopropil-, miris-
tamidopropil-, palmidopropil-, ou isostearamidopropil-betaina (por
exemplo, lauroamidopropila); miristamidopropil-, palmidopropil-, ou
isoestearamidopropil-dimetilamina; metil cocoil- taurato de sodio, ou
metil oleil-taurato de dissodio; e a série MONAQUATR (Mona Industri-
es, Inc., Patorson, N.J.); polietil glicol, polipropil glicol, e copolimeros
de etileno e propileno glicol (por exemplo, Pluronics, PF68 etc); etc.
Em uma concretizacédo, o tensoativo aqui € polissorbato 20.

[0061] Em um sentido farmacoldgico, no contexto da invengéo,
uma "guantidade terapeuticamente eficaz" de um anticorpo refere-se a
uma quantidade eficaz na prevencdo ou no tratamento de um disturbio

para o tratamento do qual o anticorpo é eficaz. Um "disturbio" € qual-
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guer condicdo que se beneficiaria a partir do tratamento com o anti-
corpo. Isso inclui desordens ou doencas cronicas e agudas incluindo
aquelas condi¢cdes patoldgicas que predispdem o mamifero a distarbio
em questao.

[0062] Um "conservante" é um composto que pode ser opcional-
mente incluido na formulacdo para essencialmente reduzir acdo bacte-
riana ali, assim facilitando a producdo de uma formulacdo de multiplos
usos, por exemplo. Exemplos de conservantes potenciais incluem clo-
reto de octadecildimetilbenzil amonio, cloreto de hexametonio, cloreto
de benzalcdnio (uma mistura de cloretos de alquilbenzildimetilamdnio
em que os grupos alquila sdo compostos de cadeia longa), e cloreto
de benzetbnio. Outros tipos de conservantes incluem alcoois aromati-
cos tais como alcool fendlico, butilico e benzilico, alquil parabenos tais
como metil ou propil parabeno, catocol, resorcinol, cicloexanol, 3-
pentanol, e m-cresol. Em uma concretizacédo, o conservante aqui é al-
cool benzilico.

[0063] Como usado aqui, o termo "tratamento" refere-se a inter-
vencao clinica projetada para alterar o curso natural do individuo ou
célula a ser tratado durante o curso da patologia clinica. Efeitos dese-
javeis de tratamento incluem diminuicdo da taxa de progressao de do-
enca, melhoramento ou alivio do estado da doenca, e remissdo ou
prognostico aperfeicoado. Por exemplo, um individuo é "tratado” com
sucesso se um ou mais sintomas associados a cancer forem mitigados
ou eliminados, incluindo, mas nao sé&o limitados a, reducéo da prolife-
racdo de (ou destruicdo) células cancerosas, diminuicdo de sintomas
gue resultam da doenca, aumento da qualidade de vida daqueles que
sofrem da doenca, diminuicdo da dose de outras medicacfes exigidas
para tratar a doenca, atraso da progressao da doenca, e/ou prolonga-
mento da sobrevivéncia de individuos.

[0064] Como usado aqui, "progressédo do atraso de uma doenca"
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significa defender, articular, diminuir, retardar, estabilizar, e/ou adiar o
desenvolvimento doenca (tal como cancer). Este atraso pode ser de
comprimentos variaveis de tempo, dependendo da histéria da doenca
e/ou individuo a ser tratado. Como € evidente por aquele de habilidade
na técnica, um atraso suficiente ou significativo pode, com efeito, inclu-
ir prevencédo, pelo fato de que o individuo ndo desenvolve a doenca.
Por exemplo, um cancer de estagio tardio, tal como desenvolvimento
de metéstase, pode ser retardado.

[0065] Uma "quantidade eficaz" € pelo menos a quantidade mini-
ma exigida para efetuar um aperfeicoamento ou prevencdo mensura-
vel de um disturbio particular. Uma quantidade eficaz aqui pode variar
de acordo com fatores tais como estado da doenca, idade, sexo e pe-
so do paciente, e a capacidade do anticorpo de eliciar uma resposta
desejada no individuo. Uma quantidade eficaz é também uma em que
guaisquer efeitos toxicos ou nocivos do tratamento excediam o valor
pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Para o uso profilatico, resul-
tados benéficos ou desejados incluem resultados tal como eliminacéo
ou reducdo do risco, diminuicdo da severidade, ou atraso do inicio da
doenca, incluindo sintomas bioquimicos, histolégicos e/ou comporta-
mentais da doenca, suas complicacfes e fendtipos patoldgicos inter-
mediarios durante o desenvolvimento da doenca. Para o uso terapéu-
tico, resultados benéficos ou desejados incluem resultados clinicos tal
como diminuicdo um ou mais sintomas que resultam da doenca, au-
mento da qualidade de vida daqueles que sofrem da doenca, diminui-
cao da dose de outras medicacgdes exigidas para tratar a doenca, efei-
to de melhoramento de uma outra medicacao tal como via direciona-
mento, atraso da progressdo da doenca, e/ou prolongamento da so-
brevivéncia, No caso de cancer ou tumor, uma guantidade eficaz do
farmaco pode ter o efeito na reducdo do numero de células de cancer;

reducdo do tamanho de tumor; inibicdo de (isto é, diminuir em alguma
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extensdo ou desejavelmente parar) infiltracdo de célula de cancer para
dentro de orgéos periféricos; inibir (isto é, diminuir em alguma exten-
sdo e desejavelmente parar) metastase de tumor; inibicdo em alguma
extensdo de crescimento de tumor; e/ou alivio em alguma extenséo de
um ou mais dos sintomas associados a disturbio. Uma quantidade efi-
caz pode ser administrada em uma ou mais administracdes. Para as
finalidades desta invencdo, uma quantidade eficaz de farmaco, com-
posto, ou composicao farmacéutica é uma quantidade suficiente para
realizar tratamento profilatico ou terapéutico ou diretamente ou indire-
tamente. Como é entendido no contexto clinico, uma quantidade eficaz
de um farmaco, composto ou composi¢cao farmacéutica pode ou nao
pode ser conseguido em combinacdo com um outro farmaco, compos-
to, ou composicao farmacéutica, Assim, uma "quantidade eficaz" pode
ser considerada no contexto de administragcdo de um ou mais agentes
terapéuticos, e um unico agente pode ser considerado como sendo
dado em uma quantidade eficaz se, em combinagcdo com um ou mais
outros agentes, um resultado desejavel pode ser ou é conseguido.
[0066] Como usado aqui, "em combinacdo com" refere-se a admi-
nistracdo de uma modalidade de tratamento além de uma outra moda-
lidade de tratamento. Como tal, "em combinag¢do com" refere-se a ad-
ministracdo de uma modalidade de tratamento antes, durante, ou de-
pois da administracdo da outra modalidade de tratamento ao individuo.
[0067] Um "distarbio" € qualquer condicdo que se beneficiaria do
tratamento incluindo, mas néo limitada a, desordens ou doengas croni-
cas e agudas incluindo aquelas condicfes patoldgicas que predispdem
o mamifero a distlrbio em questao.

[0068] Os termos "distarbio proliferativa de célula” e "disturbio pro-
liferativa" referem-se a desordens que estdo associadas a algum grau
de proliferacdo de célula anormal. Em uma concretizacéo, a distarbio

proliferativa de célula é cancer. Em uma concretizacao, a distarbio pro-
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liferativa de célula é um tumor.

[0069] "Tumor”, como usado aqui, refere-se a totalidade de prolife-
racdo e crescimento de célula neoplasica, se maligno ou benigno, e
todas as células e tecidos pré-cancerosas e cancerosas. Os termos

"cancer", "canceroso",

distarbio proliferativa de célula”, "distarbio proli-
ferativa" e "tumor" ndo sdo mutualmente exclusivos como relacionados
aqui.

[0070] Os termos "cancer" e "canceroso" referem-se a ou descre-
vem a condicdo fisiolégica em mamiferos que € tipicamente caracteri-
zado pelo crescimento de célula desregulado. Exemplos de cancer in-
cluem mas nao sao limitados a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarco-
ma, e leucemia ou malignidades linféides, Mais particular exemplos de
tais cancer incluem, mas nédo limitados a, cancer de célula escamosa
(por exemplo, cancer de célula escamosa epitelial), cancer de pulméao
incluindo cancer de pulméo de célula pequena, cancer de pulméo de
célula ndo pequena, adenocarcinoma do pulmao e carcinoma esca-
moso do pulmao, cancer do peritdbneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrico ou cancer de estbmago incluindo cancer gastrointestinal e
cancer estromal gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma,
cancer cervical, cancer ovariano, cancer de figado, cancer de bexiga,
cancer do trato urinario, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon,
cancer retal, cancer de colorretal, carcinoma endometrial ou uterino,
carcinoma de glandula salivar, cancer de rim ou renal, cancer de prés-
tata, cancer da vulva, cancer de tirdide, carcinoma hepatico, carcinoma
anal, carcinoma peniana, melanoma, melanoma de espalhamento su-
perficial, melanoma de lentigo maligno, melanomas lentiginosos acrais,
melanomas nodulares, mieloma multiplo e linfoma de célula B (incluin-
do linfoma de ndo Hodgkin (NHL) de baixo grau/folicular; NHL linfociti-
co pequeno (SL); NHL de grau intermediario/folicular; NHL de grau

intermediario difuso; NHL imunoblastico de alto grau; NHL linfoblastico
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de alto grau; NHL de célula nado clivada pequena de grau alto; NHL de
doenca volumosa; linfoma de célula de manto; linfoma relacionado
com AIDS; e Macroglobulinemia de Waldenstrom); leucemia linfocitica
cronica (CLL); leucemia linfoblastica aguda (ALL); leucemia de célula
pilosa; leucemia miieloblastica crbnica; e disturbio linfoproliferativa
pés-transplante (PTLD), bem como proliferacdo vascular anormal as-
sociada a facomatoses, edema (tal como aquele associado a tumores
cerebrais, sindrome de Meigs, cérebro, bem como cancer de cabeca e
pescoco, metastases associadas. Em certas concretizacfes, canceres
gue séo acessiveis a tratamento pelos anticorpos da invencgéo incluem
cancer de mama, cancer colorretal, cancer retal, cancer de pulmao de
célula ndo pequena, glioblastoma, linfoma de ndo Hodgkins (NHL),
cancer de célula renal, cancer de préstata, cancer de figado, cancer
pancreético, sarcoma de tecido mole, sarcoma de kaposi, carcinoma
carcindide, cancer de cabeca e de pescoco, cancer ovariano, mesote-
lioma, e multiplo mieloma. Em algumas concretizacfes, o cancer é se-
lecionado de: cancer de pulmé&o de célula pequena, gliblastoma, neu-
roblastomas, melanoma, carcinoma de mama, cancer gastrico, cancer
de colorretal (CRC), e carcinoma hepatocelular. Ainda, em algumas
concretizagdes, o cancer é selecionado de: cancer de pulméo de célu-
la ndo pequena, cancer de colorretal, glioblastoma e carcinoma de
mama, incluindo formas metastéaticas daqueles canceres.

[0071] Um "agente quimioterapéutico” é um composto quimico util
no tratamento de cancer. Exemplos de agentes quimioterapéuticos in-
cluem agentes de alquilacdo tais como tiotepa e cicloesfosfamida
(CYTOXAN®): alquil sulfonatos tais como busulfan, improsulfan e pipo-
sulfan; aziridinas tais como benzodopa, carboquona, meturedopa, e
uredopa; etileniminas e metilamelaminas incluindo altretamina, trietile-
nomelamina, trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida e trimetilo-

melamina; acetogeninas (especialmente bullatacin e bullatacinona);
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delta-9-tetraidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapacona; la-
pachol; colcicinas; acido betulinico; um camptotecina (incluindo o topo-
tecan de analogo sintético (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMP-
TOSAR®), acetilcamptotecina, escopolectina, e 9-aminocamptotecin);
briostatin; calistatin; CC-1065 (incluindo seus analogos sintéticos de
adozelesina, carzelesin e bizelesin); podofilotoxina; acido podofilinico,
teniposideo; criptoficins (particularmente criptoficin 1 e criptoficin 8);
dolastatin; duocarmicin (incluindo os analogos sintéticos, KW-2189 e
CB1-TM1); eleutherobin; pancratistatin, um sarcodictin; espongistatin;
mostardas de nitrogénio tais como clorambucila, clornafazina, clorofos-
famida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, cloridrato de Oxido
de mecloretamina, melfalan, novembichina, fenesterina, prednimusti-
na, trofosfamida, mostarda de uracila; nitrosoureias tais como carmus-
tina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, e ranimnustina;
antibioticos tais como antibidticos (por exemplo, caliceamicina, especi-
almente caliceamicina gamall e caliceamicina omegall (vide, por
exemplo, Nicolaou e outros, Angew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186
(1994)); CDP323, um inibidor dee alfa-4 integrina oral; dinemicina, in-
cluindo dinemicina A; uma esperamicina; bem como croméforo de ne-
ocarzinoestatina e cromoforos de antibidtico de enediina de cromopro-
teina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, authramicina, aza-
serina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, caminomicina, car-
zinophilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina, detorubicina,
6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (incluindo ADRIAMYCIN®,
morfolino-doxorrubicinaa, cianomorfolino-doxorrubicinaa, 2-pirrolino-
doxorrubicina, injecdo de lipossoma de HCI de doxorrubicina (DO-
XIL®), doxorrubicina lipossomal TLC D-99 (MYOCET®), doxorrubicina
lipossomal pegilada (CAELYX®), e desoxidoxorrubicina), epirrubicina,
esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tais como mito-

micina C, &cido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina,
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porfiromicina, puromicina, guelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina,
estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-
metabdlitos tais como metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur
(UFTORAL®), capecitabina (XELODA®), uma epotilona, e 5-
fluorouracila (5-FU); combretaestatina; analogos de acido fdlico tais
como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; analogos de
purina tais como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina;
analogos de pirimidina tais como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina,
carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuri-
dina; andrégenos tais como calusterona, dromostanolona propionato,
epitiostanol, mepitioestano, testolactona; anti-adrenais tais como ami-
noglutetimida, mitotano, triloestano; provedor de acido félico tal como
acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicosideo; acido aminolevu-
linico; eniluracila; amsacrina; bestrabucila; bisantreno; edatraxato; des-
fofamina; desmecolcina; diaziquona; elformitina; acetato de eliptinio;
uma epotilona; etoglucid; nitrato de galio; hidroxiuréia; lentinan; loni-
dainina; maitansinoides tais como maitansina e ansamitocinas; mito-
guazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentoestatina; fena-
met; pirarubicina; losoxantrona; 2-etilidrazida; procarbazina; PSK®
complexo de polissacarideo (JHS Natural Products, Eugene, Oreg,);
razoxano; rizoxin; sizofuran; espirogermanio; acido tenuazoénico; triazi-
guona; 2,2',2'-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente T-2 toxi-
na, verracurrina A, roridina A e anguidina); uretano; vindesina (ELDI-
SINE®, FILDESIN®); dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mito-
lactol; pipobroman; gacitosina; arabinosideo ("Ara-C"); tiotepa; taxdide,
por exemplo, paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N,J,), formulacdo de nanoparticula engenheirada por albu-
mina de paclitaxel (ABRAXANE™), e docetaxel (TAXOTERE®, Rho-
me-Poulene Rorer, Antony, Francga); cloranbucila; 6-tioguanina; mer-

captopurina; metotrexato; agentes de platina tais como cisplatina, oxa-
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liplatina (por exemplo, ELOXATIN®), e carboplatina; vincas, que previ-
nem polimerizacdo de tubulina a partir de formac&o de microtubulos,
incluindo vinblastina (VELBAN®), vincristina (ONCOVIN®), vindesina
(ELDISINE®, FILDESIN®), e vinorelbina (NAVELBINE®); etoposideo
(VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; leucovorina; novantrona; edatrexa-
to; daunomicina; aminopterina; ibandronato; inibidor de topoisomerase
RFS 2000; difluorometilornithina (DMFO); retindides tal como acido
retindico, incluindo bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos tais co-
mo clodronato (por exemplo, BONEFOS® ou OSTAC®), etidronato
(DIDROCAL®), NE-58095, acido zoledrbénico/zoledronato (ZOMETA®),
alendronato (FOSAMAX®), pamidronato (AREDIA®), tiludronato
(SKELID®), ou risedronato (ACTONEL®); troxacitabina (um analogos
de 1,3-dioxolano nucleosideo citosina); oligonucleotideos sem senti-
dos, particularmente aqueles que inibem expressao de genes nas tra-
jetérias de sinalizacdo implicadas na proliferacdo celular anédmala, tais
como, por exemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, e receptor de fator de cres-
cimento epidérmico (EGF-R) (por exemplo, erlotinib (Tarceva™)); e
VEGF-A que reduzem proliferacdo de célula; vacinas tais como THE-
RATOPE® e vacinas de terapia genética, por exemplo, vacina
ALLOVECTIN®, vacina LEUVECTIN®, e vacina VAXID®; inibidor 1 de
topoisomerase 1 (por exemplo, LURTOTECAN®); rmRH (por exemplo,
ABARELIX®); BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (sunitinib,
SUTENT®, Pfizer); perifosina, inibidor de COX-2 (por exemplo, ce-
lecoxib ou etoricoxib), inibidor de proteossoma (por exemplo PS341);
bortezomib (VELCADE®); CCI-779; tipifarnib (R11577); orafenib,
ABT510; inibidor de Bcl-2 tal como oblimersen sddico (GENASEN-
SE®); pixantrona; inibidores de IEGFR; inibidores de cinase de tirosi-
na; inibidores de cinase de serina-treonina tal como rapamicina (siroli-
mus, RAPAMUNE®); inibidores de farnesiltransferase tal como lona-
farnib (SCH 6636, SARASAR™): e sais, acidos ou derivados farma-
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ceuticamente aceitaveis de qualquer um dos expostos acima; bem
como combinacgdes de dois ou mais dos acima tais como CHOP, uma
abreviacado para uma terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubi-
cinaa, vincristina, a prednisolona; e FOLFOX, uma abreviagédo para um
regime de tratamento com oxaliplatina (ELOXATIN®) combinada com
5-FU e leucovorina, e sais, acidos ou derivados farmaceuticamente
aceitaveis de qualquer um dos expostos acima; bem como combina-
tions de dois ou mais dos acima.

[0072] Agentes quimioterapéuticos como definidos aqui incluem
"agentes anti-hormonais" ou "terapéuticas endécrinas" que agem para
regular, reduzir, bloquear ou inibir os efeitos de hormonios que podem
promover o crescimento de cancer. Eles podem ser os préprios hor-
monios , incluindo, mas néo limitados a: anti-estrogénios e modulado-
res de receptor de estrogénio seletivos (SERMSs), incluindo, por exem-
plo, tamoxifeno (incluindo NOLVADEX® tamoxifen), raloxifeno, droloxi-
feno, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, queoxifeno, LY117018, onapris-
tona, e FARESTON,cndot,toremifeno; inibidores de aromatase que ini-
bem a enzima aromatase, que regula producdo de estrogénio in the
adrenal glands, such as, por exemplo, 4(5)-imidazoéis, aminoglutetimi-
da, MEGASE® megestrol acetato, AROMASIN® exemestano, formes-
tanie, fadrozol, RIVISOR® vorozol, FEMARA® letrozol, e ARIMIDEX®
anastrozol; and anti-androgens such as flutamida, nilutamida, bicalu-
tamida, leuprolida, and goserelin; bem como troxacitabina (um analo-
gos de citosina de 1,3-dioxolano nucleosideo); oligonucleotideos sem
sentidos, particularmente aqueles que inibem a expressao de genes
nas trajetérias de sinalizacdo implicadas na proliferacdo de células
anbmalas, tais como, por exemplo, PKC-alfa, Raf e H-Ras; ribozimas
tais como expresséo de inibidor de VEGF (por exemplo, ribozima AN-
GIOZYME®) e uma expressao de inibidor de HERZ2; vacinas tais como

vacinas de terapia genética, por exemplo, vacina ALLOVECTIN®, va-
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cina LEUVECTIN®, a vacina VAXID®; PROLEUKIN® rIL-2; inibidor 1
de topoisomerase de LURTOTECAN®; ABARELIX® rmRH; Vinorelbi-
na e Esperamicinas (vide a pat. U.S. no. 4,675,187), e sais, acidos ou
derivados farmaceuticamente aceitaveis de qualqguer um dos acima;
bem como combinacgdes de dois ou mais dos acima.

[0073] Um "agente inibidor de crescimento” quando usado aqui
refere-se a um composto ou uma composicao que inibe o crescimento
de uma célula ou in vitro ou in vivo. Em uma concretizagdo, agente ini-
bidor de crescimento € anticorpo inibidor de crescimento que previne
ou reduz proliferacdo de uma célula que expressa um antigeno ao qual
0 anticorpo se liga. Em uma outra concretizagao, o agente inibidor de
crescimento pode ser um que significativamente reduz a percentagem
de células na fase S. Exemplos de agentes inibidores de crescimento
incluem agentes que blogueiam a progressao de ciclo celular (em um
local outro que ndo a fase S), tais como agentes que induzem aprisio-
namento de G1 e aprisionamento da fase M. Bloqueadores de fase M
classica incluem as vincas (vincristina e vinblastina), taxanos, inibido-
res Il de topoisomerase tais como doxorrubicina, epirrubicina, daunor-
rubicina, etoposideo, e bleomicina. Agueles agentes que aprisionam
G1 também transbordam para o aprisionamento de fase S, por exem-
plo, agentes de alquilacdo de DNA tais como tamoxifen, prednisona,
dacarbazina, mecloretamina, cisplatina, metotrexato, 5-fluorouracila, e
ara-C. Outra informacao pode ser encontrada em Mendelsohn e Israel,
eds. The Molecular Basis of Cancer, capitulo 1, entitled "Cell cycle
regulation, oncogenes, and antinaoplastic drugs" by Murakami e out-
ros, (W,B, Saunders, Philadelphia, 1995), por exemplo, p, 13. Os taxa-
nos (paclitaxel e docetaxel) sédo farmacos anticancer ambos derivados
da arvore de teixo, Docetaxel (TAXOTERE®, Rhone-Poulenc Rorer),
derivado do teixo Europeu, € um analogo semi-sintético de paclitaxel

(TAXOL®, Bristol-Myers Squibb), Paclitaxel e docetaxel promovem a
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montagem de microtubulos de dimeros de tubulina e estabilizam mi-
crotubulos por prevencao de despolimerizacdo, que resulta na inibicdo
de mitose em células.

[0074] Por "terapia por radiacdo" quer se dizer o uso de raios ga-
ma e raios beta direcionados para induzir dano suficiente a uma célula
de modo a limitar sua capacidade de funcionar normalmente ou de
destruir a célula completamente, Sera apreciado que haveria muitos
modos conhecidos na técnica para determiner a dosagem e a duracéo
de tratamento. Tratamentos tipicos sdo dados como uma Unica admi-
nistracdo de dosagens tipicas variam de 10 a 200 unidades (Grays)
por dia.

[0075] Um "sujeito” ou um "individuo" para as finalidades de trata-
mento refere-se a qualquer animal classificado como um mamifero,
incluindo humanos, animais domésticos e de fazenda, e animais de
zoo, de esportes ou animais de estimacao, tais como cachorros, cava-
los, gatos, vacas, etc. De preferéncia, o mamifero é o ser humano.
[0076] O termo "anticorpo™ aqui é usado no sentido mais amplo e
especificamente cobre os anticorpos monoclonais (incluindo todos os
anticorpos monoclonais de comprimento total), anticorpos policlonais,
anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos), e
fragmentos de anticorpos contanto que eles exibam a atividade biol6-
gica desejada.

[0077] Um anticorpo "isolado" é um que foi identificado e separado
e/ou recuperado de um componente de seu ambiente natural, Compo-
nentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais que inter-
feriiam com pesquisa, usos de diagndstico ou terapéuticos para o an-
ticorpo, e podem incluir enzimas, hormoénios, e outros solutos de pro-
teinaceos ou nao proteinaceos. Em algumas concretiza¢des, um anti-
corpo é purificado (1) para mais do que 95% em peso do anticorpo

como determinado por, por exemplo, o método de Lowry, e em algu-
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mas concretizacdes, para mais do que 99% em peso; (2) para um grau
suficiente para se obter pelo menos 15 residuos de sequéncia de ami-
nodcidos interna ou N-terminal por uso de, por exemplo, um sequen-
ciador de copo giratorio, ou (3) para homogeneidade por SDS-PAGE
sob condi¢cbes de reducdo ou nado reducdo usando-se, por exemplo,
azul de Coomassie ou coloracdo de prata. Anticorpo isolado inclui o
anticorpo in situ dentro das células recombinantes uma vez que pelo
menos um componente do ambiente natural do anticorpo ndo estara
presente, Geralmente, no entanto, anticorpo isolado sera preparado
por pelo menos uma etapa de purificacao.

[0078] "Anticorpos nativos" sdo usualmente glicoproteinas hetero-
tetraméricas de cerca de 150,000 daltons, constituidos de duas cadei-
as leve idénticas (L) e duas cadeias pesadas idénticas (H). Cada ca-
deia leve € ligada a uma cadeia pesada por uma ligacao de dissulfeto
covalente, enquanto o numero de ligacdo de dissulfeto varia entre as
cadeias pesadas de diferentes isotipos de imunoglobulina. Cada ca-
deia pesada e cada cadeia leve também regularmente espagou pontos
de dissulfeto de intracadeias. Cada cadeia pesada tem uma extremi-
dade um dominio variavel (Vy) seguido por numerosos dominios cons-
tantes. Cada cadeia leve tem um dominio varidvel em uma extremida-
de (VL) e um dominio constante em sua outra extremidade; o dominio
constante da cadeia leve é alinhado com o primeiro dominio constante
da cadeia pesada, e do dominio variavel de cadeia leve é alinhado
com o dominio variadvel da cadeia pesada, Acredita-se que residuos de
aminoacidos particulares formem uma interface entre dominios varia-
veis de cadeia pesada e de cadeia leve.

[0079] O termo "dominio constante" refere-se a por¢cdo de uma
molécula de imunoglobulina tendo uma sequéncia de aminoacidos
mais conservadora em relacdo a outra porcdo da imunoglobulina, o

dominio variavel, que contém o sitio de ligacdo de antigeno. O dominio
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constante contém os dominios de Cyl, C42 e Cy3 (coletivamente, CH)
da cadeia pesada e o dominio de CHL (ou CL) da cadeia leve.

[0080] A "regido variavel" ou "dominio variavel" de um anticorpo
refere-se aos dominios amino-terminais da cadeia pesada ou da ca-
deia leve do anticorpo. O dominio variavel da cadeia pesada pode ser
chamado de "Vy," O dominio variavel da cadeia leve pode ser chama-
do de "V.," Esses dominios sdo em geral as partes mais variaveis de
um anticorpo e contém os sitios de ligacédo de antigeno.

[0081] O termo "variavel" refere-se ao fato de que certas porcdes
dos dominios variaveis diferem extensivamente na sequéncia entre
anticorpos e sao usados na ligacao e na especificidade de cada anti-
corpo particular para seu antigeno particular. No entanto, a variabilida-
de ndo é uniformemente distribuida através de todo os dominios varia-
veis de anticorpos, E concentrado em trés segmentos chamados regi-
oes hipervariaveis (HVRs) ambos os dominios variaveis de cadeia leve
e de cadeia pesada. As porcdes mais altamente conservadas de do-
minios variaveis sdo chamadas as regifes de estrutura (FR). Os do-
minios variaveis de cadeias leves e pesadas nativas compreendem,
cada um, quatro regides de FR, grandemente adotando uma configu-
racdo de folha beta, ligadas por trés HVRs, que formam lagos que se
ligam, e em alguns casos fazendo parte da estrutura de folha beta. As
HVRs em cada cadeia sdo mantidas juntas na proximidade préxima
pelas regides de FR e, com as HVRs oriundas da outra cadeia, contri-
buem para a formacgéo do sitio de anticorpos de ligacdo de antigeno
(vide Kabat e outros, Sequences of Proteinas of Immunological Inte-
rest, 52 edicdo, National Institute of Health, Bethesda, Md, (1991)). Os
dominios constantes ndo estdo envolvidos diretamente na ligacdo de
um anticorpo a um antigeno, mas exibem varias funcdes efetoras, tal
como participacdo do anticorpo na toxicidade celular dependente de

anticorpo.

Peticdo 870160017268, de 03/05/2016, pag. 32/175



30/149

[0082] As "cadeias leves" de anticorpos (imunoglobulinas) oriun-
das de qualquer espécie de mamifero podem ser distribuidas em um
de dois tipos claramente distintos, chamados kappa ("k") e lambda
("A"), com base nas sequéncias de aminoacidos de seus dominios
constantes.

[0083] O termo "isétipo” ou "subclasse" de IgG como usado aqui
guer se dizer qualquer uma das subclasses of imunoglobulinas defini-
das pelas caracteristicas antigénicas e quimicas de outras regides
constantes.

[0084] Dependendo de as sequéncias de aminoacidos do dominio
constantes de suas cadeias pesadas, anticorpos (imunoglobulinas)
podem ser distribuidos em diferentes classes, Ha cinco classes princi-
pais de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, e vérias dessas
podem ser ulteriormente divididas em subclasses (is6tipos), por exem-
plo, 1gGy, 19G,, 19G3, 1gG4, 1gA:, e IgA,. Os dominios constantes da
cadeia pesada que correspondam a diferentes classes de imunoglobu-
linas sdo chamadas aq, v, €, y, and |, respectivamente. As estruturas
de subunidade e as configuracdes tridimensionais de diferentes clas-
ses de imunoglobulinas sédo bem conhecidas e sao descritas em geral
na, por exemplo, Abbas e outros, Cellular and Mol, Immunology, 4a ed.
(W,B, Saunders, Co. 2000). Um anticorpo pode fazer parte de uma
molécula de fusdo maior, formado por associacdo covalente e ndo co-
valente do anticorpo com uma ou mais outras proteinas ou peptideos.

[0085] Os termos "anticorpo de comprimento total,” "anticorpo in-
tacto” e "anticorpo inteiro" sdo usados aqui intercambeavelmente para
referir-se a um anticorpo em sua forma substancialmente intacta, ne-
nhum fragmento de anticorpo como definido abaixo. Os termos particu-
larmente referem-se a um anticorpo com cadeias pesadas que contém
uma regiao de Fc.

[0086] Um "anticorpo nu" para as finalidades aqui € um anticorpo
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gue ndo é conjugado com uma porcao citotoxica ou radiorétulo.

[0087] "Fragmentos de anticorpos” compreendem uma porgao de
um anticorpo intacto, de preferéncia compreendendo a sua regiao de
ligacdo de antigeno. Em algumas concretizac@es, o fragmento de anti-
corpo descrito aqui € um fragmento de ligacdo de antigeno, Exemplos
de fragmentos de anticorpos incluem fragmentos de Fab, Fab', F(ab"),,
e Fv; diacorpos; anticorpos lineares; moléculas de anticorpo de cadeia
simples; e anticorpos multiespecificos formados a partir dos fragmen-
tos de anticorpos.

[0088] Digestao de papaina de anticorpos produz dois fragmentos
de ligacéo de antigeno idénticos, chamados fragmentos de "Fab", com
um sitio de ligacdo de antigeno simples, e um fragmento de "Fc" resi-
dual, cujo nome reflete sua capacidade de se cristalizar prontamente,
Tratamento de pepsina fornece um fragmento de F(ab'), que tem dois
sitios de combinacdo de antigeno e € ainda capaz de reticular antige-
no.

[0089] "Fv" é o fragmento de anticorpo minimo que contém um si-
tio de ligacdo de antigeno completo. Em uma concretizacdo, uma es-
pécie de Fv de duas cadeias consiste em um dimero de um dominio
variavel de cadeia leve e de cadeia pesada em apertada associacéo
ndo covalente. Em uma espécie de Fv (scFv) de cadeia simples, um
dominio variavel de cadeia leve e de cadeia pesada pode ser covalen-
temente ligado por um ligador de peptideo flexivel tal que as cadeias
leve e pesada podem se associar em um analogo de estrutura "diméri-
co" aquela espécie de Fv de duas cadeias, E nessa configuracdo que
as trés HVRs de cada dominio variavel interagem para definir um sitio
de ligacdo de antigeno na superficie do dimero de VH-VL. Coletiva-
mente, as seis HVRs conferem especificidade de ligacdo de antigeno
para o anticorpo. No entanto, mesmo um dominio variavel simples (ou

metade de um Fv compreendendo apenas trés HVRs especificas para
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um antigeno) tem a capacidade de reconhecer e de se ligar antigeno,
embora em uma afinidade mais baixo do que o sitio de ligacao total.
[0090] O fragmento de Fab contém os dominios variaveis de ca-
deia leve e de cadeia pesada e também contém o dominio constante
da cadeia leve e o primeiro dominio constante (CH1) da cadeia pesa-
da. Fragmentos de Fab' diferem dos fragmentos de Fab pela adicéo
dos poucos residuos no terminal carbéxi do dominio de CH1 de cadeia
pesada incluindo uma ou mais cisteinas oriundas da regido de articu-
lacdo de anticorpo, Fab'-SH é a designacao aqui para Fab' em que
o(s) residuo(s) de cisteina dos dominios constantes porta(m) um grupo
tiol livre. Fragmentos de anticorpos de F(ab'), originalmente foram
produzidos como pares de fragmentos de Fab' que tém cisteinas de
articulacdo entre eles. Outros acoplamentos quimicos de fragmentos
de anticorpos sdo também conhecidos.

[0091] Fragmentos de anticorpos de "Fv" ou "scFv de cadeia sim-
ples" compreendem os dominios de VH e de VL de anticorpo, em que
esses dominios estdo presentes em uma cadeia de polipeptideo sim-
ples. Em geral, o polipeptideo de scFv ulteriormente compreende um
ligador de polipeptideo entre os dominios de VH e de VL que permitem
o scFv para formar a estrutura desejada para a ligacdo de antigeno.
Para uma revisao de scFv, vide, por exemplo, Pluckthiin, in The Phar-
macology of Anticorpos monoclonais, vol, 113, Rosenburg and Moore
eds,, (Springer-Verlag, New York, 1994), pags. 269-315.

[0092] O termo "diacorpos” refere-se a fragmentos de anticorpos
com dois sitios de ligacdo de antigeno, fragmentos esses que compre-
endem um dominio variavel de cadeia pesada (VH) ligado a um domi-
nio variavel de cadeia leve (VL) na mesma cadeia de polipeptideo (VH-
VL). Por uso de um ligador que € demasiadamente curto para permitir
emparelhamento entre os dois dominios ha mesma cadeia, os domi-

nios sédo forcados a emparelhar com os dominios complementares de
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uma outra cadeia e criam dois sitios de ligacdo de antigeno, Diacorpos
podem ser bivalentes ou biespecificos. Diacorpos sédo descritos mais
totalmente em, por exemplo, EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson e
outros, Nat, Med. 9:129-134 (2003); and Hollinger e outros, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 6444-6448 (1993), Triacorpos e tetracorpos séo
também descritos em Hudson e outros, Nat, Med. 9:129-134 (2003).

[0093] O termo "anticorpo monoclonal" como usado aqui refere-se
a um anticorpo obtido a partir de uma populacdo de anticorpos subs-
tancialmente homogéneos, por exemplo, os anticorpos individuais
compreendendo a populacdo sdo idénticos exceto quanto a possiveis
mutacgdes, por exemplo, mutacbes de ocorréncia natural, que podem
estar presentes em quantidade menores. Assim, o modificador "mono-
clonal" indica o carater do anticorpo como ndo sendo uma mistura de
anticorpos discretos. Em certas concretizag0es, tal anticorpo monoclo-
nal tipicamente inclui um anticorpo compreendendo uma sequéncia de
polipeptideos que liga um alvo, em que a sequéncia de polipeptideos
de ligacao alvo foi obtida por um processo que inclui a selecédo de uma
sequéncia de polipeptideos de ligagcéo alvo simples de uma pluralidade
das sequéncias de polipeptideos. Por exemplo, o processo de selecao
pode ser a selecdo de um unico clone de uma pluralidade de clones,
tal como combinac&o de clones de hibridoma, clones de fago, ou clo-
nes de DNA recombinantes. Seria entendido que uma sequéncia de
ligacdo de alvo selecionada pode ser ulteriormente alterada, por
exemplo, para aperfeicoar afinidade para o alvo, para humanizar a se-
guéncia de ligacao alvo, para aperfeicoar sua producdo em cultura de
células, para reduzir sua imunogenicidade in vivo, para cariar um anti-
corpo multiespecifico, etc. e que um anticorpo compreendendo a se-
guéncia de ligacdo alvo alterada € também um anticorpo monoclonal
desta invencdo. Em contraste com preparagdes de anticorpo policlo-

nais, que tipicamente incluem diferentes anticorpos dirigidos contra
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diferentes determinantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal de
uma preparacdo de anticorpo monoclonal é dirigido contra um deter-
minante simples em um antigeno. Além de sua especificidade, prepa-
racdes de anticorpo monoclonal séo vantajosas pelo fato de que elas
sao tipicamente ndo contaminadas por outras imunoglobulinas.

[0094] O modificador "monoclonal” indica o carater do anticorpo
como sendo obtido a partir de uma populacdo substancialmente ho-
mogénea de anticorpos, e ndo deve ser interpretada como uma produ-
cdo necessaria do anticorpo por qualgquer método particular. Por
exemplo, os anticorpos monoclonais como sendo usados de acordo
com a invencado podem ser feitos por uma variedade de técnicas, inclu-
indo, por exemplo, o método de hibridoma (por exemplo, Kohler and
Milsteina, Nature, 256:495-97 (1975); Hongo e outros, Hybridoma, 14
(3): 253-260 (1995), Harlow e outros, Anticorpos: A Laboratory Manual,
(Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed, 1988); Hammerling e
outros, in: Anticorpos monoclonais and T-Cell Hybridomas 563-681
(Elsevier, N,Y,, 1981)), métodos de DNA recombinantes (vide, por
exemplo, a pat. U.S. no. 4,816,567), tencologias de exibicdo de fago
(vide, por exemplo, Clackson e outros, Nature, 352: 624-628 (1991);
Marks e outros, J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Sidhu e outros, J.
Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee e outros, J. Mol. Biol. 340(5):
1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):
12467-12472 (2004); and Lee e outros, J. Immunol. Methods 284 (1-2):
119-132 (2004), e tecnologias para a producéo de anticorpos humanos
ou de tipo humano em animais que tém partes ou a totalidade dos lo-
cais de imunoglobulina de ser humano ou genes que codificam se-
guéncias de imunoglobulinas humanas (vide, por exemplo, WO
1998/24893; WO 1996/34096; WO 1996/33735; WO 1991/10741; Ja-
kobovits e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551 (1993); Jakobo-
vits e outros, Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann e outros, Year
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in Immunol, 7:33 (1993); as pats. U.S. nos. 5,545,807; 5,545,806;
5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; e 5,661,016; Marks e outros,
Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg e outros, Nature 368:
856-859 (1994); Morrison, Nature 368: 812-813 (1994); Fishwild e ou-
tros, Nature Biotechnol. 14: 845-851 (1996); Neuberger, Nature Bio-
technol. 14: 826 (1996); e Lonberg and Huszar, Intern. Ver. Immunol.
13: 65-93 (1995).

[0095] Os anticorpos monoclonais aqui incluem especificamente
anticorpos "quiméricos" em que uma por¢ao da cadeia pesada e/ou da
cadeia leve é idéntica com ou homologa a sequéncias corresponden-
tes nos anticorpos derivados de uma espécie particular ou que perten-
cem a uma classe ou subclasse de anticorpo particular, enquanto o
restante da(s) cadeia(s) é(sao) idéntica(s) ou homodloga(s) a sequén-
cias correspondentes nos anticorpos derivados de uma outra espécie
ou pertencendo a uma outra classe ou subclasse de anticorpo, bem
como fragmentos de tais anticorpos, contanto que eles exibam a ativi-
dade biolégica desejada (vide, por exemplo, a pat. U.S. no. 4.816,567;
e Morrison e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).
Anticorpos quiméricos incluem anticorpos PRIMATTZED® em que a
regido de ligacao de antigeno do anticorpo € derivada de um anticorpo
produzido por, por exemplo, imunizagcdo de macaco macaque com 0
antigeno de interesse.

[0096] Formas "humanizadas" de anticorpos nao humanos (por
exemplo, camundongo) sdo anticorpos quiméricos que contém se-
guéncia minima derivada de imunoglobulina de ndo humano. Em uma
concretizacdo, um anticorpo humanizado € uma imunoglobulina hu-
mana (anticorpo de receptor) em que residuos oriundos de uma HVR
do receptor sdo substituidos por residuos de uma HVR de uma espé-
cie ndo humana (anticorpo doador) tais como camundongo, rato, coe-

lho, ou primata ndo humano tendo a especificidade, afinidade, e/ou
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capacidade desejada. Em alguns casos, residuos de FR da imunoglo-
bulina humana séo substituidos por residuos ndo humanos correspon-
dentes. Além do mais, anticorpos humanizados podem compreender
residuos que ndo sao encontrados no anticorpo de receptor ou no an-
ticorpo doador. Estas modificagcdes podem ser feitas para ulteriormen-
te aperfeicoar desempenho de anticorpo. Em geral, um anticorpo hu-
manizado compreenderd substancialmente a totalidade de pelo menos
um, e tipicamente dois, dominios variaveis, em que a totalidade ou
substancialmente a totalidade dos lagos hipervaridveis correspondem
agueles de uma imunoglobulina ndo humana, e a totalidade ou subs-
tancialmente a totalidade das FRs sao aquelas de uma sequéncia de
imunoglobulinas humana. O anticorpo humanizado opcionalmente
também compreendera pelo menos uma porcdo de uma regido cons-
tante de imunoglobulina (Fc), tipicamente que de uma imunoglobulina
humana. Para outros detalhes, vide, por exemplo, Jones e outros, Na-
ture 321:522-525 (1986); Riechmann e outros, Nature 332:323-329
(1988); and Presta, Curr, Op, Struct, Biol, 2:593-596 (1992). Vide tam-
bém, por exemplo, Vaswani and Hamilton, Ann, Allergy, Asthma &
Immunol, 1:105-115 (1998); Harris, Biochem, Soc, Transactions
23:1035-1038 (1995); Hurle and Gross, Curr, Op, Biotech, 5:428-433
(1994); e as pats. U.S. Nos. 6.982.321 e 7.087.4009.

[0097] Um "anticorpo humano" € um que possui uma sequéncia de
aminoacidos que corresponde aquela de um anticorpo produzido por
um ser humano e/ou foi feito usando-se qualquer uma das técnicas
para a formacédo de anticorpos humanos como revelados aqui, Esta
definicdo de um anticorpo humano especificamente exclui um anticor-
po humanizado compreendendo residuos de ligacdo de antigeno néo
humanos. Anticorpos humanos podem se produzidos usando-se varias
técnicas conhecidas na técnica, incluindo bibliotecas de exibicdo de
fagos, Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks e
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outros, J. Mol. Biol., 222:581 (1991), Também disponivel para a prepa-
racdo de anticorpos monoclonais humanos sdo métodos descritos em
Cole e outros.Monoclonal AntibodiesAnticorpos and Cancer Therapy,
Alan R, Liss, p, 77 (1985); Boerner e outros, J. Immunol., 147(1):86-95
(1991). Vide também van Dijk and van de Winkel, Curr, Opin. Pharma-
col., 5: 368-74 (2001). Anticorpos humanos podem ser preparados por
administracdo do antigeno a um animal transgénico que foi modificado
para produzir tais anticorpos em resposta a desafio antigénico, mas
cujos locais endogenos foram destivados, por exemplo, immunized
xenomice (vide, por exemplo, as pats. U.S. nos. 6.075.181 e
6.150.584 com referéncia a tecnologia de XENOMICER). Vide também,
por exemplo, Li e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562
(2006) considerando anticorpos humanos gerados via uma tecnologia
de hibridoma de célula B de ser humano.

[0098] Um "anticorpo dependente de espécie” é um que tem uma
afinidade de ligacdo mais forte para um antigeno de uma primeira es-
pécie de mamifero do que tem para um homaélogo daquele antigeno de
uma segunda espécie de mamifero, Normalmente, o anticorpo depen-
dente da espécie da "ligacdo especifica” a um antigeno humano (por
exemplo, tem um valor de afinidade de ligacdo (Kd) de ndo mais do
que cerca de 1x10” M, de preferéncia no mais do que cerca de 1x10®
M e de preferéncia no mais do que cerca de 1x10° M) mas tem uma
afinidade de ligacdo para um homodlogo do antigeno de uma segunda
espécie de nao mamifero que € pelo menos cerca de 50 vezes, ou pe-
lo menos cerca de 500 vezes, ou pelo menos cerca de 1000 vezes,
mais fraca do que sua afinidade de ligac&o para o antigeno humano. O
anticorpo dependente de espécie pode ser qualquer um dos varios ti-
pos de anticorpos como definidos acima, mas de preferéncia é um an-
ticorpo humano ou humanizado,

[0099] O termo "regido hipervariavel,” "HVR," ou "HV," quando

Peticdo 870160017268, de 03/05/2016, pag. 40/175



38/149

usado aqui refere-se as regides de um dominio variavel de anticorpo
gue sao hipervariaveis na sequéncia e/ou formam lacos estruturalmen-
te definidos. Em geral, anticorpos compreendem seis HVRS; trés na
VH (H1, H2, H3), e trés na VL (L1, L2, L3), Acredita-se que nos anti-
corpos nativos, H3 e L3 exibam a maior diversidade das seis HVRs, e
H3 em particular desempenhem um Unico papel na conferéncia de es-
pecificidade fina para anticorpos. Vide, por exemplo, Xu e outros, Im-
munity 13:37-45 (2000); Johnson and Wu, in Methods in Molecular Bi-
ology 248:1-25 (Lo, ed., Human Press, Totowa, N.J., 2003). De fato,
anticorpos de camelideo de ocorréncia natural que consiste em uma
cadeia pesada apenas sao funcionais e estaveis na auséncia de ca-
deia leve. Vide, por exemplo, Hamers-Casterman e outros, Nature
363:446-448 (1993); Sheriff e outros, Nature Struct, Biol, 3:733-736
(1996).

[00100] Numerosas delineacdes de HVR estdo em uso e estao in-
cluidas aqui. As Regides de determinacdo de Complementaridade de
Kabat (CDRs) sdo com base na variabilidade de sequéncia e sao mais
comumente usadas (Kabat e outros, Sequences of Proteins of Immu-
nological Interest, 5th Ed.Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, Md.(1991)), Chothia refers instead to the location of
the structural loops (Chothia and Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917
(1987)). As HVRs de AbM representam um compromisso entre as
HVRs de Kabat e lagcos estruturais de Chothia, e sao usadas por sof-
tware de modelagem de anticorpo de Oxford Molecular's AbM. As
HVRs de "contato” sdo com base em uma analise das estruturas de
cristal complexas disponiveis. Os residuos de cada um destas HVRs

sao observados abaixo.

Laco | Kabat AbM Chothia Contato
L1 L24-1.34 L24-1.34 L26-L32 L30-L36
L2 L50-L56 L50-L56 L50-L52 L46-L55
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Laco | Kabat AbM Chothia Contato

L3 L89-L97 L89-L97 L91-L96 L89-L96

H1 H31-H35B | H26-H35B | H26-H32 H30-H35B  (nume-

racao de Kabat)

H1 H31-H35 H26-H35 H26-H32 H30-H35 (numera-
¢cao de Chothia)

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

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

[0100] HVRs podem compreender "HVRs prolongadas" como se se-
gue: 24-36 ou 24-34 (L1), 46-56 ou 50-56 (L2) e 89-97 ou 89-96 (L3) in
the VL e 26-35 (H1), 50-65 ou 49-65 (H2) e 93-102, 94-102, ou 95-102
(H3) na VH. Os residuos de dominio variaveis sdo numerados de
acordo com Kabat e outros, supra, para cada uma destas definicdes.
[0101] "Residuos de estrutura" ou "de FR" sdo aqueles residuos de
dominio variaveis outros que ndo os residuos de HVR como definidos
aqui.

[0102] O termo "residuo de dominio varidvel que numera como em
Kabat" ou "posicdo de amino acido que numera como em Kabat," e
suas variacoes, refere-se ao sistema de numeracédo usado para domi-
nios variaveis de cadeia pesada ou dominios variaveis de cadeia leve
da compilacédo de anticorpos in Kabat e outros, supra, Usando-se este
Sistema de numeracao, a sequéncia de aminoacidos linear real pode
conter menos ou adicionais aminoacidos que correspondem a um en-
curtamento de, ou inser¢cédo para dentro de, uma FR ou HVR do domi-
nio variavel. Por exemplo, um dominio variavel de cadeia pesada po-
de incluir um inserto de amino acido simples (residuo 52a de acordo
com Kabat) depois residuo 52 de H2 e residuo inseridos (por exemplo,
residuos 82a, 82b, e 82c, etc, de acordo com Kabat) depois de FR de
cadeia pesada de residuo 82. A numeracao de Kabat de residuos po-

de ser determinada para um dado anticorpo por alinhamento nas regi-
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0es de homologia da sequéncia dos anticorpos com uma sequéncia de
numeracao de Kabat "padrao”.

[0103] O sistema de numeracédo de Kabat € em geral usado quando
se referindo a um residuo no dominio variavel (aproximadamente resi-
duos 1-107 da cadeia leve e residuos 1-113 da cadeia pesada) (por
exemplo, Kabat e outros,. Sequences of Immunological Interest, 5th
Ed, Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md,
(1991)). O "Sistema de numeracgédo de EU" ou "indice de EU" é em ge-
ral usado quando se referindo a uma regiao constante de cadeia pe-
sada de imunoglobulina (por exemplo, o indice de EU relatado em Ka-
bat e outros, supra). O "indice de EU como em Kabat" refere-se a nu-
meracao de residuo do anticorpo de EU de IgG1 de ser humano.
[0104] A expressao "anticorpos lineares" refere-se a o0s anticorpos
descritos em Zapata e outros, (1995 Proteina Eng, 8(10):1057-1062),
Resumidamente, esses anticorpos compreendem um par de segmen-
tos de Fd tandem (VH-CH1-VH-CH1) que, juntamente com polipepti-
deos de cadeia leve complementares, formam um par de regides de
ligacdo de antigeno. Anticorpos lineares podem ser biespecificos ou
monoespecificos.

[0105] Uma vez que o0 uso aqui, o termo "especificamente se liga a"
ou é "especifico para" refere-se a interacbes mensuraveis e reproduzi-
veis tal como ligacdo entre um alvo e um anticorpo, que € determinan-
te da presenca do alvo na presenca de uma populacdo heterogénea
de moléculas incluindo moléculas biologicas. Por exemplo, um anticor-
po que especificamente se liga a um alvo (que pode ser um epitopo) é
um anticorpo que liga seu alvo com maior afinidade, avidez, mais pron-
tamente, e/ou com maior duracdo do que ele se liga a outros alvos.
Em uma concretizacéo, a extensdo de ligagdo de um anticorpo a um
alvo nao relacionado é menor do que cerca de 10% da ligacdo do anti-

corpo ao alvo como medido, por exemplo, por um radioimunoensaio
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(RIA). Em certas concretiza¢des, um anticorpo que especificamente se
liga a um alvo tem uma dissociacdo constante (Kd) de < 1uM, < 100
nM, < 10 nM, < 1 nM, ou < 0,1 nM. Em certas concretizacbes, um anti-
corpo especificamente se liga a um epitopo em uma proteina que é
conservada entre a proteina de diferentes espécies. Em uma outra
concretizacdo, ligacdo especifica pode incluir, mas ndo exige ligacéo
exclusiva.

Il. Preparacdo e Formulagbes de Anticorpo

[0106] A invencao aqui refere-se a formulacdes aquosas estaveis
compreendendo um anticorpo, tal como um anticorpo de anti-PDL1.
Em algumas concretizacfes, a formulagdo compreende um anticorpo
(por exemplo, um anticorpo monoclonal), sacarose, um tampéo, e um
tensoativo, em que a formulac&o tem um pH de cerca de 5,0 a cerca
de 7,0. Em algumas concretizacfes, o anticorpo (por exemplo, um an-
ticorpo de anti-PDL1 descrito aqui) na formulacdo esta em uma quan-
tidade de cerca de 40 mg/ml a cerca de 125 mg/ml. Em algumas con-
cretizacdes, o tampéao é histidina (por exemplo, acetato de histidina) ou
acetato de sédio. Em algumas concretizagbes, o tampéo na formula-
cao estd em uma concentracdo de cerca de 15 mM a cerca de 25 mM.
Em algumas concretizacfes, sacarose na formulacdo é cerca de 60
mM a cerca de 240 mM. Em algumas concretizacfes, o0 tensoativo na
formulag&o € polissorbato (por exemplo, polissorbato 20). Em algumas
concretizagles, polissorbato na formulagédo esta em uma concentragcédo
de cerca de 0,005% (p/v) a cerca de 0,06% (p/v). Em algumas concre-
tizacoes, a formulacéo tem um pH de cerca de 5,0 a cerca de 6,3. Em
algumas concretizagbes, provida aqui é formulacdo farmacéutica
aquosa estavel, a formulacdo compreendendo um anticorpo monoclo-
nal de anti-PDL1 em uma concentracao de cerca de 40 mg/ml a cerca
de 125 mg/ml, acetato de histidina ou acetato de sédio em uma con-

centracao de cerca de 15 mM a cerca de 25 mM, sacarose em uma
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concentracao de cerca de 60 mM a cerca de 240 mM, polissorbato em
uma concentracado de cerca de 0,005% (p/v) a cerca de 0,06% (p/v), e
pH cerca de 5,0 a cerca de 6,3. Em algumas concretizacdes, a formu-
lacdo compreende um anticorpo monoclonal de anti-PDL1 em uma
guantidade de cerca de 125 mg/ml, sacarose em uma concentracao de
cerca de 240 mM, e pH de cerca de 5,5. Em algumas concretizagoes,
a formulacdo compreende um anticorpo monoclonal de anti-PDL1 em
uma quantidade de cerca de 60 mg/ml, sacarose em uma concentra-
¢cao de cerca de 120 mM, e pH de cerca de 5,8.

[0107] Em algumas concretiza¢fes, o anticorpo na formulacéo € es-
tavel a -20°C por pelo menos cerca de 6 meses, pelo menos cerca de
12 meses, pelo menos cerca de 18 meses, pelo menos dois anos, pelo
menos trés anos, ou pelo menos quatro anos. Em algumas concretiza-
cbes, o anticorpo na formulacéo € estavel a 2-8°C por pelo menos cer-
ca de 6 meses, pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de
18 meses, pelo menos dois anos, ou pelo menos trés anos, Em al-
gumas concretizacbes, depois da armazenagem, o anticorpo retém
pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 65%, pelo menos cer-
ca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo
menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, ou pelo menos cerca
de 95% de sua atividade biolégica (por exemplo, ligacdo ao alvo, ou
poténcia terapéutica) exibia antes da armazenagem, isto é, na hora a
formulacdo farmacéutica foi preparada.

[0108] Em certas concretizac¢oes, a formulacéo € estavel a cerca de
40°C por pelo menos cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 21, 28, ou mais
dias. Em certas concretizacdes, a formulacdo € estavel a cerca de
40°C por pelo menos cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ou menos sema-
nas. Em certas concretizacdes, a formulacdo é estavel a cerca de
25°C por pelomenos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,

17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, ou mais meses. Em certas concretiza-
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cOes, a formulacéo é estavel a cerca de 5°C por pelo menos 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
ou mais meses. Em certas concretizacdes, a formulacédo é estavel a
cerca de -20°C por pelo menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, ou mais
meses. Em certas concretizacfes, a formulacdo é estavel a 5°C ou -
20°C por pelomenos 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, ou mais meses. Além
do mais, a formulagédo é de preferéncia estavel apos o congelamento
(para, por exemplo, -20°C, -40°C ou -70°C) e descongelamento da
formulacédo, por exemplo, apos 1, 2, 3, 4, ou 5 ciclos de congelamento
e descongelamento,

A. Anticorpos (tais como anticorpos de anti-PDL1)

[0109] Em algumas concretizagdes, o anticorpo na formulagdo com-
preende pelo menos um triptofano (por exemplo, pelo menos dois, pe-
lo menos trés, ou pelo menos quatro) na sequéncia de cadeia pesada
e/ou cadeia leve. Em algumas concretizacfes, triptofano de amino aci-
do esta nas regides de CDR, regifes de estrutura e/ou regibes cons-
tantes do anticorpo. Em algumas concretiza¢des, o anticorpo compre-
ende dois ou trés residuo de triptofanos nas regidées de CDR. Em al-
gumas concretizacdes, o anticorpo na formulagcdo é um anticorpo de
anti-PDL1, PD-L1 (ligante 1de morte de célula programada 1), também
conhecido como PDL1, B7-H1, B7-4, CD274, e B7-H, € uma proteina
de transmembrana, e sua interacdo com PD-1 inibe ativacdo da célula
T e producéo de citocina. Em algumas concretizac¢des, o anticorpo de
anti-PDL1 descrito aqui se liga a PD-L1 de ser humano, Exemplos de
anticorpos de anti-PDL1 que podem ser formulados usando-se as for-

mulacfes descritas aqui sdo descritas no pedido de patente PCT WO
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2010/077634 Al e na patente US 8.217.149, que séo incorporados
aqui por referéncia,

[0110] Em algumas concretiza¢gdes, o anticorpo de anti-PDL1 é ca-
paz de inibir ligacao entre PD-L1 e PD-1 e/ou entre PD-L1 e B7-1. Em
algumas concretiza¢des, o anticorpo de anti-PDL1 é um anticorpo mo-
noclonal. Em algumas concretizacfes, o anticorpo de anti-PDL1 é um
fragmento de anticorpo selecionado do grupo que consiste em frag-
mentos de Fab, Fab’-SH, Fv, scFv, e (Fab’),. Em algumas concretiza-
cbes, o0 anticorpo de anti-PDL1 € um anticorpo humanizado. Em algu-
mas concretizacdes, o anticorpo de anti-PDL1 € um anticorpo humano.
[0111] Anticorpos de anti-PDL1 descritos na WO 2010/077634 Al e
na patente US 8,217,149 podem ser formulados nas formulacfes des-
critas aqui. Em algumas concretizagbes, o anticorpo de anti-PDL1
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 30 e uma regido variavel de
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 31,

[0112] Em uma concretizagao, o anticorpo de anti-PDL1 compreen-
de uma regido variavel de cadeia pesada polipeptideo compreendendo
uma sequéncia de HVR-H1, HVR-H2 e HVR-H3, em que:

(@)  asequéncia de HVR-H1 é GFTFSX;SWIH (SEQ ID NO: 11);
(b)  asequéncia de HVR-H2 é AWIX,PYGGSX;YYADSVKG (SEQ ID NO: 12);
(c)  asequéncia de HVR-H3 é RHWPGGFDY (SEQ ID NO: 13);

ulteriormente em que: X;éDouG; X,éSoul; X3éTousS,

[0113] Em um aspecto especifico, X; € D; X, € Se X3 € T. Em um
outro aspecto, o polipeptideo ulteriormente compreende sequéncias de
estrutura de cadeia pesada de regido variavel justapostas entre as
HVRs de acordo com a férmula: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-
H2)-(HC-FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as
sequéncias de estrutura sao derivadas de sequéncias de estrutura de

consenso de ser humano. Em um outro aspecto, as sequéncias de es-
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trutura séo estrutura de consenso do subgrupo Ill de VH. Em ainda um

outro aspecto, pelo menos uma das sequéncias de estrutura é a se-

guinte:

HC-FR1 é EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 14)
HC-FR2 € WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 15)
HC-FR3 é RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR  (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 € WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 17),

[0114] Em ainda um outro aspecto, o polipeptideo de cadeia pesada
€ ulteriormente combinado com uma cadeia leve de regido variavel
compreendendo uma HVR-L1, HVR-L2 e HVR-L3, em que:

(a) a sequéncia de HVR-L1 & RASQX.XsXsTX;XsA (SEQ ID NO: 18);
(b) a sequéncia de HVR-L2 & SASXsLX10S, (SEQ ID NO: 19);
(C) a SeCIUénCia de HVR-L3 é QQX11X12X13X14PX15T (SEQ ID NO: 20),

ulteriormente em que: X;é Dou V; Xsé Voul; Xs€& SouN; X;é A ou
F: XgéVoulL; XgéFouT; Xioé YOUA; X1:€Y,G,F,ouS; X;5él,Y,
FouW; X3éY,N,A T,G, Foul; XiséH,V,P, Toul; X;56 A, W, R,
PouT,

[0115] Em ainda um outro aspecto, X;€é D; Xs€ V; Xg€ S; X;€ A; Xg
eV; XgF; Xip€VY; X118Y; Xp€éL; Xi3€Y; Xiu€ H; Xi5€ A. Em ainda
um outro aspecto, a cadeia leve ulteriormente compreende sequéncias
de estrutura de cadeia leve de regido variavel justa postas entre as
HVRs de acordo com a férmula: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-
L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as se-
guéncias de estrutura sao derivadas de sequéncias de estrutura de
consenso de ser humano. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias
de estrutura sdo estrutura de consenso de kappa | de VL. Em ainda

um outro aspecto, pelo menos uma da sequéncia de estrutura € a se-

guinte:

LC-FR1 é DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 é WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 é GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 é FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24),
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[0116] Em uma outra concretizacdo, provido € um fragmento de li-
gacao de antigeno ou anticorpo de anti-PDL1 isoaldo compreendendo
uma sequéncia de regido variavel de cadeia pesada e uma regido va-

riavel de cadeia leve, em que:
(a) a cadeia pesada compreende e HVR-H1, HVR-H2 e HVR-H3, em que ulterior-
mente:
(i) a sequéncia de HVR-H1 é GFTFSX;SWIH; (SEQ ID NO: 11)
(i) a sequéncia de HVR-H2 é AWIX,PYGGSX;YYADSVKG (SEQ ID NO: 12)
(iii) a sequéncia de HVR-H3 sequence € RHWPGGFDY, e (SEQ ID NO: 13)
(b) a cadeia leve compreende e HVR-L1, HVR-L2 e HVR-L3, em que ulteriormen-

te:

() asequéncia de HVR-L1 & RASQX,XsXsTX7XgA (SEQ ID NO: 18)
(i) a sequéncia de HVR-L2 é SASXqLX;0S; e (SEQ ID NO: 19)
(|||) a SeCIUénCia de HVR-L3 é QQX11X12X13X14PX15T, (SEQ ID NO: 20)

Ulteriormente em que: X;é€DouG; X,é Soul; X;é€TousS; X,éDou
V; XséVoul, Xe€ SouN; X;é AouF; XgéVoul; Xgé FouT,; Xy €
YouA; X;1€Y,G,F,ouS; X,éL,Y,FouW; X3¢ Y,N,AT,G,Fou
I X2 €H,V,P, Toul; X;56 A,W,R,PouT,

[0117] Em um aspecto especifico, X; € D; X, € Se X3 € T. Em um
outro aspecto, X;€ D; X5€ V; Xs€ S; X;€ A; Xg€ V; Xg € F; Xi0€ Y; Xi1
eY; XpéL; Xi3€éY; Xiu€ H; Xi5€é A. Em ainda um outro aspecto, X; €
D; X,6SeX3€T, X4€D; Xs€V; Xg€S; X786 A; XgéV; Xg€ F; X0 &
Y; Xp1€Y; XppéL; XiséY; XuéHe Xi5€ A,

[0118] Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia pesada
compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre
as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-
(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve compreen-
de uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre como HVRs
como:  (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-
(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura séo
derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser humano.

Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia pe-
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sada sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo |, II, ou lll de Ka-
bat. Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia
pesada é a estrutura de consenso do subgrupo Ill de VH. Em ainda um
outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia

pesada sao as seguintes:

HC-FR1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 14)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 15)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 17),

[0119] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de
cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia de subgrupos de Kabat
kappa I, I, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve sao estruturas de consenso de kappa | de VL.
Em ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura

de cadeia leve sao as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24),

[0120] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, 1gG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcéo efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico a funcéo efetora minima resulta de uma "mutacéo
de Fc menos efetor” ou aglicolisacdo. Em ainda uma outra concretiza-

cdo, a mutacdo de Fc menos efetor € uma substituicdo de N297A ou
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D265A/N297A na regidao constante.

[0121] Em ainda uma outra concretizacdo, provido é um anticorpo
de anti-PDL1 compreendendo uma sequéncia de regido variavel de
cadeia leve ou de cadeia pesada, em que:

(a) a cadeia pesada ulteriormente compreende e uma sequéncia de
HVR-H1, HVR-H2 e HVR-H3 tendo pelo menos 85% de identidade de
sequéncia com GFTFSDSWIH (SEQ ID NO: 25), AWIS-
PYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO: 26) and RHWPGGFDY (SEQ ID
NO: 13), respectivamente, ou

(b) a cadeia leve ulteriormente compreende uma sequéncia de HVR-
L1, HVR-L2 e HVR-L3 tendo pelo menos 85% de identidade de se-
guéncia com RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 27), SASFLYS (SEQ ID
NO: 28) e QQYLYHPAT (SEQ ID NO: 29), respectivamente.

[0122] Em um aspecto especifico, a identidade de sequéncia é 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100%. Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia pe-
sada compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas
entre as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-
FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve com-
preende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre as
HVRs como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura
sao derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser huma-
no. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia
pesada sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo I, Il ou lll de
Kabat. Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia
pesada é a estrutura de consenso do subgrupo Ill de VH. Em ainda um
outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia

pesada sao as seguintes:

HC-FR1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 14)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 15)
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HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 17),

[0123] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de
cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia de subgrupos de Kabat
kappa I, I, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve are estrutura de consenso de kappa | de VL. Em
ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de

cadeia leve séo as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24),

[0124] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, 1gG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcéo efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico a funcédo efetora minima resulta de uma "mutacao
de Fc menos efetor” ou aglicolisacdo. Em ainda uma outra concretiza-
cdo, a mutacdo de Fc menos efetor € uma substituicdo de N297A ou
D265A/N297A na regidao constante.

[0125] Em ainda uma outra concretizacdo, provido é um anticorpo
de anti-PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de regido varia-
vel de cadeia leve ou de cadeia pesada, em que:

(a) asequéncia de cadeia pesada tem pelo menos 85%

de identidade de sequéncia com a sequéncia de cadeia pesada:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVR-
QAPGKGLEWVAWIS PYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAY-
LOQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSA (SEQ ID
NO: 30), ou

(b) as sequéncias de cadeia leve tem pelo menos 85% de
identidade de sequéncia com a sequéncia de cadeia leve: DIQMT-
QSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY
SASF LYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS-
LQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 31),
[0126] Em um aspecto especifico, a identidade de sequéncia é
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100%. Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia
pesada compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas
entre as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-
FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve com-
preende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre as
HVRs como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura
sao derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser huma-
no. Em um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia pesa-
da sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo I, Il ou Illl de Kabat.
Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia pesa-
da is a estrutura de consenso do subgrupo Il de VH. Em ainda um ou-
tro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia pe-

sada sao as seguintes:

HC-FR1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 14)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 15)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 WGQGTLVTVSA (SEQ ID NO: 17),

[0127] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de

cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia de subgrupos de Kabat
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kappa I, I, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve are estrutura de consenso de kappa | de VL. Em
ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de

cadeia leve séo as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24),

[0128] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, IgG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcéo efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico, a funcédo efetora minima resulta da producdo em
células procaridticas. Em ainda um outro aspecto especifico a funcao
efetora minima resulta de uma "mutacdo de Fc menos efetor" ou agli-
colisacdo. Em ainda uma outra concretizacdo, a mutacéo de Fc menos
efetor € uma substituicdo de N297A ou D265A/N297A na regido cons-
tante.

[0129] Em uma outra concretizacdo, provido € um anticorpo de anti-
PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de regido variavel de
cadeia leve ou de cadeia pesada, em que:

(a) a sequéncia de cadeia pesada tem pelo menos 85% de identida-
de de sequéncia com a sequéncia de cadeia pesa-
da:EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGK

GLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAE-
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DTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 32), ou

(b) as sequéncias de cadeia leve tem pelo menos 85% de identida-
de de sequéncia com a sequéncia de cadeia leve: DIQMTQSPSSL-
SASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIY SASF LYS-
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGT-
KVEIKR (SEQ ID NO: 31).

[0130] Em um aspecto especifico, a identidade de sequéncia é
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou 100%. Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia
pesada compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas
entre as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-
FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve com-
preende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre as
HVRs como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura
sao derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser huma-
no. Em um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia pesa-
da sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo I, Il ou Ill de Kabat.
Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia pesa-
da é a estrutura de consenso do subgrupo Il de VH. Em ainda um ou-
tro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia pe-

sada sao as seguintes:

HC-FR1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 14)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 15)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 33),

[0131] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de
cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia de subgrupos de Kabat
kappa I, I, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve are estrutura de consenso de kappa | de VL. Em

ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de
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cadeia leve séo as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24),

[0132] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, 1gG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcéo efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico, a funcédo efetora minima resulta da producdo em
células procaridticas. Em ainda um outro aspecto especifico a funcao
efetora minima resulta de uma "mutacdo de Fc menos efetor" ou agli-
colisacdo. Em ainda uma outra concretizacdo, a mutacéo de Fc menos
efetor € uma substituicdo de N297A ou D265A/N297A na regido cons-
tante.

[0133] Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia pesada
compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre
as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-FR3)-
(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve compreen-
de uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre as HVRs
como:  (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-L3)-
(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura séo
derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser humano.
Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia pe-

sada sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo I, Il ou lll de Ka-
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bat. Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia
pesada é a estrutura de consenso do subgrupo Ill de VH. Em ainda um
outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia

pesada sao as seguintes:
HC-FR1 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS (SEQ ID NO: 34)

HC-FR2 WVRQAPGKGLEWVA (SEQ ID NO: 35)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
HC-FR4 WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 33),

[0134] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de
cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia de subgrupos de Kabat
kappa I, I, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve are estrutura de consenso de kappa | de VL. Em
ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de

cadeia leve séo as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIK (SEQ ID NO: 36),

[0135] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, 1gG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcéo efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico a funcédo efetora minima resulta de uma "mutacao
de Fc menos efetor” ou aglicolisacdo. Em ainda uma outra concretiza-
cdo, a mutacdo de Fc menos efetor € uma substituicdo de N297A ou
D265A/N297A na regidao constante.
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[0136] Em ainda uma outra concretizacdo, provido € um anticorpo
de anti-PDL1 compreendendo uma sequéncia de regido variavel de
cadeia leve ou de cadeia pesada, em que:

(c) a cadeia pesada ulteriormente compreende e uma sequéncia de
HVR-H1, HVR-H2 e HVR-H3 tendo pelo menos 85% de identidade de
sequéncia com GFTFSDSWIH (SEQ ID NO: 4), AWIS-
PYGGSTYYADSVKG (SEQ ID NO: 5) and RHWPGGFDY (SEQ ID
NO: 6), respectivamente, ou

(d) a cadeia leve ulteriormente compreende uma sequéncia de HVR-
L1, HVR-L2 e HVR-L3 tendo pelo menos 85% de identidade de se-
guéncia com RASQDVSTAVA (SEQ ID NO: 1), SASFLYS (SEQ ID
NO: 2) e QQYLYHPAT (SEQ ID NO: 3), respectivamente.

[0137] Em um aspecto especifico, a identidade de sequéncia é 86%,
87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100%. Em um outro aspecto, a regido variavel de cadeia pe-
sada compreende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas
entre as HVRs como: (HC-FR1)-(HVR-H1)-(HC-FR2)-(HVR-H2)-(HC-
FR3)-(HVR-H3)-(HC-FR4), e as regides variaveis de cadeia leve com-
preende uma ou mais sequéncias de estrutura justapostas entre as
HVRs como: (LC-FR1)-(HVR-L1)-(LC-FR2)-(HVR-L2)-(LC-FR3)-(HVR-
L3)-(LC-FR4). Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura
sao derivadas de sequéncias de estrutura de consenso de ser huma-
no. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de cadeia
pesada sao derivadas de uma sequéncia de subgrupo I, Il ou lll de
Kabat. Em ainda um outro aspecto, a sequéncia de estrutura de cadeia
pesada é a estrutura de consenso do subgrupo Ill de VH. Em ainda um
outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de cadeia

pesada sao as seguintes:

HC-FR1 EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS (SEQ ID NO: 34)
HC-FR2 WVRQAPGKGLEWV (SEQ ID NO: 35)
HC-FR3 RFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 16)
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HC-FR4  WGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO: 33),
[0138] Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de estrutura de

cadeia leve sao derivadas de uma sequéncia do subgrupo de Kabat
kappa I, Il, Il ou IV. Em ainda um outro aspecto, as sequéncias de es-
trutura de cadeia leve are estrutura de consenso de kappa | de VL. Em
ainda um outro aspecto, uma ou mais das sequéncias de estrutura de

cadeia leve séo as seguintes:

LC-FR1 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 21)
LC-FR2 WYQQKPGKAPKLLIY (SEQ ID NO: 22)
LC-FR3 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC (SEQ ID NO: 23)
LC-FR4 FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 24)

[0139] Em ainda um outro aspecto especifico, o anticorpo ulterior-
mente compreende uma regido constante de camundongo ou de ser
humano. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ser huma-
no € selecionada do grupo que consiste em IgG1, 1gG2, 1gG2, 1gG3,
IgG4. Em ainda um outro aspecto especifico, a regido constante de ser
humano é IgGl. Em ainda um outro aspecto, a regido constante de
camundongo é selecionada do grupo que consiste em IgG1l, IgG2A,
IgG2B, 1gG3. Em ainda um outro aspecto, a regiao constante de ca-
mundongo se IgG2A. Em ainda um outro aspecto especifico, o anti-
corpo tem uma funcao efetora minima ou reduzida. Em ainda um outro
aspecto especifico a funcédo efetora minima resulta de uma "mutacao
de Fc menos efetor” ou aglicolisacdo. Em ainda uma outra concretiza-
cdo, a mutacdo de Fc menos efetor € uma substituicdo de N297A ou
D265A/N297A na regidao constante.

[0140] Em ainda uma outra concretizacdo, provido é um anticorpo
de anti-PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de regido varia-
vel de cadeia leve ou de cadeia pesada, em que:

(@) a sequéncia de cadeia pesada tem pelo menos 85% de identi-
dade de sequéncia com a sequéncia de cadeia pesada: EVQLVES-
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWI
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SPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTA-
VYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTK (SEQ ID NO: 8), ou

(b) as sequéncias de cadeia leve tem pelo menos 85% de identida-
de de sequéncia com a sequéncia de cadeia leve: DIQMTQSPSSL-
SASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASF  LYS-
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGT-
KVEIKR (SEQ ID NO: 7).

[0141] Em algumas concretizacdes, provido € um anticorpo de anti-
PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de regido variavel de
cadeia leve ou de cadeia pesada, em gque a sequéncia regido variavel
de cadeia leve tem pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos
87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo me-
nos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7. Em algumas concretizacdes, provido é
um anticorpo de anti-PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de
regido variavel de cadeia leve ou de cadeia pesada, em que a sequén-
cia regido variavel de cadeia pesada tem pelo menos 85%, pelo me-
nos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo
menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pe-
lo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%,
pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia com
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. Em algumas concreti-
zacgOes, provido € um anticorpo de anti-PDL1 isolado compreendendo
uma sequéncia de regido variavel de cadeia leve ou de cadeia pesada,
em gue a sequéncia regido variavel de cadeia leve tem pelo menos
85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo me-
nos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo

menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pe-
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lo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7 e a se-
guéncia regido variavel de cadeia pesada tem pelo menos 85%, pelo
menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pe-
lo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%,
pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade de sequén-
cia com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

[0142] Em ainda uma outra concretizacdo, provido € um anticorpo
de anti-PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de cadeia pesa-
da e de cadeia leve, em que:

(@) a sequéncia de cadeia pesada tem pelo menos 85% de identi-
dade de sequéncia com a sequéncia de cadeia pesada: EVQLVES-
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVR-
QAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAY-
LOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKG-
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL-
TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT-
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS-
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE-
QYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA-
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN-
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN-
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 10), ou

(b) as sequéncias de cadeia leve tem pelo menos 85% de identida-
de de sequéncia com a sequéncia de cadeia leve: DIQMTQSPSSL-
SASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYS-
GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGT-
KVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW-
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS-
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LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID
NO: 9).

[0143] Em algumas concretizacdes, provido € um anticorpo de anti-
PDL1 isolado compreendendo uma sequéncia de cadeia pesada e de
cadeia leve, em que a sequéncia de cadeia leve tem pelo menos 85%,
pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos
89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo me-
nos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo
menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9. Em al-
gumas concretizacdes, provido € um anticorpo de anti-PDL1 isolado
compreendendo uma sequéncia de cadeia pesada e de cadeia leve,
em que a sequéncia de cadeia pesada tem pelo menos 85%, pelo me-
nos 86%, pelo menos 87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo
menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pe-
lo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%,
pelo menos 98%, ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia com
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Em algumas concreti-
zacgOes, provido € um anticorpo de anti-PDL1 isolado compreendendo
uma sequéncia de cadeia pesada e de cadeia leve, em que a sequén-
cia de cadeia leve tem pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos
87%, pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo me-
nos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo
menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9 and a sequéncia de cadeia pesada tem
pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo menos
88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo me-
nos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo

menos 96%, pelo menos 97%, pelo menos 98%, ou pelo menos 99%
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de identidade de sequéncia com a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 10.

[0144] Em algumas concretiza¢fes, o anticorpo de anti-PDL1 isola-
do é um anticorpo monoclonal oxidado. Em algumas concretizacfes, a
formulacdo de anticorpo oxidado na formulacdo compreende uma ca-
deia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
9, e uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10. Em algumas concretizactes, a formulagao de anti-
corpo oxidado na formulagcdo compreende uma cadeia pesada com-
preendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, em que
um ou mais de W33, W50, ou W101 é oxidado. Em algumas concreti-
zacOes, a formulacéo de anticorpo oxidado na formulacédo compreende
uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10, em que um ou mais de M253 e M429 sao oxidados.
Em algumas concretizacfes, a formulagdo de anticorpo oxidado retém
pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca de 65%, pelo menos cer-
ca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo
menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, ou pelo menos cerca
de 95% de sua atividade bioldgica (por exemplo, ligacdo ao alvo, ou a
poténcia terapéutica) exibida antes da armazenagem, isto €, na hora a
formulacdo farmacéutica foi preparada.

[0145] Em algumas concretizagdes, o anticorpo de anti-PDL1 isola-
do é um anticorpo monoclonal glicado. Em algumas concretizacdes, o
anticorpo monoclonal glicado na formulacdo compreende uma cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, e
uma pesada compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 10. Em algumas concretiza¢des, o anticorpo monoclonal glicado
na formulagcdo compreende uma cadeia pesada compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, em que uma ou mais de

lisina é glicada. Em algumas concretiza¢des, o anticorpo monoclonal
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glicado na formulagcdo compreende uma cadeia pesada compreenden-
do a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, em que K65 € gli-
cado.

[0146] Em algumas concretiza¢des, o0 anticorpo de anti-PDL1 isola-
do é aglicosilado.

[0147] Em qualquer uma das concretizagcdes aqui, 0 anticorpo de
anti-PDL1 isolado pode ser ligar a um PD-L1 humano, por exemplo,
um PD-L1 humano como mostrado em UniProtKB/Swiss-Prot niumero
de acesso Q9NZQ7,1, ou uma sua variante.

[0148] Em ainda uma outra concretizacdo, provido é um &cido nu-
cléico isolado que codifica qualquer um dos anticorpos descritos aqui.
Em algumas concretiza¢gBes, o acido nucléico ulteriormente compre-
ende um vetor adequado para a expressao do acido nucléico que codi-
fica qualquer um dos anticorpos de anti-PDL1 anteriormente descritos.
Em ainda um outro aspecto especifico, o vetor estd em uma célula
hospedeira adequada para a expressao do acido nucléico. Em ainda
um outro aspecto especifico, a célula hospedeira é uma célula eucario-
tica ou uma célula procariética. Em ainda um outro aspecto especifico,
a célula eucaridética em uma célula de mamiferol, tal como ovario de
hamster chinés (CHO).

[0149] O seu fragmento de ligacdo de antigeno ou anticorpo, pode
ser feito usando-se métodos conhecidos na técnica, por exemplo, por
um processo compreendendo cultivo de uma célula hospedeira con-
tendo acido nucléico que codifica qualquer um dos anteriormente des-
critos anticorpos de anti-PDL1 ou fragmento de ligacdo de antigeno
em uma forma adequada para expressao, sob condicbes adequadas
para produzir tal anticorpo ou fragmento e recuperacédo do anticorpo
ou do fragmento.

B. Preparacao de anticorpo

[0150] O anticorpo na formulacédo € preparado usando-se técnicas
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disponiveis na técnica para a geracdo de anticorpos, métodos exem-
plares dos quais sao descritos em mais detalhes nas seguintes se-
coes.

[0151] O anticorpo € direcionado contra um antigeno de interesse
(isto €, PD-L1, tal como PD-L1 humano). De preferéncia, o antigeno é
um polipeptideo biologicamente importante e administracdo do anti-
corpo a um mamifero que sofre de um distarbio pode resultar em um
beneficio terapéutico naquele mamifero.

() Preparacado de antigeno

[0152] Antigenos sollveis ou seus fragmentos, opcionalmente con-
jugados com outras moléculas, podem ser feitos como imundégenos
para a geracdo de anticorpos. Para as moléculas de transmembrana,
tais como receptores, fragmentos destes (por exemplo, o dominio ex-
tracelular de um receptor) podem ser usadas como o imundgeno. Al-
ternativamente, células que expressam a molécula de transmembrana
podem ser usadas como o imundgeno. Tais células podem ser deriva-
das de uma fonte natural (por exemplo, linhas de células de cancer) ou
podem ser células que foram transformadas por técnicas recombinan-
tes para expressar a molécula de transmembrana. Outros antigenos e
suas formas Uteis para a preparacdo de anticorpos estardo evidentes
por aqueles na técnica.

(ii) Certos Métodos a Base de Anticorpo

[0153] Anticorpos policlonais sdo de preferéncia aumentados em
animais por multiplas injecdes subcutanea (sc) ou intraperitoneal (ip)
do antigeno relevante e um auxiliar, Pode ser Util conjugar o antigeno
relevante com uma proteina que € imunogénica na espécie a ser imu-
nizada, por exemplo, hemocianina de lapa "keyhole", albumina no so-
ro, tiroglobulina bovina, ou inibidor de tripsina de soja usando-se a
agente bifuncional ou de derivatizacdo, por exemplo, éster de maleimi-

dobenzoil sulfosuccinimida (conjugacado através de residuos de cistei-
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na), N-hidroxisuccinimida (através de residuos de lisina), glutaraldeido,
anidrido succinico, SOCl,, ou R'"N=C=NR, onde R e R* s&o grupos al-
quila diferentes.

[0154] Animais sdo imunizados contra o antigeno, conjugados imu-
nogénicos, ou derivados por combinacao, por exemplo, 100 ug ou 5 ug
da proteina ou conjugado (para coelhos ou camundongos, respectiva-
mente) com 3 volumes de auxiliar completo de Freund e injecao da
solucédo intradermicamente em multiplos sitios. Um més mais tarde os
animais séo reforcados com 1/5 a 1/10 a quantidade original de pepti-
deo ou conjugado em auxiliar completo de Freund por injecdo subcu-
tdnea em multiplos sitios, Sete a 14 dias mais tarde os animais sao
sangrados e o soro é analisado quanto ao titulo de anticorpo. Animais
sao reforcados até o platd de titulo. De preferéncia, o animal é refor-
cado com o conjugado do mesmo antigeno, mas conjugado com uma
proteina diferente e/ou através de um reagente de reticulacéo diferen-
te, Conjugados também podem ser feitos em cultura de células re-
combinantes como fus@es de proteina, Também, agentes de agrega-
cado tal como alimen sdo adequadamente usados para melhorar a
resposta imune.

[0155] Anticorpos monoclonais da invencao podem ser feitos usan-
do-se 0 método de hibridoma primeiramente descrito por Kohler e ou-
tros, Nature, 256:495 (1975), e ulteriormente descrito, por exemplo, in
Hongo e outros, Hybridoma, 14 (3): 253-260 (1995), Harlow e outros,
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2nd ed, 1988); Hammerling e outros, in: Anticorpos monoclo-
nais and T-Cell Hybridomas 563-681 (Elsevier, N,Y,, 1981), and Ni,
Xiandai Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) com referéncia a human-
human hybridomas, Métodos adicionais incluem aqueles descritos, por
exemplo, na pat. U.S. no. 7.189.826 com referéncia a producao de

anticorpos de IgM naturais de ser humano monoclonais a partir de li-
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nhas de células de hibridoma, Tecnologia de hibridoma de ser humano
(Trioma technology) é descrita em Vollmers and Brandleina, Histology
and Histopathology, 20(3):927-937 (2005) and Vollmers and Brandlei-
na, Métodos and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology,
27(3):185-91 (2005).

[0156] Para as varias outras técnicas de hibridoma, vide, por exem-
plo, US 2006/258841; US 2006/183887 (anticorpos totalmente huma-
nos), US 2006/059575; US 2005/287149; US 2005/100546; US
2005/026229; e as pats. U.S. nos. 7.078.492 e 7.153.507. Um protoco-
lo exemplar para a producéo de anticorpos monoclonais usando-se 0
método de hibridoma é descrito como se segue. Em uma concretiza-
¢ao, um camundongo ou outro animal hospedeiro apropriado, tal como
hamster, é imunizado para eliciar linfécitos T que produzem ou séo
capazes de produzir anticorpos que especificamente se ligardo a pro-
teina para imunizacdo. Anticorpos sdo aumentados em animais por
multiplas injecBes subcutanea (sc) ou intraperitoneal (ip) de um poli-
peptideo da invencdo ou um seu fragmento, e um auxiliar, tal como
lipidio de monofosforila A (MPL)/trealose dicrinomicolato (TDM) (Ribi
Immunochem, Pesquisa, Inc,, Hamilton, Mont.). Um polipeptideo da
invencdo (por exemplo, antigeno) ou um seu fragmento pode ser pre-
parado usando-se métodos bem conhecidos na técnica, tais como mé-
todos recombinantes, alguns dos quais s&o ulteriormente descritos
aqui. Soro oriundo de animais imunizados é analisado quanto a anti-
corpos de anti-antigeno, e imunizacfes de reforco sdo opcionalmente
administrados, Linfécitos oriundos de animais que produzem anticor-
pos de anti-antigeno séo isolados. Alternativamente, linfocitos podem
ser imunizados in vitro.

[0157] Linfocitos sdo entdo fundidos com células de mieloma usan-
do-se um agente de fusdo adequado, tal como polietileno glicol, para

formar uma célula de hibridoma. Vide, por exemplo, Goding, Monoclo-
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nal Antibodies: Principles and Practice, pp, 59-103 (Academic Press,
1986). Células de mieloma podem ser usadas que fundem eficazmen-
te, suportam producdo de alto nivel estavel de anticorpo pelas células
de producédo de anticorpo selecionadas, e sdo sensiveis a um meio tal
como meio de HAT. Células de mieloma exemplar incluem, mas nao
sao limitadas a, linhas de mielomas de camundongo, tais como aque-
las derivada de tumores de camundongo de MOPC-21 e MPC-11 dis-
poniveis do Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, Calif,
USA, e células de SP-2 ou X63-Ag8-653 disponiveis da American
Type Culture Collection, Rockville, Md, USA, Linhas de células de he-
termieloma de camundongo-ser humano de miellomas de ser humano
também foram descritas para a producdo de anticorpos monoclonais
humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur e outros,
Anticorpo monoclonal Production Técnicas and Applications, pp, 51-63
(Marcel Dekker, Inc,, New York, 1987)).

[0158] As células de hibridomas assim preparadas sdo semeadas e
séo desenvolvidas em um meio de cultura adequado, por exemplo, um
meio que contém uma ou mais substancias que inibem o crescimento
ou a sobrevivéncia das células de mieloma parentais, ndo fundidas.
Por exemplo, se as células de mieloma parentais carecerem da trans-
ferase de fosforribosila de guanina de hipoxantina de enzima (HGPRT
ou HPRT), o meio de cultura para os hibridomas tipicamente incluiréo
hipoxantina, aminopterina, e timidina (meio de HAT), substancias es-
sas que previnem crescimento de células deficientes de HGPRT. De
preferéncia, métodos de cultura de células de hibridoma livre de soro
sao usados para reduzir uso de soro derivado de animal tal como soro
bovino fetal, como descrito, por exemplo, em Even e outros, Trends in
Biotechnology, 24 (3), 105-108 (2006).

[0159] Oligopeptideos como ferramentas para o aperfeicoamento de

produtividade de culturas de células de hibridoma s&o descritas em
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Franok, Trends in Anticorpo monoclonal Pesquisa, 111-122 (2005),
Especificamente, meios de culturas médios sdo enriquecidos com cer-
tos aminoacidos (alanina, serina, asparagina, prolina), ou com fracdes
de hidrolisado de proteina, e apoptose pode significativamente ser su-
primida por oligopeptideos sintéticcos, constituidos de trés a seis resi-
duos de aminoéacidos. Os peptideos estdo presentes em concentra-
¢Oes mais altas milimolares.

[0160] Meio de cultura em que células de hibridoma estdo se desen-
volvendo pode ser avaliado para a producdo de anticorpos monoclo-
nais que se ligam a um anticorpo da invencéo. A especificidade de li-
gacao de anticorpos monoclonais produzidos por células de hibridoma
pode ser determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de liga-
¢ao in vitro, tal como radioimunoensaio (RIA) ou ensaio imunossorven-
te ligado a enzima (ELISA). A afinidade de ligagdo do anticorpo mono-
clonal pode ser determinado, por exemplo, por Scatchard analysis. Vi-
de, por exemplo, Munson e outros, Anal, Biochem,, 107:220 (1980).
[0161] Depois que as células de hibridoma séo identificadas que
produzem anticorpos da especificidade, afinidade, e/ou atividade dese-
jada, os clones podem ser subclonados por limitacdo de procedimen-
tos de diluicdo e desenvolvidos por métodos padrdo. Vide, por exem-
plo, Goding, supra, Meios de cultura adequados para esta finalidade
incluem, por exemplo, meio de D-MEM ou de RPMI-1640, além disso,
células de hibridoma podem ser desenvolvidas in vivo como tumores
de ascite em um animal. Anticorpos monoclonais secretados pelos
subclones sdo adequadamente separados do meio de cultura, fluido
de ascite, ou soro por procedimentos de purificacdo de imunoglobulina
convencionais tal como, por exemplo, Sepharose de proteina A, cro-
matografia de hidrolapatita, eletroforese de gel, dialise, ou cromatogra-
fia por afinidade. Um procedimento para o isolamento de proteinas de
células de hibridoma € descrito na US 2005/176122 e na pat. U.S. no.
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6.919.436. O método inclui usando-se sais minimos, tais como sais
liotrépicos, no processo de ligacdo e de preferéncia também usando-
se pequenas gquantidades de solventes organicos no processo de elui-
cao.

(iif) Certos Métodos de Triagem de Biblioteca

[0162] Anticorpos da invencao podem ser feitos por uso de bibliote-
cas combinatérias para triar quanto a anticorpos com a(s) atividade(s)
desejada(s). Por exemplo, uma variedade de métodos sdo conhecidos
na técnica para a geracao de bibliotecas de exibicdo de fagos e tria-
gem de tais bibliotecas quanto a anticorpos que possuem as caracte-
risticas de ligacdo desejadas. Tais métodos sdo descritos em geral em
Hoogenboom e outros, in Métodos in Molecular Biology 178:1-37
(O'Brien e outros, ed,, Human Press, Totowa, N,J,, 2001). Por exem-
plo, um método de geracdo de anticorpos de interesse € através do
uso de uma biblioteca de anticorpos de fagos como descrita em Lee e
outros, J. Mol. Biol. (2004), 340(5):1073-93,

[0163] Em principio, clones de anticorpo sintéticos sédo selecionados
por triagem de bibliotecas de fagos contendo fago que exibem varios
fragmentos de regido variavel de anticorpo (Fv) fundidos a proteina de
revestimento de fago. Tais bibliotecas de fagos sdo garimpadas por
cromatografia por afinidade contra o antigeno desejado. Clones que
expressam fragmentos de Fv capazes de se ligar ao antigeno deseja-
do séo adsorvidos ao antigeno e assim separados dos clones de nao
ligacdo na biblioteca. Os clones de néo ligacdo sdo entdo eluidos do
antigeno, e podem ser ulteriormente enriquecidos por ciclos adicionais
de adsorcao/eluicdo de antigeno. Qualquer um dos anticorpos da in-
vencao pode ser obtido por projecdo de um procedimento de triagem
de antigeno adequado para selecionar o clone de fago de interesse
seguido por construcdo de um clone de anticorpo de comprimento total

clone usando-se as sequéncias de Fv a partir do clone de fago de inte-
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resse e sequéncias de regido constante (Fc) adequadas descritas em
Kabat e outros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, NIH Publication 91-3242, Bethesda Md, (1991), vols, 1-3.
[0164] Em certas concretizagdes, o dominio de ligacdo de antigeno
de um anticorpo é formado a partir de duas regides variaveis (V) de
cerca de 110 aminoacidos, um de cada uma das cadeias leve (VL) e
pesada (VH), que ambos apresentam trés lacos hipervaridveis (HVRS)
ou regides de determinacdo de complementaridade (CDRs), Dominios
variaveis podem ser exibidos funcionalmente no fago, ou como frag-
mentos de Fv de cadeia simples (scFv), em que VH e VL estao cova-
lentemente ligadas através de um peptideo flexivel, curto, ou como
fragmentos de Fab, em que eles sdo cada um fundidos a um dominio
constante e interagem nao covalentemente, como descrito em Winter
e outros, Ann, Rev, Immunol,12: 433-455 (1994), Como usado aqui,
clones de codificacdo de scFv de fago e clones de codificacado de Fab
sao coletivamente chamados des " clones de fago de Fv " ou " clones
de Fv."

[0165] Repertorios de genes de VH e de VL podem ser separada-
mente clonados por reacdo de cadeia de polimerase (PCR) e combi-
nados aleatoriamente nas bibliotecas de fagos, que podem ser entéo
buscadas quanto a clones de ligacdo de antigeno como descritos em
Winter e outros, Ann. Ver. Immunol,12: 433-455 (1994). Bibliotecas
oriundas de fontes imunizadas provéem anticorpos de alta afinidade
para o imunégeno sem a exigéncia de construcdo de hibridomas. Al-
ternativamente, os repertorios nativos podem ser clonados para prover
uma fonte simples de anticorpos humanos em uma ampla gama de
ndo-auto antigenos e também auto antigenos sem qualquer imuniza-
¢do como descrito por Griffiths e outros, EMBO J, 12: 725-734 (1993).
Finalmente, bibliotecas nativas podem também ser feitos sinteticamen-

te por clonagem dos segmentos de gene V nao redispostos das célu-

Peticdo 870160017268, de 03/05/2016, pag. 71/175



69/149

las tronco, e usando-se iniciadores de PCR contendo sequéncia alea-
toria para codificar as regifes de CDR3 altamente variaveis e para rea-
lizar redisposic&o in vitro como descrito Hoogenboom and Winter, J.
Mol. Biol.227: 381-388 (1992),

[0166] Em certas concretizacdes, fago filamentoso € usado para
exibir fragmentos de anticorpos por fusdo a proteina de revestimento
menor plll. Os fragmentos de anticorpos podem ser exibidos como fra-
gmentos de Fv de cadeia simples, em que dominios de VH e VL estéo
ligados na mesma cadeia de polipeptideo por um espacador de poli-
peptideo flexivel, por exemplo, como descrito por Marks e outros, J.
Mol. Biol.222: 581-597 (1991), ou como fragmentos de Fab, em que
uma cadeia é fundida a plll e a outra é secretada no periplasma da
célula hospedeira bacteriana onde montagem de uma estrutura de pro-
teina de revestimento de Fab que se torna exibida na superficie de fa-
go por deslocamento de algumas das proteinas de revestimento de
tipo selvagem, por exemplo, como descrito em Hoogenboom e outros,
Nucl. Acids Res. 19: 4133-4137 (1991).

[0167] Em geral, acidos nucléicos que codificam fragmentos de ge-
ne de anticorpo séo obtidos a partir de células imunes coletadas a par-
tir de seres humanos ou de animais. Se uma biblioteca orientada em
favor de clones de anti-antigeno é desejada, o individuo é imunizado
com antigeno para gerar uma resposta de anticorpo, e células de baco
e/ou células B circulantes, outros linfocitos de sangue periféricos
(PBLs) séao recuperados para a constru¢cdo de biblioteca. Em uma
concretizacdo, uma biblioteca de fragmentos de gene de anticorpo
humano orientada em favor de clones de anti-antigeno é obtida por
geracdo de uma resposta de anticorpo de anti-antigeno em camun-
dongos transgénicos que portam um conjunto de genes de imunoglo-
bulina de ser humano funcionais (e que carecem de um sistema de

producdo de anticorpo enddégeno funcional) tal que imunizacdo de an-
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tigeno origina células B que produzem anticorpos humanos contra an-
tigeno. A geracdo de camundongos transgénicos produtores de anti-
corpo humano é descrita abaixo.

[0168] Enriguecimento adicional para as populacdes de células rea-
tivas de anti-antigeno pode ser obtido por uso de um procedimento de
triagem adequado para isolar células B que expressam anticorpo liga-
do, por exemplo, por separacdo de células usando-se cromatografia
por afinidade de antigeno ou adsorcéo de células em antigeno marca-
do com fluorocromo seguida por classificacdo de célula ativada por
fluxo (FACS).

[0169] Alternativamente, o uso de células de baco e/ou células B ou
outros PBLs oriundos de um doador nao imunizado prové uma melhor
representacdo do repertorio de anticorpo possivel, e também permite a
construcdo de uma biblioteca de anticorpos usando-se quaisquer es-
pécies de animais (humano ou ndo humano) em gue antigeno ndo é
antigénico. Para bibliotecas que incorporam a construcdo de gene de
anticorpo in vitro, células tronco sdo coletadas a partir do individuo pa-
ra prover acidos nucléicos que codificam segmentos de gene de anti-
corpo nao redispostos. As células imunes de interesse podem ser ob-
tidas a partir de uma variedade de espécies de animais, tais como es-
pécies de ser humano, de camundongo, de rato, de lagomorfos, de
luprinos, de caninos, de felinos, de suinos, de bovinos, de equinos, e
espécies de aves, etc.

[0170] Segmentos de gene de anticorpo variavel de codificacdo de
acido nucléico (incluindo segmentos de VH e VL) séo recuperados a
partir das células de interesse e sdo ampliados. No caso de bibliotecas
de genes de VH e de VL redispostas, o DNA desejado pode ser obtido
por isolamento de DNA ou mRNA gendmico de linfécitos seguido por
reacdo de cadeia de polimerase (PCR) como iniciadores que empare-

Ihamento das extremidades de 5' e 3' de genes de VH e de VL redis-
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postos descritos em Orlandi e outros, Proc. Natl. Acad, Sci. (USA), 86:
3833-3837 (1989), desse modo fazendo varios repertdrios de genes V
para expressao. Os genes V podem ser amplificados a partir de cDNA
e DNA gendmico, com retro-iniciadores na extremidade 5 do éxon que
codifica 0 dominio V maduro e iniciadores dianteiros com base dentro
do segmento J como descrito em Orlandi e outros, (1989) e emWard e
outros, Nature, 341: 544-546 (1989). No entanto, para amplificar a par-
tir de cDNA, retro-iniciadores podem ser também baseados no éxon
lider como descrito em Jones e outros, Biotechnol,9: 88-89 (1991), e
iniciadores dianteiros dentro da regidao constante como descrito em
Sastry e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 86: 5728-5732 (1989).
Para maximizar a complementaridade, degeneracao pode incorporada
nos iniciadores como descrito em Orlandi e outros, (1989) ou Sastry e
outros, (1989). Em certas concretizagfes, a diversidade de biblioteca é
maximizada por uso de iniciadores de PCR direcionados para cada
familia de gene V a fim de ampliar todas as disposi¢des de VH e VL
disponiveis presentes na amostra de acido nucléico de célula madura,
por exemplo, como descrito no método de Marks e outros, J. Mol. Bi-
0l.222: 581-597 (1991) ou como descrito no método de Orum e outros,
Nucleic Acids Res. 21: 4491-4498 (1993). Para a clonagem do DNA
ampliado em vetores de expressao, sitios de restricdo raros podem ser
introduzidos para dentro do iniciador de PCR como uma etiqueta em
uma extremidade como descrito em Orlandi e outros, (1989), ou por
outra ampliacdo de PCR com um iniciador etiquetado como descrito
em Clackson e outros, Nature, 352: 624-628 (1991).

[0171] Repertorios de genes V sinteticamente redispostos podem
ser derivados in vitro de segmentos de gene V. A maioria dos segmen-
tos de gene de VH de ser humano foram clonados e foram sequencia-
dos (reported in Tomlinson e outros, J. Mol. Biol.227: 776-798 (1992)),

e foram mapeados (relatados em Matsuda e outros, Nature Genet,3:
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88-94 (1993); estes segmentos clonados (incluindo todas as principais
conformacdes do lagco de H1 e H2) podem ser usados para gerar di-
versos repertorios de gene de VH com iniciadores de PCR que codifi-
cacao lacos de H3 de diversa sequéncia e comprimento como descri-
tos em Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol.227: 381-388 (1992), Re-
pertorios de VH podem também ser feitos com a diversidade de se-
guéncia focalizada em um lago de H3 longo de um compimento sim-
ples como descrito em Barbas e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89: 4457-4461 (1992), segmentos de Vk e VA de ser humano foram
clonados e foram sequenciados (relatados em Williams and Winter,
Eur, J. Immunol.23: 1456-1461 (1993)) e podem usados para formar
repertérios de cadeia leve sinéticos, repertorios de gene de V sintético,
com base em uma faixa de vezes VH e VL, e comprimentos de L3 e
H3, codificardo anticorpos de diversidade estrutural consideravely,
Apods ampliacdo de DNAs de condificacdo de gene de V, germlina V-
gene segmentos de gene de V de linha de germes de acordo com 0s
métodos Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol.227: 381-388 (1992).

[0172] Repertorios de fragmentos de anticorpos podem ser constru-
idos por combinacéo de repertorios de gene de VH e VL juntos de va-
rios modos. Cada repertério pode ser criado em diferentes vetores, e
0s vetores recombinados in vitro, por exemplo, como descrito em Ho-
grefe e outros, Gene, 128: 119-126 (1993), ou in vivo por infeccao
combinatdriia, por exemplo, o sistema de loxP descrito em Watorhouse
e outros, Nucl, Acids Res,21: 2265-2266 (1993). Abordagem de re-
combinacéao in vivo explora a natureza de duas cadeias de fragmentos
de Fab para superar o limite no tamanho da biblioteca imposta por efi-
cacia de transformacéo de E. coli, Repertorios de VH e de VL nativos
sdo clonados separadamente, um dentro de um fagemideo e o outro
dentro de um vetor de fago. As duas bibliotecas sdo entdo combinadas

por infeccdo de fago de bactérias contendo fagemideo de modo que
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cada célula contém uma combinacao diferente e o tamanho de biblio-
teca € limitado apenas pelo numero de células presentes (cerca de
10% clones). Ambos os vetores contém sinais de recombinac&o in vivo
de modo que os genes de VH e de VL sao recombinantes sobre um
réplicon simples e sdo co-embalados em virions de fago. Estas vastas
bibliotecas provéem numeros grandes de diversos anticorpos de boa
afinidade (Kq* de cerca de 10 M).

[0173] Alternativamente, os repertorios podem ser clonados se-
guencialmente no mesmo vetor, por exemplo, como descrito em Bar-
bas e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88: 7978-7982 (1991), ou
montados entre si por PCR e entdo clonados, por exemplo, como des-
crito em Clackson e outros, Nature, 352: 624-628 (1991). Montagem
de PCR pode também ser usado para unir DNAs de VH e de VL com
DNA que codifica um espacador de peptideo flexivel para formar re-
pertérios de Fv de cadeia simples (scFv). Em ainda uma outra técnica,
"na montagem de PCR de célula" € usado para combinar genes de VH
e de VL dentro dos linfécitos por PCR entéo clonar repertorios de ge-
nes ligados como descritos em Embleton e outros, Nucl. Acids Res.
20: 3831-3837 (1992).

[0174] Os anticorpos produzidos por bibliotecas nativas (ou natural
ou sintética) podem ser de afinidade moderada (Kq* de cerca de 10° a
10" M), mas maturacéo por afinidade podem também ser imitada in
vitro por construcao e resselacao bibliotecas secundarias como descri-
tas em Winter e outros, (1994), supra. Por exemplo, mutacdo pode ser
introduzida aleatoriamente in vitro por uso de polimerase propensa a
erro (relatada em Leung e outros, Technique 1: 11-15 (1989)) in 0 mé-
todoof Hawkins e outros, J. Mol. Biol.226: 889-896 (1992) ou ho méto-
do de Gram e outros, Proc. Natl. Acad.Sci USA, 89: 3576-3580 (1992).
Adicionalmente, maturacdo por afinidade pode ser realizada por muta-

cado aleatdria de uma ou mais CDRs, por exemplo, usando-se PCR
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com iniciadores que portam sequéncia aleatoria que varia a CDR de
interesse, em clones de Fv individuais selecionados e triagem para
clones de afinidade mais altos, WO 9607754 (publicada em 14 de ma-
¢co de 1996) descrita um método para a introducdo e mutagénese em
uma complementaridade que determina regidao de uma cadeia leve de
imunoglobulina para criar uma biblioteca de genes de cadeia leve.
Uma outra abordagem eficaz € para recombinar os dominios de VH ou
de VL selecionados por exibicdo de fago com repertorios de variantes
de dominio V de ocorréncia natural obtidos a partir de doadores nao
imunizados e triagem para afinidade mais alta em varios ciclos de re-
manejamento de cadeia como descrito em Marks e outros, Bio-
technol,10: 779-783 (1992), Esta técnica permite a producédo de anti-
corpos e fragmentos de anticorpos com afinidades de cerca de 10° M
Oou menos.

[0175] Triagem das bibliotecas pode ser realizada por vérias técni-
cas conhecidas na técnica. Por exemplo, antigeno pode ser usado pa-
ra revestir as cavidades de placas de adsorcéo, expresso em células
hospedeiras afixadas a placas de adsorcéo ou usadas na classificacao
de célula, ou conjugadas com biotina para captura com contas revesti-
das com estreptavidina, ou usadas em qualquer outro método para
garimpar bibliotecas de exibicdo de fagos.

[0176] As amostras de biblioteca de fagos sao postas em contato
com antigeno imobilizado sob condi¢cBes adequadas para a ligacédo de
pelo menos uma porcdo das particulas de fago com o adsorvente,
Normalmente, as condi¢des, incluindo pH, concentracao idnica, tempe-
ratura e semelhantes sdo selecionados para imitar condi¢des fisiologi-
cas. Os fagos ligados a fase sdlida sédo lavados e entdo sao avaliados
por acido, por exemplo, como descrito em Barbas e outros, Proc. Natl.
Acad.Sci USA, 88: 7978-7982 (1991), ou por alcali, por exemplo, como
descrito em Marks e outros, J. Mol. Biol.222: 581-597 (1991), ou por
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competicdo de antigeno, por exemplo, em um procedimento similar ao
método de competicdo de antigeno de Clackson e outros, Nature,
352: 624-628 (1991). Fagos podem ser enriquecidos 20-1,000 vezes
em um ciclo simples de selecdo. Além do mais, os fagos enriquecidos
podem ser desenvolvidos em cultura bacteriana e selecionados a ou-
tros ciclos de selecao.

[0177] A eficicia de selecdo dependente de muitos fatores, incluindo
a cinética de dissociacdo durante a lavagem, e se multiplos fragmen-
tos de anticorpos em um fago simples podem simultaneamente enga-
jar com antigeno. Anticorpos com cinética de dissociacdo rapida (e
fracas afinidades de ligacdo) podem ser retidos por uso de lavagens
curtas, exibicdo de fago multivalente e alta densidade de revestimento
de antigeno na fase solida. Aalta densidade ndo apenas estabiliza o
fago através de interacdes multivalentes, mas favorece religacdo do
fago que se dissociou. A selecao de anticorpos com cética de dissoci-
acao lenta (e boas afinidades de ligacéo) pode ser promovida por uso
de lavagens longas e exibicdo de fago monovalente como descrito em
Bass e outros, Proteins. 8: 309-314 (1990) e na WO 92/09690, e uma
baixa densidade de revestimento de antigeno como descrito em Marks
e outros, Biotechnol,10: 779-783 (1992).

[0178] E possivel selecionar entre anticorpos de fago de diferentes
afinidades, mesmo com afinidades que diferem levemente, para anti-
geno. No entanto, mutacéo aleatéria de um anticorpo selecionado (por
exemplo, como realizada em algumas técnicas de maturagéo por afini-
dade) é provavel originar muitos mutantes, a maior parte que se liga a
antigeno, e uns poucos com afinidade mais alta. Com antigeno limitan-
te, fagos por afinidade alta rara poderiam ser completados. Para reter
todos os mutantes por afinidade mais altos, fagos podem ser incuba-
dos com excesso de antigeno biotinilado, mas com o antigeno biotini-

lado em uma concentragcdo de molaridade mais baixa do que a afini-

Peticdo 870160017268, de 03/05/2016, pag. 78/175



76/149

dade molar alvo constante para antigeno. Os fagos de ligagcéo por afi-
nidade altos podem entdo ser capturados por contas paramagnéticas
revestidas por estreptavidina. Tal "captura de equilibrio” permite que
0s anticorpos sejam selecionados acordo com suas afinidades de liga-
¢cao, com sensibilidade que permite isolamento de clones mutantes
com tao pouco quanto duas vezes afinidades mais altas de um grande
excesso de fagos com afinidade mais baixa. Condi¢cdes usadas nos
fagos de lavagem ligados a uma fase sélida podem ser manipuladas
para discriminar na base de cinética de dissociacéao,

[0179] Clones de anti-antigeno podem ser selecionados com base
na atividade. Em certas concretizagdes, a invencao prové anticorpos
de anti-antigeno que se ligam a células vivas que naturalmente ex-
pressam antigeno ou se ligam a antigeno de flutuacg&o livre ou antige-
no ligado as outras estruturas celulares. Clones de Fv que correspon-
dem a tais anticorpos de anti-antigeno podem ser selecionados por (1)
isolamento de clones de anti-antigeno de uma biblioteca de fagos co-
mo descrito acima, e aplicacao opcional da populacédo isolada de clo-
nes de fago por desenvolvimento da populagdo em um hospedeiro
bacteriano; (2) selecdo de antigeno e uma segunda proteina contra a
gual atividade de bloqueamento e ndo bloqueamento, é desejada; (3)
adsorcéo dos clones de anti-antigeno de fago em antigeno imobiliza-
do; (4) usando-se em excesso da segunda proteina para eluir quais-
guer clones indesejados que reconhecem determinantes de ligacéo de
antigeno que se sobrepdem ou séo partilhadas com os determinantes
de ligacdo da segunda proteina; e (5) eluicdo dos clones que perma-
necem adsorvidas apds a etapa (4). Opcionalmente, clones com as
propriedades de bloqueamento/ndo blogueamento desejadas podem
ser ulteriormente enriquecidos por repeticdo dos procedimentos de se-
lecao descritos aqui uma ou mais vezes,

[0180] DNA que codifica anticorpos monoclonais derivados de hibri-
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doma ou clones de Fv de exibicdo de fago da invengéo € prontamente
isolado e sequenciado usando-se procedimentos convencionais (por
exemplo, por uso de iniciadores de oligonucleotideo projetados para
especificamente ampliar as regides de codificacado de cadeia pesada e
de cadeia leve de interesse a partir do modelo de DNA de fago ou de
hibridoma). Uma vez isolado, o DNA pode ser colocado para dentro
dos vetores de expressao, que sao entao transfectados para dentro de
células hospedeiras tais como células de E. coli, células de COS de
simio, células de ovario de hamster chinés (CHO), ou células de mi-
eloma que de outra maneira ndo produzem proteina de imunoglobuli-
na, para se obter a sintese dos anticorpos monoclonais desejados nas
células hospedeiras recombinantes, Revisdo de artigos na expressao
recombinante em bactérias de DNA de codificacdo de anticorpo inclu-
em Skerra e outros, Curr, Opinion in Immunol,5: 256 (1993) and
Pluckthun, Immunol, Revs, 130: 151 (1992).

[0181] DNA que codifica os clones de Fv da invencao pode ser
combinado com sequéncias de DNA conhecidas que codificam regides
constantes de cadeia pesada e/ou de cadeia leve (por exemplo, as se-
guéncias de DNA apropriadas podem ser obtidas a partir de Kabat e
outros, supra) para formar clones que codificam cadeias pesada e/ou
de cadeia leve de comprimento parcial ou total. Seréo apreciadas regi-
des constantes de qualquer isétipo podem ser usadas para esta finali-
dade, incluindo regides constantes de 1gG, IgM, IgA, IgD, e IgE, e que
tais regides constantes podem ser obtidos a partir de qualquer espécie
humana ou de animal. Um clone de Fv derivado do DNA de dominio
variavel de uma espécie de animal (tal como ser humano) e entdo fun-
dido a DNA de regido constante de uma outra espécie de animal para
formar sequéncia (s) de codificacdo para "hibrido", cadeia pesada e/ou
cadeia leve de comprimento total é incluida na definicdo de anticorpo

"quimérico" e "hibrido" como usado aqui. Em certas concretizacoes,
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um clone de Fv derivado de DNA variavel de ser humano é fundido a
DNA de regido constante de ser humano para formar sequéncia(s) de
codificacdo para cadeias pesada e/ou leve de comprimento parcial ou
total.

[0182] DNA que codifica anticorpo de anti-antigeno derivado de um
hibridoma da invencao pode também ser modificado, por exemplo, por
substituicdo da sequéncia de codificacdo para dominios constantes de
cadeia pesada e leve de ser humano no lugar de sequéncias de ca-
mundongos homaologas derivadas do clone de hibridoma (por exemplo,
como no meétodo de Morrison e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:
6851-6855 (1984)), DNA que codifica um anticorpo ou fragmento deri-
vado de clone de Fv ou de hibridoma pode ser ulteriormente modifica-
do por unido covalente a sequéncia de codificacdo imunoglobulina a
totalidade ou parte da sequéncia de codificacdo para um polipeptideo
de ndo imunoglobulina. Deste modo, anticorpos "quimeéricos" ou "hibri-
dos" sédo preparados que tém a especificidade de ligacado dos anticor-
pos derivados de clone de hibridoma ou de clone de Fv da invencéo.
(iv) Anticorpos humanos e Humanizados

[0183] Varios métodos para humanizacdo de anticorpos ndo huma-
nos sao conhecidos na técnica. Por exemplo, um anticorpo humani-
zado tem um ou mais residuos de aminoacidos introduzidos para den-
tro dele a partir de uma fonte que € ndo humana. Esses residuos de
aminoacidos de ndo humanos séo frequentemente chamados de resi-
duos de "importacado", que sao tipicamente tirados de um dominio vari-
avel de "importacédo”, Humanizagcédo pode essencialmente ser realizado
ap6s o método de Winter e co-trabalhadores (Jones e outros, Nature,
321:522-525 (1986); Riechmann e outros, Nature, 332:323-327 (1988);
Verhoeyen e outros, Science, 239:1534-1536 (1988)), por uso de se-
guéncias de CDRs ou de CDR de roedor como substituto as sequén-

cias correspondentes de um anticorpo humano. Correspondentemen-
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te, tais anticorpos "humanizados" sdo anticorpos quiméricos (a pat.
U.S. no. 4.816.567) em que substancialmente menos do que um do-
minio variavel humano intacto foi substituido pela sequéncia corres-
pondente oriunda de uma espécie ndo humana. Na pratica, anticorpos
humanizados sao tipicamente anticorpos humanos em gque alguns re-
siduos de CDR e possivelmente alguns residuos de FR s&o substitui-
dos por residuos de sitios analogos nos anticorpos de roedor.

[0184] A escolha de dominios variaveis humanos, tanto leve quanto
pesada, como sendo usada na formacao dos anticorpos humanizados
€ muito importante para reduzir antigenicidade. De acordo com o mé-
todo "melhor ajustado” assim chamado, a sequéncia do dominio varia-
vel de um anticorpo de roedor é triada contra a biblioteca total de se-
guéncias de dominio variavel de ser humano conhecidas. A sequéncia
humana que é mais proxima aquela do roedor é entdo aceita como a
estrutura humana (FR) para o anticorpo humanizado (Sims e outros, J.
Immunol.151:2296 (1993); Chothia e outros, J. Mol. Biol.196:901
(1987)). Um outro método usa uma estrutura derivada particular da
sequéncia de consenso de todos os anticorpos humanos de um sub-
grupo particular de cadeia leve ou de cadeia pesada. A mesma estru-
tura pode ser usada para varios anticorpos humanizados diferentes
(Carter e outros, Proc, Natl, Acad Sci, USA, 89:4285 (1992); Presta e
outros, J. Immunol.151:2623 (1993)).

[0185] E mais importante que anticorpos sejam humanizados com
retencdo de alta afinidade para o antigeno e outras propriedades bio-
|6gicas favoraveis. Para conseguir este objetivo, de acordo com uma
concretizacdo do método, anticorpos humanizados sao preparados por
um processo de analise das sequéncias parentais e varios produtos
humanizados conceituais usando-se modelos tridimensionais das se-
guéncias parentais e humanizadas. Modelos de imunoglobulina tridi-

mensionais sdo comumente disponiveis e sdo familiares aqueles ver-
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sados na técnica. Programas de computador estdo disponiveis que
ilustram e exibem provaveis estruturas conformacionais tridimensio-
nais de sequéncias de imunoglobulinas de candidato selecionado. Ins-
pecdo desta exibicdo permite analise do papel provavel dos residuos
no funcionamento da sequéncia de imunoglobulinas de candidato, isto
€, a analise de residuos que influenciam a capacidade da imunoglobu-
lina de candidato para ligar seu antigeno. Deste modo, residuos de FR
podem ser selecionados e combinados das sequéncias de importacao
e de receptor de modo que a caracteristica de anticorpo desejada, tal
como afinidade aumentada afinidade para o antigeno(s) alvo(s), €
conseguida. Em geral, os residuos de regido hipervariavel sao direta-
mente e mais substancialmente envolvidos na influéncia da ligacéo de
antigeno,

[0186] Anticorpos humanos da invencdo podem ser construidos por
combinacao de sequéncia(s) de dominio variavel de clone de Fv sele-
cionadas de bibliotecas de exibicao de fagos derivadas de ser humano
com sequéncia(s) de dominio constante de ser humano conhecida(s)
como descrito acima. Alternativamente, anticorpos monoclonais hu-
manos da invencdo podem ser feitos pelo método de hibridoma. Li-
nhas de células de heteromieloma de camundongo-de ser humano e
mieloma de ser humano para a producao de anticorpos monoclonais
humanos foram descritos, por exemplo, por Kozbor J. Immunol. 133:
3001 (1984); Brodeur e outros, Monoclonal Antibody Production Tec-
nics and Applications, pp, 51-63 (Marcel Dekker, Inc, New York, 1987);
and Boerner e outros, J. Immunol.147: 86 (1991).

[0187] E possivel produzir animais transgénicos (por exemplo, ca-
mundongos) que sdo capazes, de imunizacdo, de produzir um reperto-
rio completo de repertorio de anticorpos humanos na auséncia de pro-
ducéo de imunoglobulina enddégena. Por exemplo, foi descrito que de-

lecdo homozigota do gene de regido de unido de cadeia pesada do
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anticorpo (Jy) em camundongos mutantes de linha de germes e quimeé-
ricos resulta na inibicdo completa da producéo de anticorpo endogena.
Transferéncia do ensaio de gene de imunoglobulina de linha de ger-
mes de ser humano em tais camundongos mutantes de linha de ger-
mes resultardo na producdo de anticorpos humanos no desafio de an-
tigeno. Vide, por exemplo, Jakobovits e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 90:2551 (1993); Jakobovits e outros, Nature, 362:255-258
(1993); Bruggermann e outros, Year in Immuno,7:33 (1993); and Du-
chosal e outros, Nature 355:258 (1992).

[0188] Embaralhamento de genes pode também ser usado para de-
rivar anticorpos humanos de ndo humanos, por exemplo, roedor, anti-
corpos, onde o anticorpo humano tem afinidades e especificidades si-
milares & anticorpo de partida ndo humano. De acordo com este méto-
do, que é também chamado "impresséo de epitopo”, ou a regido varia-
vel de cadeia leve ou de cadeia pesada de um fragmento um fragmen-
to de anticorpo ndo humano obtido por técnicas de exibicdo de fago as
descrito aqui é trocado por um repertério de genes de dominio V de
ser humano, criando uma populacdo de quimeras de scFv ou Fab de
cadeia de ser humano/de ndo ser humano. Selecdo com antigeno re-
sulta no isolamento de um scFv ou Fab quimérico de cadeia de ser
humano/de ndo ser humano em que a cadeia de ser humano restaura
o sitio de ligacdo de antigeno destruido na remocéo da cadeia de nao
ser humano correspondente cone de exibicdo de fago primario, isto € o
epitopo governa (imprime) a escolha do par de cadeia de ser humano.
Quando o processo € repetido a fim de substituir a cadeia de ndo ser
humano restante, um anticorpo humano é obtido (vide a PCT WO
93/06213 publicada em 1 de abril de 1993), Ao contrario de humaniza-
cao tradicional de anticorpos de nédo ser humano por enxerto de CDR,
esta técnica prové anticorpos totalmente humanos, que tém nenhum

residuo de FR ou de CDR de origem ndo humana.
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(v) Fragmentos de anticorpos

[0189] Fragmentos de anticorpos podem ser gerados por meio tradi-
cional, tais como digestdo enzimatica ou por técnicas de recombinan-
tes. Em certas circunstancias ha vantagens de uso de fragmentos de
anticorpos, ao invés de anticorpos inteiros. O tamanho menor dos fra-
gmentos permite rapida depuracéo, e pode levar a acesso aperfeicoa-
do para tumores solidos. Para uma revisdo de certos fragmentos de
anticorpos, vide Hudson e outros, (2003) Nat, Med, 9:129-134.

[0190] Vaérias técnicas foram desenvolvidas, para a producao de fra-
gmentos de anticorpos, Tradicionalmente, estes fragmentos foram de-
rivados via digestdo proteolitica de anticorpos intactos (vide, por
exemplo, Morimoto e outros, Journal of Biochemical and Biophysical
Métodos 24:107-117 (1992); and Brennan e outros, Science, 229:81
(1985)). No entanto, estes fragmentos podem agora ser produzidos
diretamente por células hospedeiras recombinantes. Fragmentos de
anticorpos de Fab, Fv e ScFv podem todos ser expressos em e secre-
tados a partir de E. coli, assim permitindo producao facil de grandes
guantidades destes fragmentos. Fragmentos de anticorpos podem ser
isolados das bibliotecas de fagos de anticorpo discutidas acima. Alter-
nativamente, fragmentos de Fab'-SH podem ser diretamente recupe-
rados a partir de E. coli e quimicamente acoplados formar fragmentos
de F(ab'), (Carter e outros, Bio/Technology 10:163-167 (1992)). De
acordo com uma outra abordagem, fragmentos de F(ab') , podem ser
isolados diretamente da cultura de células hospedeiras recombinantes.
Fragmento de Fab e de F(ab') , com semi-vida in vivo aumentada
compreendendo recuperacdo de residuos de epitopos de ligacdo de
receptor sdo descritos na pat. U.S. no. 5.869.046. Outras técnicas para
a producao de fragmentos de anticorpos estardo evidentes pelos prati-
cantes versados. Em certas concretizacdes, um anticorpo € um frag-

mento de Fv de cadeia simples (scFv). Vide a WO 93/16185; as pats.
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U.S. nos. 5.571.894; e 5.587.458, Fv e scFv sdo as Unicas espécies
com sitios de combinacdo intactos que sdo destituidos de regides
constantes; assim, eles podem ser adequados para a ligagcdo nao es-
pecifica reduzida durante o uso in vivo. Proteinas de fusdo de scFv
podem ser construidos para fornecer fusdo de uma proteina efetora ou
no terminal amino ou carboxi de um scFv. Vide Antibody Enginaering,
ed, Borrebaeck, supra. O fragmento de anticorpo podem também ser
um "anticorpo linear", por exemplo, como descrito na pat. U.S. no.
5.641.870, por exemplo. Tais anticorpos lineares podem ser monoes-
pecificos ou biespecificos.

(vi) Anticorpos multiespecificos

[0191] Anticorpos multiespecificos tém especificidades de ligacao
por pelo menos dois epitopos diferentes, onde os epitopos sdo usual-
mente de diferentes antigenos. Embora tais moléculas normalmente
apenas ligassem dois epitopos diferentes (isto é anticorpos biespecifi-
cos, BsAbs), anticorpos com especificidades adicionais tais como anti-
corpos triespecificos sao incluidos pela expressdo quando usada aqui.
Anticorpos biespecificos podem ser preparados como anticorpos de
comprimento total ou fragmentos de anticorpos (por exemplo, anticor-
pos biespecificos de F(ab"),).

[0192] Métodos para formacdo de anticorpos biespecificos sédo co-
nhecidos na técnica. Producdo tradicional de anticorpos de compri-
mento total biespecificos € com base na co-expressdo de dois pares
de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina, onde as duas cadei-
as tém especificidades diferentes (Millstein e outros, Nature, 305:537-
539 (1983)). Por causa do agrupamento aleatorio de cadeias leve e
pesada de imunoglobulina, esses hibridomas (quadromas) produzem
uma mistura potencial del0 moléculas de anticorpos diferentes, das
guais apenas uma tem a estrutura biespecifica correta. Purificacdo da

molécula correta, que é usualmente feita por etapas de cromatografia
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por afinidade, é bastante complicado, e os rendimentos de produto sédo
poucos, Procedimentos similares séo revelados na WO 93/08829, e
em Traunecker e outros, EMBO J,10:3655-3659 (1991).

[0193] De acordo com uma abordagem diferente, dominios variaveis
de anticorpo com as especificidades de ligacdo desejadas (sitios de
combinacdo de anticorpo-antigeno) sédo fundidos as sequéncias de
dominio constante de imunoglobulina. A fusdo de preferéncia é com
um dominio constante de cadeia pesada de imunoglobulina, compre-
endendo pelo menos parte da articulacio, regides de CH2, e CH3. E
tipico ter a primeira regido constante de cadeia pesada (CH1) conten-
do o sitio necessario para a ligacao de cadeia leve, presente em pelo
menos uma das fusdes. DNAs gue codificam as fusGes de cadeia pe-
sada de imunoglobulina e, se desejado, uma cadeia leve de imunoglo-
bulina, séo inseridos para dentro de vetores de expressdo separados,
e sao co-transfectados em um organismo hospedeiro adequado. Isto
prové flexbilidade maior no ajuste das propor¢c6es mutuas dos trés fra-
gmentos de polipeptideos em concretizagdes quando razdes desiguais
das trés cadeias de polipeptideo usadas na construcdo provéem o0s
6timos rendimentos. E, no entanto, possivel inserir as sequéncias de
codificacdo para duas ou todas as trés cadeias de polipeptideo em um
vetor de expressao quando a expressao de pelo menos duas cadeias
de polipeptideo em razdes iguais resulta nos altos rendimentos ou
guando as razdes sao de nao significancia particular.

[0194] Em uma concretizacdo desta abordagem, os anticorpos bies-
pecificos sdo constituidos de uma cadeia pesada de imunoglobulina
hibrida com uma primeira especificidade em um braco, e um par de
cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida (provendo uma
segunda especificidade de ligacdo) no outro braco. Verificou-se que
nesta estrutura assimétrica facilita do composto biespecifico desejado

de combinacdes de cadeia de imunoglobolina ndo desejadas, como a
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presenca de uma cadeia leve de imunoglobulina em apenas uma me-
tade da molécula biespecifica prové de um modo facil de separacéo.
Essa abordagem é revelada na WO 94/04690. Para outros detalhes de
geracdo de anticorpos biespecificos vide, por exemplo, Suresh e ou-
tros, Métodos in Enzymology, 121:210 (1986).

[0195] De acordo com uma outra abordagem descrita na WO
96/27011, a interface entre um par de moléculas de anticorpo pode ser
engenheirado para maximizar a percentagem de heterodimeros que
sdo recuperados a partir de cultura de células recombinantes. Uma
interface compreende pelo menos uma parte do dominio de Cy 3 de
um anticorpo dominio constante. Neste método, uma ou mais cadeias
laterais de amino &cido pequenas da interface da primeira molécula de
anticorpo séo trocadas por cadeias laterais maiores (por exemplo, tiro-
sina ou triptofano). "Cavidades" compensatérias de tamanho idéntico
ou similar a(s) cadeia(s) lateral(ais) maior(es) sao criadas na interface
de uma segunda molécula de anticorpo por troca de cadeias de amino
acido maiores por aquelas menores (por exemplo, alanina ou treoni-
na). Isso prové um mecanismo para o aumento do rendimento do hete-
rodimero sobre outros produtos finais indesejados tais como homodi-
meros.

[0196] Anticorpos biespecificos incluem anticorpos reticulados ou
"heteroconjugados”. Por exemplo, um dos anticorpos no heteroconju-
gado pode ser acoplado a avidina, o outro a biotina. Tais anticorpos,
por exemplo, foram propostos para direcionar células do sistema imu-
ne alvo para células indesejadas (a pat. U.S. no. 4,676,980), e para o
tratamento de infeccao por HIV (WO 91/00360, WO 92/200373, e EP
03089). Anticorpos heteroconjugados podem ser feitos usando-se
guaisquer métodos de reticulacdo convenientes, Agentes de reticula-
cdo adequados sdo bem conhecidos na técnica, e sédo revelados na

pat. U.S. no. 4.676.980, juntamente com numerosas técnicas de reticu-
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lacao.

[0197] Técnicas para a geracdo de anticorpos biespecificos a partir
de fragmentos de anticorpos foram também descritas na literatura. Por
exemplo, anticorpos biespecificos podem ser preparados usando-se
ligacdo quimica. Brennan e outros, Science, 229: 81 (1985) descrevem
um procedimento em gue anticorpos intactos sao proteoliticamente
clivados para gerar fragmentos de F(ab'),. Estes fragmentos sao redu-
zidos na presenca do agente, de complexacao de ditiol, arsenito de
sédio para estabilizar ditidis vicinais e prevenir a formacéo de dissulfe-
to intermolecular. Os fragmentos de Fab' gerados sdo entdo converti-
dos em derivados de tionitrobenzoato (TNB). Um dos derivados de
Fab'-TNB é entdo reconvertido no Fab'-tiol por reducdo com mercapto-
etilamina e é misturado com uma quantidade equimolar do outro deri-
vado de Fab'-TNB para formar o anticorpo biespecifico. Os anticorpos
biespecificos produzidos podem ser usados como agentes para a imo-
bilizag&o seletiva de enzimas.

[0198] Progresso recente facilitou a recuperacao direta de fragmen-
tos de Fab'-SH a partir de E. coli, que podem ser quimicamente aco-
plados para formar anticorpos biespecificos. Shalaby e outros, J. Exp.
Med. 175: 217-225 (1992) descrevem a producdo de uma molécula de
anticorpo de F(ab'), biespecifico totalmente humanizada. Cada frag-
mento de Fab' foi separadamente secretado a partir de E. coli e foi
submetido a acoplamento quimico dirigido in vitro para formar o anti-
corpo biespecifico.

[0199] Varias técnicas para a formacao e isolamento de fragmentos
de anticorpos biespecificos diretamente de cultura de células recombi-
nantes foram também descritas. Por exemplo, anticorpos biespecificos
foram produzidos usando-se zippers de leucina, Kostelny e outros, J.
Immunol. 148(5):1547-1553 (1992). Os peptideos de zipper de leucina

oriundos das proteinas de Fos e de Jun foram ligados as porcdes de
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Fab' de dois diferentes anticorpos por fusdo de gene. Os homodimeros
de anticorpo foram reduzidos na regido de articulagéo para formar mo-
némeros e entdo foram re-oxidados para formar os heterodimeros de
anticorpo. Este método pode também ser utilizado para a producéo de
homodimeros de anticorpo. A tecnologia de "diacorpo" descrita por
Hollinger e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)
proveu um mecanismo alternativo para a formacéo de fragmentos de
anticorpos biespecificos. Os fragmentos compreendem um dominio
variavel de cadeia pesada (Vy) ligado a um dominio variavel de cadeia
leve (V.) por um ligador que é demasiadamente curto para permitir
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia. Corres-
pondentemente, os dominios de V, e de V| de um fragmento séo for-
cados para emparelhar com os dominios de V. e de Vy complementa-
res de um outro fragmento, desse modo formando dois sitios de liga-
cao de antigeno. Uma outra estratégia para a formacgao de fragmentos
de anticorpos biespecificos pelo uso de dimeros de Fv de cadeia sim-
ples (sFv) foi também relatados. Vide Gruber e outros, J. Immunol.
152:5368 (1994).

[0200] Anticorpos com mais do que duas valéncias sdo contempla-
dos. Por exemplo, anticorpos triespecificos podem ser preparados,
Tuft e outros, J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Anticorpos de dominio simples

[0201] Em algumas concretizagBes, um anticorpo da invengdo € um
anticorpo de dominio simples. Um anticorpo de dominio simples é uma
cadeia de polipeptideo simples compreendendo a totalidade ou uma
porcdo do dominio varidvel de cadeia pesada ou a totalidade ou uma
porcdo do dominio variavel de cadeia leve de um anticorpo. Em certas
concretizagbes, um anticorpo de dominio simples € um anticorpo de
dominio simples humano (Domantis, Inc. Waltham, Mass.; vide, por

exemplo, a pat. U.S. no. 6.248.516 B1). Em uma concretizagdao, um
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anticorpo de dominio simples consiste da totalidade ou uma porcdo do
dominio variavel de cadeia pesada de um anticorpo.

(viii) Variantes de anticorpo

[0202] Em algumas concretiza¢des, modificacado(des) de sequéncia
de aminoacidos dos anticorpos descritos aqui sdo contempladas. Por
exemplo, podem ser desejavel para aperfeicoar a afinidade de ligacéo
e/ou outras propriedades bioldgicas do anticorpo, Variantes de se-
guéncia de aminoacidos do anticorpo podem ser preparados por intro-
ducdo de mudancas apropriadas na sequéncia de nucleotideos que
codificam o anticorpo, ou por sintese de peptideo. Tais modificacdes
incluem, por exemplo, dele¢des de, e/ou insergcdes em e/ou substitui-
cao de, residuos dentro das sequéncias de aminoacidos do anticorpo.
Qualquer combinacéo de delecdo, insercdo e substituicdo pode ser
feita para alcancar no construto final, com a condigdo de que o cons-
truto final possui as caracteristicas desejadas. As alteracdes de ami-
noacidos podem ser introduzidas na sequéncia de aminoacidos do an-
ticorpo objeto na hora que a sequéncia é feita.

(ix) Derivados de anticorpo

[0203] Os anticorpos da invencdo podem ser ulteriormente modifi-
cados para conter porcfes ndo proteinaceas adicionais que Sao co-
nhecidas na técnica e prontamente disponiveis. Em certas concretiza-
cOes, as porcdes adequadas para a derivatizagdo do anticorpo sao
polimeros soluveis em agua. Exemplos ndo limitantes de polimeros
sollveis em &gua incluem, mas ndo sao limitados a, polietileno glicol
(PEG), copolimeros de etileno glicol/propileno glicol, carboximetilcelu-
lose, dextrano, alcool polivinilico, polivinil pirrolidona, poli-1,3-
dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anidrido maléico,
poliaminoacidos (ou homopolimeros ou copolimeros aletérios), e dex-
trano ou poli(n-vinil pirrolidona)polietileno glicol, homopolimeros de

propropileno glicol, co-polimeros de 6xido de prolipropileno /éxido de
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etileno, polidis polietoxilados (por exemplo, glicerol), alcool polivinilico,
e suas misturas. Propionaldeido de polietileno glicol pode ter vantan-
gens na fabricagdo devido a sua estabilidade em agua. O polimero
pode ser de qualquer peso molecular, e pode ser ramificado ou néao
ramificado. O numero de polimeros ligados ao anticorpo pode variar, e
se mais do que um polimero estiver ligados, eles podem ser moléculas
iguais ou diferentes. Em geral, o nUmero e/ou o tipo de polimeros usa-
dos para derivatizacdo podem ser determinados com base nas consi-
deragOes incluindo, mas nao limitadas a, como propriedades ou fun-
¢cOes particulares do anticorpo como sendo aperfeicoadas, se o deri-
vado de anticorpo foi usado em uma terapia sob condi¢cbes definidas,
etc.

(x) Vetores, células hospedeiras, e métodos recombi  nantes

[0204] Anticorpos podem também ser produzidos usando-se meéto-
dos recombinantes. Para a producéo recombinante de um anticorpo de
anti-antigeno, acido nucléico que codifica o anticorpo € isolado e é in-
serido em um vetor replicavel para outra clonagem (ampliagcdo do
DNA) ou para expressao, DNA que codifica o anticorpo pode ser pron-
tamente isolado e sequenciado usando-se procedimentos convencio-
nais (por exemplo, por uso de sondas de oligonucleotideos que séo
capazes de se ligar especificamente a genes que codificam as cadeias
leve e pesada do anticorpo). Muitos vetores estdo disponiveis. Os
componentes de vetor em geral incluem, mas nao sao limitados a, um
ou mais dos seguintes: uma sequéncia de sinal, uma origem de repli-
cacdo, um ou mais genes marcadores, um elemento melhorador, um
promotor, e uma sequéncia de terminacao de transcrigao.

(a) Componente de sequéncia de sinal

[0205] Um anticorpo da invencdo pode ser recombinantemente pro-
duzido ndo apenas diretamente, mas também como um polipeptideo

de fusdo com um polipeptideo heterélogo, que é de preferéncia uma
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sequéncia de sinal ou outro polipeptideo tendo um sitio de clivagem
especifico no N-terminal do polipeptideo ou proteina madura. A se-
guéncia de sinal heterdloga selecionada de preferéncia € uma que é
reconhecida e é processada (por exemplo, € cor uma peptidase de si-
nal) pela célula hospedeira. Para células hospedeiras procarioticas
gue nao reconhecem e processam uma sequéncia de sinal de anticor-
po nativo, a sequéncia de sinal é substituido por uma sequéncia de
sinal procaribtica selecionada, por exemplo, do grupo da fosfatase al-
calina, penicilinase, Ipp, ou lideres de enterotoxina Il estavel a calor.
Para a secrecédo de levedura da sequéncia de sinal nativa pode ser
substituida por, por exemplo, o lider de invertase de levedura, um lider
de fator (incluindo lideres de alfa-fator de Saccharomyces and Kluyve-
romyces ), ou lider de fosfatase de acido, o lider de glucoamilase de C,
albicans, ou o sinal descrito na WO 90/13646. Em expressédo de célula
de mamifero, sequéncias de sinal de mamifero bem como lideres se-
cretoérios virais , por exemplo, o sinal de herpes simplex gD, estdo dis-
poniveis.

(b) Origem de replicacao

[0206] Tanto vetores de expressao quanto vetores de clonagem
contém uma sequéncia de acido nucléicos que permite que o vetor re-
plique em uma ou mais células hospedeiras selecionadas. Em geral,
em vetores de clonagem desta sequéncia € uma que permite que o
vetor replique independentemente do DNA cromossomal de hospedei-
ro, e inclui origens de replicacdo ou sequéncias de replicacdo autono-
ma. Tais sequéncias sao bem conhecidas para uma variedade de bac-
téria, levedura, e virus. A origem de replicacdo a partir do plasmidio
pBR322 é adequado para a maioria de bactérias Gram-negativas, o
2u, origem de plasmidio é adequado para levedura, e varias origens
virais (SV40, polioma, adenovirus, VSV ou BPV) séo Uteis para veto-

res de clonagem em células de mamifero. Em geral, a origem de com-
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ponente de replicacdo ndo € necessaria para vetores de expressao de
mamifero (a origem de SV40 pode tipicamente ser usada apenas por-
gue ela contém o promotor precoce.

(c) Componente de gene de selecéo

[0207] Vetores de expressao e vetores de clonagem podem conter
um gene de selecdo, também chamados um marcador selecionavel,
Genes de selecéo tipicos codificam proteinas que (a) conferem resis-
téncias a antibioticos ou outras toxinas, por exemplo, ampicilina, neo-
micina, metotrexato, ou tetraciclina, (b) deficiéncias auxotroficas de
complemento, ou (c) fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis do
meio complexo, por exemplo, o gene que codifica racemase de D-
alanina para Bacilli.

[0208] Um exemplo de um esquema de sele¢do utiliza um farmaco
para aprisionar o crescimento de uma ceélula hospedeira, Aquelas célu-
las que séo transformadas com sucesso com um gene heterdlogo pro-
duzem a proteina que confere resisténcia a farmaco e assim sobrevi-
vem o regime de selecéo. Exemplos de tal selecdo dominante usam os
farmacos neomicina, acido micofendlico e higromicina.

[0209] Uma outra exemplo de marcadores selecionaveis adequados
para células de mamifero sdo aqueles que permitem a identificacdo de
células competentes para colocar acido nucléico de codificacao de an-
ticorpo, tais como DHFR, sintetase de glutamina (GS), cinase de timi-
dina, metalotioneina-I e -Il, de preferéncia genes de metalotioneina de
primata, adenosina desaminase, ornitina descarboxilase, etc.

[0210] Por exemplo, células transformadas com o gene de DHFR
séo identificadas por cultivo dos transformantes em um meio de cultura
contendo metotrexato (Mtx), um antagonista competitiva de DHFR,
Sob essas condi¢des, o gene de DHFR € ampliado juntamente com
qualquer outro &cido nucléico co-transformado. Uma linha de células

de ovario de hamster chinés (CHO) deficiente na atividade de DHFR
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endogena (por exemplo, ATCC CRL-9096) pode ser usada,

[0211] Alternativamente, células transformadas com p gene de GS
sao identificadas por cultivo dos transformantes em um meio de cultura
contendo L-metionina sulfoximina (Msx), um inibidor de GS, Sob essas
condi¢cdes, o gene de GS é ampliado juntamente com qualquer outro
acido nucléico co-transformado. O Sistema de selecdo/ampliacdo de
GS pode ser usado em combinacdo com o sistema de sele-
cao/ampliacdo de DHFR descrito acima.

[0212] Alternativamente, células hospedeiras (particularmente hos-
pedeiros de tipo selvagem que contém DHFR enddgeno) transforma-
das ou co-transformadas com sequéncia de DNA que codificam um
anticorpo de interesse, gene de DHFR de tipo selvagem, e um outro
marcador selecionavel tal como aminoglicosideo 3'-fosfotransferase
(APH) pode ser selecionado por crescimento celular em meio conten-
do um agente de selecdo para o marcador selecionavel tal como anti-
biético de aminoglicosidico, por exemplo, canamicina, neomicina, ou
G418, vide a pat. U.S. no. 4.965.199.

[0213] Um gene de selecdo adequado para o uso na levedura € o
gene de trpl presente no plasmidio de levedura YRp7 (Stinchcomb e
outros, Nature, 282:39 (1979)). O gene de trpl prové um marcador de
selecéo para uma cepa mutante de levedura que carece da capacida-
de de se desenvolver em triptofano, por exemplo, ATCC No, 44076 ou
PEP4-1, Jones, Genetics, 85:12 (1977). A presenca da lesao de trpl
no genoma de célula hospedeira de levedura entdo prové um ambien-
te eficaz para a deteccéo de transformacgao por crescimento na ausén-
cia de triptofano. Similarmente, cepas de levedura deficientes de Leu2
(ATCC 20,622 ou 38,626) sdo contempladas por plasmidios conheci-
dos que portam o gene de Leu?2.

[0214] Além disso, vetores derivados do plasmidio circular de 1,6

um pKD1 podem ser usados para a transformacéo de leveduras de

Peticdo 870160017268, de 03/05/2016, pag. 95/175



93/149

Kluyveromyces. Alternativamente, um sistema de expressao para a
producdo em grande escala de quimosina de bezerro recombinante foi
relatado para K, lactis, Van den Berg, Bio/Technology, 8:135 (1990).
Vetores de expressao de multiplas copias estaveis para a secrecao de
albumina de soro de ser humano recombinante madura por cepas in-
dustriais de Kluyveromyces foram também reveladas, Fleer e outros,
Bio/Technology, 9:968-975 (1991).

(d) Componente de promotor

[0215] Vetores de expressao e vetores de clonagem em geral con-
tém um promotor que é reconhecido pelo organismo hospedeiro e é
operavelmente ligado ao acido nucléico que codifica um anticorpo.
Promotores adequados para o0 uso com hospedeiros procariéticos in-
cluem o promotor de phoA, sistemas de promotor de B-lactamase e
lactose, promotor de fosfatase alcalina, um sistema de promotor de
triptofano (trp), e promotores hibridos tal como o promotor de tac. No
entanto, outros promotores bacterianos conhecidos sao adequados,
Promotores para o uso nos sistemas bacterianos também conterdo
uma sequéncia de Shine-Dalgarno (S.D.) operavelmente ligada ao
DNA que codifica um anticorpo.

[0216] Sequéncias de promotores sdo conhecidos para eucariotas,
Virtualmente todos os gene eucaridticos tém uma regido rica em AT
localizada aproximadamente de 25 a 30 bases a montante do sitio on-
de transcricdo € iniciada. Uma outra sequéncia encontrava de 70 a 80
bases a montante do inicio da transcricdo de muitos genes € uma re-
gido de CNCAAT onde N pode ser qualquer nucleotideo. Na extremi-
dade 3' da maioria dos genes eucaribticos esta uma sequéncia de AA-
TAAA que pode ser o sinal para a adicdo da cauda de poli A a extre-
midade 3' da sequéncia de codificacdo, Todas essas sequéncias sao
adequadamente inseridas para dentro de vetores de expressao euca-

rioticos.
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[0217] Exemplos de sequéncias de promotores adequadas para o
uso com hospedeiros de levedura incluem os promotores para 3-
fosfoglicerato cinase ou outras enzimas glicolitica, tais como enolase,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, hexocinase, piruvato decarboxi-
lase, fosfofructocinase, glicose-6-fosfato isomerase, 3-fosfoglicerato
mutase, piruvato cinase, triosefosfato isomerase, fosfoglicose isome-
rase, e glucocinase.

[0218] Outros promotores de levedura, que sdo promotores induzi-
veis tendo a vantagem adicional de transcricdo controlada por condi-
¢cOes de crescimento, séo as regides de promotor para desidrogenase
2 de alcool, isocitocromo C, fosfatase acida, enzimas degradativas as-
sociadas ao metabolismo de nitrogénio, metalotioneinaa, gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase, e enzimas responsaveis pela utilizacdo de
maltose e galactose. Vetores e promotores adequados para 0 uso na
expressao de levedura séo ulteriormente descritos na EP 73,657, Me-
Ihoradores de levedura também séo vantajosamente usados com pro-
motores de levedura.

[0219] Transcricdo de anticorpo de vetores em células hospedeiras
de mamifero pode ser controlada, por exemplo, por promotores obti-
dos a partir dos genomas de virus tais como virus polioma, virus da
variola aviaria, adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus de papiloma
bovino, virus de sarcina aviario, citomegalovirus, um retrovirus, virus
de hepatite B, Virus 40 de simio (SV40), ou de promotores de mamife-
ros heterdlogos , por exemplo, o promotor de actina ou um promotor
de imunoglobulina, de promotores de choque térmico, com a condicéo
de que tais promotores sejam compativeis com os sistemas de célula
hospedeira.

[0220] Os promotores tardios e precoces do virus de SV40 s&o con-
venientemente obtidos como um fragmento de retricdo de SV40 que

também contém a origem viral de SV40 de replicacdo. O promotor
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precoce imediato do citomegalovirus humano € convenientemente ob-
tido como um fragmento de restricao de Hindlll E. Um sistema para
expressdo de DNA em hospedeiros de mamifero usando o virus de
papiloma bovino como um vetor revelado na pat. U.S. no. 4.419.446.
Uma modificacdo deste Sistema é descrita na pat. U.S. no. 4.601.978.
Vide também Reyes e outros, Nature 297:598-601 (1982) na expres-
sdo de cDNA de beta-interferon de ser humano em células de camun-
dongo sob o controle de um promotor de cinase de timidina oriundo de
virus de herpes simplex. Alternativamente, a repeticdo terminal longa
de Virus de Sarcoma de Rous pode ser usada como o promotor.

(e) Componente de Elemento de Melhorador

[0221] Transcricao de um DNA que codifica um anticorpo desta in-
vencao por eucariotas superiores é frequentemente aumentada por
insercdo de uma sequéncia melhoradora para dentro do vetor, Muitas
sequéncias melhoradoras sdo conhecidas de genes de mamifero (glo-
bina, elastase, albumina, a-fetoproteina, e insulina). Tipicamente, no
entanto, uma usara um melhorador de um virus de célula eucaridtica.
Exemplos incluem o melhorador de SV40 no lado tardio da origem de
replicacdo (pb 100-270), o melhorador de promotor de citomegalovirus
precoce, o melhorador de polioma no lado tardio da origem de replica-
cdo, e melhoradores de adenovirus. Vide também Yaniv, Nature
297:17-18 (1982) nos elementos de melhoramento para a ativacao de
promotores eucarioticos. O melhorador pode ser unido no vetor a uma
posicdo 5' ou 3' até sequéncia de codificacdo de anticorpo mas é de
preferéncia localizado no sitio 5' a partir do promotor.

(f) Componente de terminagao de transcricao

[0222] Vetores de expressdo usados em ceélulas hospedeiras euca-
ridticas (levedura, fungos, inseto, planta, animal, ser humano, ou célu-
las nucleadas oriundas de outros organismos multicelulares) também

conterdo sequéncias necessarias para a terminacdo de transcricdo e
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para a estabilizacdo do mRNA. Tais sequéncias estdo comumente
disponiveis da 5' e, ocasionalmente 3', regibes ndo traduzidas de
DNAs ou cDNAs eucarioticos ou virais. Estas regifes contém segmen-
tos de nucleotideo transcritos como fragmentos poliadenilados na por-
¢ao nao traduzida do anticorpo de codificacdo de mRNA. Um compo-
nente de terminacao de transcricao util é a regido de poliadenilacdo de
hormonio de crescimento bovino. Vide WO 94/11026 e um vetor de
expresséao revelado ali.

(g) Selecéao e transformacéo de células hospedeiras

[0223] Células hospedeiras adequadas para a clonagem ou expres-
sdo do DNA nos vetores aqui sdo as células eucariotas superiores,
levedura ou procariota descritas acima, Procariotas adequadas para
esta finalidade incluem eubactéria, tais como organismos Gram-
negativos ou Gram-positivos, por exemplo, Enterobacteriaceae tal co-
mo Escherichia, por exemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella,
Proteus, Salmonella, por exemplo, Salmonella typhimurium, Serratia,
por exemplo, Serratia marcescans, e Shigella, bem como Bacilli tais
como B, subtilis e B, licheniformis (por exemplo, B, licheniformis 41P
revelado na DD 266,710 publicada em 12 de abrila de 1989), Pseudo-
monas tais como P, aeruginosa, e Streptomyces. Um hospedeiro de
colonagem de E. coli preferido € E. coli 294 (ATCC 31.446), embora
outras cepas tais como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31.537), e E.
coli W3110 (ATCC 27.325) sejam adequadas. Esses exemplos sao
ilustrativos ao invés de limitantes.

[0224] Anticorpo de comprimento total, proteinas de fusdo de anti-
corpo, e fragmentos de anticorpos podem ser produzidos em bacté-
rias, em particular quando glicosilacao e funcao efetora de Fc ndo séo
necessarios, tal como o anticorpo terapéutico é conjugado com um
agente citotéxico (por exemplo, uma toxina) que por si s6 se mostra

eficaz na destruicdo de célula de tumor. Anticorpos de comprimento
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total tém semi-vida maior na circulacdo. Producdo em E. coli é mais
rapida e custo mais eficaz. Para expressdo de fragmentos de anticor-
pos e polipeptideos em bactérias, vide, por exemplo, a pat. U.S. no.
5,64,237 (Carter e outros), a pat. U.S. no. 5.789.199 (Joly e outros,), a
pat. U.S. no. 5,840,523 (Simmons e outros,), que descreve regiao de
iniciacao de traducédo (TIR) e sequéncias de sinal para secrecao e ex-
pressdo de otimizacdo. Vide também Charlton, Métodos in Molecular
Biology, Vol, 248 (B, K, C, Lo, ed,Humana Press, Totowa, N,J,2003),
pp, 245-254, descrevendo expressao de fragmentos de anticorpos em
E. coli. Depois da expressao, o anticorpo pode ser isolado da pata de
célula de E. coli em uma fracdo soluvel e pode ser purificada através
de, por exemplo, uma coluna de proteina A ou G dependendo do iso6-
tipo. Purificacéo final pode ser realizada similar ao processo para a
purificacdo de anticorpo expresso, por exemplo, em células de CHO.

[0225] Além de procariotas, microbios eucariéticos tais como fungos
filamentosos ou levedura sao hospedeiros de expressao ou clonagem
adequados para vetores de codificacao de anticorpo, Saccharomyces
cerevisiae, ou levedura de padeiro comum, é 0 mais comumente usa-
do entre os microorganismos hospedeiros eucariéticos inferiores. No
entanto, numerosos outros géneros, espécies e cepas estdo comu-
mente disponiveis e sdo Uteis aqui, tal como Schizosaccharomyces
pombe; Kluyveromyces hosts tais como, por exemplo, K, lactis, K, fra-
gilis (ATCC 12,424), K, bulgaricus (ATCC 16,045), K, wickeramii
(ATCC 24,178), K, waltii (ATCC 56,500), K, drosophilarum (ATCC
36,906), K, thermotolerans, e K, marxianus; yarrowia (EP 402,226);
Pichia pastoris (EP 183,070); Candida; Trichoderma reesia (EP
244,234); Neurospora crassa; Schwanniomyces tal como Schwanni-
omyces occidentalis; e fungos filamentosos tais como, por exemplo,
Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, e hospedeiros de Aspergillus

tais como A, nidulans e A, niger. Para uma revisao que discute 0 uso
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de leveduras e fungos filamentosos para a producdo de proteinas te-
rapéuticas, vide, por exemplo, Gerngross, Nat, Biotech, 22:1409-1414
(2004).

[0226] Certos fungos e cepas de levedura podem ser selecionados
em que trajetdrias de glicosilacao foram "humanizadas," resultando na
producao de um anticorpo com um padréao de glicolisacé&o parcialmen-
te ou totalmente humano. Vide, por exemplo, Li e outros, Nat, Biotech,
24:210-215 (2006) (descrevendo humanizacao da trajetéria de glicosi-
lacdo em Pichia pastoris); e Gerngross e outros, supra.

[0227] Células hospedeiras adequadas para a expressao de anti-
corpo glicosilado sdo também derivadas de organismos multicelulares
(invertebrados e vertebrados). Exemplos de células de invertebrais in-
cluem cepas e variantes e células hospedeiras de inseto permissivas
correspondentes oriundas de hospedeiros tais como Spodoptera frugi-
perda (catorpillar), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mos-
quito), Drosophila melanogaster (mosca da fruta), e Bombyx mori fo-
ram identificados. Uma variedade de cepas virais para transfeccéo es-
tdo publicamente disponiveis, por exemplo, a variante de L-1 de Auto-
grapha californica NPV e a cepa de Bm-5 de Bombyx mori NPV, e tais
virus podem ser usados como o virus aqui de acordo com a invencao,
particularmente para a transfeccdo de céluas de Spodoptera frugiper-
da.

[0228] Culturas de células de planta de algodao, corn, batata, soja,
petunia, tomate, lentilha d’agua (Leninaceae), alfalfa (M, truncatula), e
tabaco podem também ser utlizadas como hospedeiros. Vide, por
exemplo, as pats. U.S. nos. 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548,
7.125.978, e 6.417.429 (descrevendo tecnologia de PLANTIBODIES™
para a producao de anticorpos em plantas transgénicas).

[0229] Célluas de vertebrado podem ser usadas como hospedeiros,

e propagacao de céluas de vertebrado em cultura (cultura de tecidos)
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se tornaram um procedimento rotineiro. Exemplos de linhas de células
de hospedeiro de mamifero Gteis séo linhas de CV1 de rim de macaco
transformadas por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linha de rim em-
bribnica de ser humano (293 ou 293 células subclonadas para cresci-
mento na cultura de suspenséo, Graham e outros, J, Gen Virol, 36:59
(1977)); células de rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10); células
de sertoli de camundongo (TM4, Mather, Biol, Reprod, 23:243-251
(1980)); células de rim de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células de rim
de macaco verde Africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de
carcinoma cervical de ser humano (HELA, ATCC CCL 2); canina kid-
ney cells (MDCK, ATCC CCL 34); células de figado de bufalo rato
(BRL 3A, ATCC CRL 1442); human lung cells (W138, ATCC CCL 75);
células de figado de ser humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario
de camundongo (MMT 060562, ATCC CCL51); células de TRI (Mather
e outros, Annals N,Y, Acad, Sci, 383:44-68 (1982)); células de MRC 5;
células de FS4; e uma linha de hepatomas de ser humano (Hep G2).
Outras linhas de células hospedeiras de mamifero Gteis incluem célu-
las de ovario de hamster chinés (CHO), incluindo células de DHFR’
CHO (Urlaub e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980)); e
linhas de células de mieloma tais como NSO e Sp2/0. Para uma revi-
sdo de certas linhas de células hospedeiras de mamifero adequadas
para a producdo de anticorpo, vide, por exemplo, Yazaki and Wu, Mé-
todos in Molecular Biology, Vol, 248 (B, K, C, Lo, ed,Humana Press,
Totowa, N,J,2003), pp, 255-268.

[0230] Células hospedeiras séo transformadas com os vetores de
expressao ou vetores de clonagem descritos acima para a produgcao
de anticorpo e sao cultivadas no meio de nutriente convencional modi-
ficado quando apropriado para a inducado de promotores, selecao de
transformantes, ou ampliacdo dos genes que coficam as sequéncias

desejadas.
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(h) Cultivo das células hospedeiras

[0231] As células hospedeiras usadas para produzir um anticorpo
desta invencdo podem ser cultivadas em uma variedade de media,
Meios comercialmente disponiveis tais como Ham's F10 (Sigma), Meio
Essencial Minimo ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma), e Meio de
Eagle Maodificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) séo adequados para
o cultivo das células hospedeiras, além disso, qualquer um dos meios
descritos em Ham e outros, Meth, Enz, 58:44 (1979), Barnes e outros,
Anal, Biochem, 102:255 (1980), as pats. U.S. nos. 4,767,704,
4,657,866; 4,927,762; 4,560,655; ou 5,122,469; WO 90/03430; WO
87/00195; ou a pat, U,S, Re, 30,985 podem ser usadas como meio de
cultura para as células hospedeiras. Qualquer um destes meios pode
ser suplementado quando necesario com horménios e/ou outros fato-
res de crescimento (tal como insulina, transferrina, ou fator de cresci-
mento epidérmico), sais (tais ocmo cloreto de sddio, calcio, magnésio
e fosfato), tampdes (tal como HEPES), nucleotideos (tais como ade-
nosina e timidina), antibioticos (tal como farmaco GENTAMYCIN™),
elementos em traco (definidos como compostos inorganicos usualmen-
te presentes em concentragdes finais na faixa micromolar), e glicose
ou uma fonte de energia equivalente. Quaisquer outros suplmentos
necessarios podem também ser incluidos em concentracdes apropria-
das que seriam conhecidos por aqueles versados na técnica. As con-
dicbes de cultura, tais como temperatura, pH, e semelhantes, sao
aquelas anteriormente usadas com a célula hospedeira selecionada
para expressao, e estara evidente pela especialista geralmente versa-
do.

(xi) Purificagcéo de anticorpo

[0232] Quando do uso técnicas recombinantes, o anticorpo pode ser
produzido intracelularmente, no espacgo periplasmico, ou diretamente

secretado no meio. Se o anticorpo for produzido intracelularmente,

Peticao 870160017268, de 03/05/2016, pag. 103/175



101/149

como uma primeira etapa. Os fragmentos em particulas, ou células
hospedeiras ou fragmentos lisados, sao removidos , por exemplo, por
centrifugacao ou ultrafiltracdo, Carter e outros, Bio/Technology 10:163-
167 (1992) descrevem um procedimento para o isolamento de anticor-
pos gque sdo secretadas para o espaco periplasico de E. coli, Resumi-
damente, pasta de célula é descongelada na presenca de acetato de
sodio (pH 3,5), EDTA, e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) no periodo de
cerca de 30 min. Fragmentos de célula podem ser removidos por cen-
trifugacdo. Onde o anticorpo é secretado no meio, sobrenadantes ori-
undos de tais sistemas de expressao sao em geral primeiramente con-
centrados usando-se um filtro de concentracéo de proteina comercial-
mente disponivel, por exemplo, uma unidade de ultrafiltracdo de Ami-
con ou Millipore Pellicon. Um inibidor de protease tal como PMSF pode
ser incluido em qualquer etapa exposta acima para inibir protedlise e
antibiéticos podem ser incluidos para prevenir crescimento de conta-
minantes acidentais.

[0233] A composicdo de anticorpo preparada a partir das células
pode ser purificada usando-se, por exemplo, cromatografia de hidrola-
patita, cromatografia de interacdo hidrofébica, eletroforese de gel, dia-
lise, e cromatografia por afinidade, com cromatografia por afinidade
estando entre uma das etapas de purificacdo tipicamente preferidas.
Adequabilidade da proteina A como um ligante de afinidade depende
da espécie e do is6tipo de qualquer dominio de Fc de imunoglobulina
gue esta presente no anticorpo, Proteina A pode ser usada para purifi-
car anticorpos que sdo com base nas cadeias pesadas de y1, y2, ou
vy4 humanas (Lindmark e outros, J. Immunol. Meth, 62:1-13 (1983)),
Proteina G é recomendada para todos os isétipos de camundongo e
para y3 de ser humano (Guss e outros, EMBO J, 5:15671575 (1986)).
A matriz a qual o ligante de afinidade é ligado é mais frequentemente

agarose, mas outras matrizes estdo disponiveis. Matrizes mecanica-
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mente estaveis tal como vidro de poro controlado ou po-
liestirenodivinil)benzeno permitem taxas de fluxo mais rapidas e tem-
pos de processamento mais curtos do que podem ser conseguidos
com agarose. Onde o anticorpo compreende um dominio de Cn3, a
resina de Bakerbond ABX™ (J, T, Baker, Phillipsburg, N,J,) é dtil para
a purificacdo. Outras técnicas para a purificacdo de proteina tais como
fracionagcdo em uma coluna de troca de ions, precipitacdo de etanol,
HPLC de fase reversa, cromatografia em silica, cromatografia em cro-
matografia de SEPHAROSE™ heparina em uma resina de troca de
céations ou ions (tal como coluna de acido poliaspartico), cromatofoca-
lizacdo, SDS-PAGE, e precipitacdo de sulfato de amonio estdo tam-
bém disponiveis dependendo do anticorpo a ser recuperado.

[0234] Em geral, varias metodologias para a preparacao de anticor-
poOS para 0 uso na pesquisa, testagem, e clinica sdo bem estabeleci-
das na técnica, consistentes com as metodologias descritas cima e/ou
como julgadas apropriadas por aguele versado na técnica para um an-
ticorpo particular de interesse.

C. Selecao de anticorpos biologicamente ativos

[0235] Anticorpos produzidos como descritos acima podem ser
submetidos a um ou mais ensaios de "atividade biologica" para seleci-
onar um anticorpo com propriedades benéficas de uma perspectiva
terapéutica ou selecédo de formulagdes e condi¢cdes que retém ativida-
de biolégica do anticorpo. O anticorpo pode ser testado quanto a sua
capacidade de se ligar o antigeno contra o qual foi aumentado. Por
exemplo, para um anticorpo de anti-PDL1, as propriedades de ligacéo
de antigeno do anticorpo podem ser avaliadas em um ensaio que dele-
ta a capacidade de se ligar a PDL1. Em algumas concretizagdes, a
ligacdo do anticorpo pode ser determinada por ligacdo de saturacéo;
ELISA; e/ou ensaios de competicdo (por exemplo, RIA's), por exemplo.

Também, o anticorpo pode ser submetido a outros ensaios de ativida-
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de biolégica, por exemplo, a fim de avaliar sua eficacia como uma te-
rapéutica. Tais ensaios sdo conhecidos na técnica e dependem do an-
tigeno alvo e do uso pretendido para o anticorpo. Por exemplo. Os
efeitos bioldgicos de bloqueio de PD-L1 pelo anticorpo podem ser ava-
liados nas células de CD8+T, um modelo de camundongo de virus de
coriomeningite linfocitico (LCMV) e/ou um modelo de tumor de singé-
nica, por exemplo, como descrito na patente US no, 8.217.149,

[0236] Para triar quanto a anticorpos que se ligam a um epitopo par-
ticular no antigeno de interesse (por exemplo, aqueles que bloqueiam
ligacdo do anticorpo de anti-PDL1 do exemplo a PD-L1), um ensaio
rotineiro de bloqueio cruzado tal como aquele descrito em Antibodies.
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow and
David Lano (1988), podem ser realizados. Alternativamente, mapea-
mento de epitopo, por exemplo, como descrito em Champe e outros, J;
Biol. Chem. 270:1388-1394 (1995), pode ser realizado para determinar
se o0 anticorpo liga um epitopo de interesse.

D. Preparacéo das formulacdes

[0237] Depois de preparacao do anticorpo de interesse (por exem-
plo, técnicas para a producao de anticorpos que podem ser formulados
como revelados aqui serdo elaborados abaixo e sdo conhecidos na
técnica), a formulacdo farmacéutica compreendendo é preparada. Em
certas concretizacoes, o anticorpo a ser formulado n&o foi submetido a
liofilizac&o anterior e a formulacdo de interesse aqui é uma formulacao
aquosa. Em certas concretizacdes, o anticorpo é um anticorpo de
comprimento total. Em uma concretizacédo, o anticorpo na formulagao
€ um fragmento de anticorpo, tal como um F(ab'),, caso esse em que
problemas que n&o podem ocorrer para o anticorpo de comprimento
total (tal como grampeamento do anticorpo para Fab) pode necessitar
ser abordado. A quantidade terapeuticamente eficaz de anticorpo pre-

sente na formulacdo é determinada por levar em consideracdo os vo-
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lumes de dose e modo(s) volumes de administracdo desejados, por
exemplo. De cerca de 25 mg/mL a cerca de 150 mg/mL, ou de cerca
de 30 mg/mL a cerca de 140 mg/mL, ou de cerca de 35 mg/mL a cer-
ca de 130 mg/mL, ou de cerca de 40 mg/mL a cerca de 120 mg/mL,
ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de 130 mg/mL, ou de cerca de 50
mg/mL a cerca de 125 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de
120 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de 110 mg/mL, ou de
cerca de 50 mg/mL a cerca de 100 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL
a cerca de 90 mg/mL, ou de cerca de 50 mg/mL a cerca de 80 mg/mL,
ou de cerca de 54 mg/mL a cerca de 66 mg/mL € uma concentracao
de anticorpo exemplar na formulagéao.

[0238] Uma formulacdo aquosa é preparada compreendendo o anti-
corpo em uma solucdo tamponada por pH. O tampéo desta invengao
tem um pH na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 7,0. Em certas concre-
tizacdes o pH esta na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 6,5, o0 pH esta
na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 6,4, na faixa de cerca de 5,0 a
cerca de 6,3, o pH esta na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 6,2, o pH
estd na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 6,1, o pH esta na faixa de
cerca de 5,5 a cerca de 6,1, o pH esta na faixa de cerca de 5,0 a cer-
ca de 6,0, o pH esta na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 5,9, o pH es-
ta na faixa de cerca de 5,0 a cerca de 5,8, o pH esta na faixa de cerca
de 5,1 a cerca de 6,0, o pH esta na faixa de cerca de 5,2 a cerca de
6,0, o pH esta na faixa de cerca de 5,3 a cerca de 6,0, o pH esta na
faixa de cerca de 5,4 a cerca de 6,0, o pH esta na faixa de cerca de
5,5 acerca de 6,0, o pH esta na faixa de cerca de 5,6 a cerca de 6,0,
0 pH esta na faixa de cerca de 5,7 a cerca de 6,0, ou o0 pH esta na
faixa de cerca de 5,8 a cerca de 6,0. Em certas concretizacdes da in-
vencao, a formulagdo tem um pH de 6,0 ou cerca de 6,0. Em certas
concretizagbes da invencgao, a formulagcdo tem um pH de 5,9 ou cerca

de 5,9. Em certas concretizagdes da invencgao, a formulacdo tem um
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pH de 5,8 ou cerca de 5,8. Em certas concretiza¢des da invencao, a
formulagcéo tem um pH de 5,7 ou cerca de 5,7. Em certas concretiza-
¢Oes da invencao, a formulacado tem um pH de 5,6 ou cerca de 5,6. Em
certas concretizacfes da invencao, a formulacdo tem um pH de 5,5 ou
cerca de 5,5. Em certas concretizagdes da invencgéo, a formulagéo tem
um pH de 5,4 ou cerca de 5,4. Em certas concretizacdes da invencéo,
a formulacéao tem um pH de 5,3 ou cerca de 5,3. Em certas concretiza-
¢Oes da invencgao, a formulacdo tem um pH de 5,2 ou cerca de 5,2.
Exemplos de tampdes que controlardo o pH dentro desta faixa incluem
histidina (tal como L-histidina) ou acetato de sédio. Em certas concreti-
zacgOes, o tampao contém acetato de histidina ou acetato de sodio na
concentracao de cerca de 15 mM a cerca de 25 mM. Em certas con-
cretizagdes da invencédo, o tampdo contém acetato de histidina ou ace-
tato de sédio na concentracdo de cerca de 15 mM a cerca de 25 mM,
cerca de 16 mM a cerca de 25 mM, cerca de 17 mM a cerca de 25
mM, cerca de 18 mM a cerca de 25 mM, cerca de 19 mM a cerca de
25 mM, cerca de 20 mM a cerca de 25 mM, cerca de 21 mM a cerca
de 25 mM, cerca de 22 mM a cerca de 25 mM, cerca de 15 mM, cerca
de 16 mM, cerca de 17 mM, cerca de 18 mM, cerca de 19 mM, cerca
de 20 mM, cerca de 21 mM, cerca de 22 mM, cerca de 23 mM, cerca
de 24 mM, ou cerca de 25 mM. Em uma concretizacdo, o tampéo é
acetato de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca
de 20 mM, pH 5,0. Em uma concretizacdo, o tampé&o € acetato de his-
tidina ou acetato de s6dio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH
5,1. Em uma concretizacdo, o tampdao € acetato de histidina ou acetato
de sd6dio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 5,2. Em uma
concretizagdo, o tampédo é acetato de histidina ou acetato de sédio em
uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 5,3. Em uma concretizacao, o
tampéo é acetato de histidina ou acetato de s6dio em uma quantidade

de cerca de 20 mM, pH 5,4. Em uma concretizagdo, o tampdao € aceta-
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to de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca de 20
mM, pH 5,5. Em uma concretizacdo, o tampé&o é acetato de histidina
ou acetato de sodio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 5,6.
Em uma concretizacdo, o tampao é acetato de histidina ou acetato de
sédio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 5,7. Em uma con-
cretizacdo, o tampdo € acetato de histidina ou acetato de sodio em
uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 5,8. Em uma concretizacao, o
tampéo é acetato de histidina ou acetato de s6dio em uma quantidade
de cerca de 20 mM, pH 5,9. Em uma concretizagdo, o tampéao € aceta-
to de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca de 20
mM, pH 6,0. Em uma concretizacdo, o tampédo é acetato de histidina
ou acetato de sodio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 6,1.
Em uma concretizacdo, o tamp&o é acetato de histidina ou acetato de
sédio em uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 6,2. Em uma con-
cretizacdo, o tampdo € acetato de histidina ou acetato de sodio em
uma quantidade de cerca de 20 mM, pH 6,3. Em uma concretizacao, o
tampao é acetato de histidina ou acetato de s6dio em uma quantidade
de cerca de 25 mM, pH 5,2. Em uma concretizacdo, o tampdao é aceta-
to de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca de 25
mM, pH 5,3. Em uma concretizacdo, o tampé&o é acetato de histidina
ou acetato de sodio em uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 5,4.
Em uma concretizacdo, o tampéo é acetato de histidina ou acetato de
sédio em uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 5,5. Em uma con-
cretizacdo, o tampdo € acetato de histidina ou acetato de sodio em
uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 5,6. Em uma concretizacao, o
tampéo é acetato de histidina ou acetato de s6dio em uma quantidade
de cerca de 25 mM, pH 5,7. Em uma concretizagdo, o tampdao € aceta-
to de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca de 25
mM, pH 5,8. Em uma concretizacdo, o tampédo é acetato de histidina

ou acetato de sodio em uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 5,9.
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Em uma concretizacdo, o tamp&o é acetato de histidina ou acetato de
sédio em uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 6,0. Em uma con-
cretizacdo, o tampdo € acetato de histidina ou acetato de sodio em
uma quantidade de cerca de 25 mM, pH 6,1. Em uma concretizacao, o
tampao é acetato de histidina ou acetato de s6dio em uma quantidade
de cerca de 25 mM, pH 6,2. Em uma concretizacdo, o tampdao é aceta-
to de histidina ou acetato de sdédio em uma quantidade de cerca de 25
mM, pH 6,3.

[0239] Uma formulagdao ulteriormente compreende sacarose em
uma quantidade de cerca de 60 mM a cerca de 240 mM. Em algumas
concretizacles, sacarose na formulacéo € cerca de 60 mM a cerca de
230 mM, cerca de 60 mM a cerca de 220 mM, cerca de 60 mM a cerca
de 210 mM, cerca de 60 mM a cerca de 200 mM, cerca de 60 mM a
cerca de 190 mM, cerca de 60 mM a cerca de 180 mM, cerca de 60
mM a cerca de 170 mM, cerca de 60 mM a cerca de 160 mM, cerca de
60 mM a cerca de 150 mM, cerca de 60 mM a cerca de 140 mM, cerca
de 80 mM a cerca de 240 mM, cerca de 90 mM a cerca de 240 mM,
cerca de 100 mM a cerca de 240 mM, cerca de 110 mM a cerca de
240 mM, cerca de 120 mM a cerca de 240 mM, cerca de 130 mM a
cerca de 240 mM, cerca de 140 mM a cerca de 240 mM, cerca de 150
mM a cerca de 240 mM, cerca de 160 mM a cerca de 240 mM, cerca
de 170 mM a cerca de 240 mM, cerca de 180 mM a cerca de 240 mM,
cerca de 190 mM a cerca de 240 mM, cerca de 200 mM a cerca de
240 mM, cerca de 80 mM a cerca de 160 mM, cerca de 100 mM a cer-
ca de 140 mM, ou cerca de 110 mM a cerca de 130 mM. Em algumas
concretizagbes, sacarose na formulacdo é cerca de 60 mM, cerca de
70 mM, cerca de 80 mM, cerca de 90 mM, cerca de 100 mM, cerca de
110 mM, cerca de 120 mM, cerca de 130 mM, cerca de 140 mM, cerca
de 150 mM, cerca de 160 mM, cerca de 170 mM, cerca de 180 mM,

cerca de 190 mM, cerca de 200 mM, cerca de 210 mM, cerca de 220
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mM, cerca de 230 mM, ou cerca de 240 mM.

[0240] Em algumas concretizagbes, a concentragcao de anticorpo na
formulacéo é cerca de 40 mg/ml a cerca de 125 mg/ml. Em algumas
concretizacfes, a concentracdo de anticorpo na formulagéo é cerca de
40 mg/ml a cerca de 120 mg/ml, cerca de 40 mg/ml a cerca de 110
mg/ml, cerca de 40 mg/ml a cerca de 100 mg/ml, cerca de 40 mg/ml a
cerca de 90 mg/ml, cerca de 40 mg/ml a cerca de 80 mg/ml, cerca de
40 mg/ml a cerca de 70 mg/ml, cerca de 50 mg/ml a cerca de 120
mg/ml, cerca de 60 mg/ml a cerca de 120 mg/ml, cerca de 70 mg/ml a
cerca de 120 mg/ml, cerca de 80 mg/ml a cerca de 120 mg/ml, cerca
de 90 mg/ml a cerca de 120 mg/ml, ou cerca de 100 mg/ml a cerca
de 120 mg/ml. Em algumas concretizagdes, a concentracdo de anti-
corpo na formulacdo é cerca de 60 mg/ml. Em algumas concretiza-
cOes, a concentracdo de anticorpo na formulacéo € cerca de 65 mg/ml.
Em algumas concretizacdes, a concentracdo de anticorpo na formula-
cao é cerca de 70 mg/ml. Em algumas concretizacfes, a concentracao
de anticorpo na formulag&o é cerca de 75 mg/ml. Em algumas concre-
tizacBes, a concentracdo de anticorpo na formulacdo é cerca de 80
mg/ml. Em algumas concretizacbes, a concentracdo de anticorpo na
formulacéo é cerca de 85 mg/ml. Em algumas concretiza¢cdes, a con-
centracdo de anticorpo na formulacéo é cerca de 90 mg/ml. Em algu-
mas concretizacdes, a concentracdo de anticorpo na formulacdo é
cerca de 95 mg/ml. Em algumas concretizacdes, a concentracdo de
anticorpo na formulacéo é cerca de 100 mg/ml. Em algumas concreti-
zacdes, a concentracdo de anticorpo na formulacdo é cerca de 110
mg/ml. Em algumas concretizacbes, a concentracdo de anticorpo na
formulagéo é cerca de 125 mg/ml.

[0241] Em algumas concretizacBes, um tensoativo é adicionado a
formulacdo de anticorpo. Tensoativos exemplares incluem tensoativos

nao idnicos tais como polissorbatos (por exemplo, polissorbatos 20, 80
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etc) ou poloxameros (por exemplo, poloxamero 188, etc,). Aquantidade
de tensoativo adicionada é tal que reduz agregacdo de um anticorpo
formulado e/ou minimiza a formacao de particulas na formulacdo e/ou
reduz adsorcdo. Por exemplo, o0 tensoativo pode estar presente na
formulacdo em uma quantidade de cerca de 0,001% a cerca de 0,5%
(p/v). Em algumas concretizacdes, o tensoativo (por exemplo, polis-
sorbato 20) é de cerca de 0,005% a cerca de 0,2%, de cerca de
0,005% a cerca de 0,1%, de cerca de 0,005% a cerca de 0,09%, de
cerca de 0,005% a cerca de 0,08%, de cerca de 0,005% a cerca de
0,07%, de cerca de 0,005% a cerca de 0,06%, de cerca de 0,005% a
cerca de 0,05%, de cerca de 0,005% a cerca de 0,04%, de cerca de
0,008% a cerca de 0,06%, de cerca de 0,01% a cerca de 0,06%, de
cerca de 0,02% a cerca de 0,06%, de cerca de 0,01% a cerca de
0,05%, ou de cerca de 0,02% a cerca de 0,04%. Em certas concreti-
zacoes, o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta presente na
formulacdo em uma quantidade de 0,005% ou cerca de 0,005%. Em
certas concretizagOes, the tensoativo (por exemplo, polissorbato 20)
estd presente na formulacdo em uma quantidade de 0,006% ou cerca
de 0,006%. Em certas concretizagdes, o0 tensoativo (por exemplo, po-
lissorbato 20) esta presente na formulagdo em uma quantidade de
0,007% ou cerca de 0,007%. Em certas concretizagdes, 0 tensoativo
(por exemplo, polissorbato 20) esta presente na formulacdo em uma
guantidade de 0,008% ou cerca de 0,008%. Em certas concretizacoes,
o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta presente na formula-
¢cao em uma quantidade de 0,009% ou cerca de 0,009%. Em certas
concretizacles, o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta pre-
sente na formulacdo em uma quantidade de 0,01% ou cerca de 0,01%.
Em certas concretizagdes, o0 tensoativo (por exemplo, polissorbato 20)
esta presente na formulacdo em uma quantidade de 0,02% ou cerca

de 0,02%. Em certas concretizacOes, o tensoativo (por exemplo, polis-
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sorbato 20) esta presente na formulacdo em uma quantidade de
0,03% ou cerca de 0,03%. Em certas concretizagdes, 0 tensoativo (por
exemplo, polissorbato 20) est4 presente na formulacdo em uma quan-
tidade de 0,04%ou cerca de 0,04%. Em certas concretizacdes, o ten-
soativo (por exemplo, polissorbato 20) esta presente na formulacdo em
uma gquantidade de 0,05% ou cerca de 0,05%. Em certas concretiza-
cbes, o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) estd presente na
formulagdo em uma quantidade de 0,06% ou cerca de 0,06%. Em cer-
tas concretizacfes, 0 tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta
presente na formulacdo em uma quantidade de 0,07% ou cerca de
0,07%. Em certas concretizacdes, 0 tensoativo (por exemplo, polissor-
bato 20) esta presente na formulacdo em uma quantidade de 0,08%
ou cerca de 0,08%. Em certas concretizagbes, o tensoativo (por
exemplo, polissorbato 20) estd presente na formulacdo em uma quan-
tidade de 0,1% ou cerca de 0,1%. Em certas concretizacdes, o tensoa-
tivo (por exemplo, polissorbato 20) estad presente na formulacdo em
uma quantidade de 0,2% ou cerca de 0,2%. Em certas concretizages,
o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta presente na formula-
¢ao em uma quantidade de 0,3% ou cerca de 0,3%. Em certas concre-
tizacdes, o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta presente na
formulagdo em uma quantidade de 0,4% ou cerca de 0,4%. Em certas
concretizacfes, o tensoativo (por exemplo, polissorbato 20) esta pre-
sente na formulagédo em uma quantidade de 0,5% ou cerca de 0,5%.

[0242] Em uma concretizacdo, uma formulacdo contém os agentes
identificados acima (por exemplo, anticorpo, tampéo, sacarose, e/ou
tensoativo) e esta essencialmente livre de um ou mais conservantes,
tais como alcool benzilico, fenol, m-cresol, clorobutanol e benzetbnio
Cl. Em uma outra concretizagdo, um conservante pode ser incluido na
formulagéo, particularmente onde a formulacdo é uma formulacdo de

multidoses. A concentracdo de conservante pode estar na faixa de
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cerca de 0,1% a cerca de 2%, de preferéncia de cerca de 0,5% a
cerca de 1%. Um ou mais outros veiculos, excipientes ou estabilizado-
res farmaceuticamente aceitaveis tais como aqueles descritos em Re-
mington's Pharmaceutical Sciences 162 edicao, Osol, A, Ed, (1980)
podem ser incluidos na formulacdo com a condicdo de que eles néo
adversamente afetem as caracteristicas desejadas da formulacéo, Ve-
iculos, excipientes ou estabilizadores aceitaveis sdo nao toxicos a re-
ceptores nas dosagens e concentragcdes empregadas e incluem; agen-
tes de tamponamento adicionais; co-solventes; anti-oxidantes incluindo
acido ascorbico e metionina; agentes de quelacdo tal como EDTA;
complexos de metal (por exemplo, complexos de Zn-proteina); polime-
ros biodegradaveis tais como poliésteres; e/ou contra-ions de forma-
cdo de sal, Veiculos farmaceuticamente aceitaveis exemplares aqui
ulteriormente incluem agentes de dispersdo de farmaco instersticiais
tais como glicoproteinas de hialuronidase ativas neutras sollveis
(sHASEGP), por exemplo, glicoproteinas de hialuronidase de PH-20
solavel de ser humano, tal como rHUPH20 (HYLENEX®, Baxter Inter-
national, Inc,), Certos SHASEGPs e métodos exemplares de uso, inclu-
indo rHUPH20, sao descritos na publicacbes de patentes US Nos,
2005/0260186 e 2006/0104968. Em um aspecto, uma sHASEGP é
combinada com uma ou mais glicosaminoglicanases adicionais tais
como condroitinases.

[0243] Uma formulacdo aqui pode também conter mais do que
uma proteina quando necessario para a indicacdo particular a ser tra-
tada, de preferéncia aquelas com atividades complementares que nao
adversamente afetam a outra proteina. Por exemplo, onde o anticorpo
é anti-PDL1, pode ser combinado com um outro agente (por exemplo,
um agente quimioterapéutico, e agente anti-neoplasico).

[0244] Em algumas concretiza¢cdes, a estabilidade fisica, estabili-

dade quimica, ou atividade bioldgica do anticorpo na formulacdo é
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avaliada e € medida. Quaisquer métodos conhecidos na técnica e
descritos nos Exemplos aqui podem ser usados para avaliar a estabili-
dade e atividade biologica do anticorpo na formulagéo. Por exemplo,
estabilidade do anticorpo na formulac&o pode ser medida por, mas nao
limitada a, cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC ou SE-
HPLC), focalizacdo isoelétrica capilar fotografada (ICIEF), mapeamen-
to de peptideos, ensaio de obscuracao de luz de volume baixo (HIAC),
e técnicas de eletroforese capilar (CE) tais como CE-sulfato de dodeci-
la de sddio (CE-SDS) e andlise de CE-glicano. Em algumas concreti-
zacdes, 0 anticorpo na formulacdo é estavel a -20°C por pelo menos
cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 8 meses, pelo menos cerca
de 10 meses, pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de 14
meses, pelo menos cerca de 16 meses, pelo menos cerca de 18 me-
ses, pelo menos cerca de 20 meses, pelo menos cerca de 21 meses,
pelo menos cerca de 22 meses, pelo menos cerca de 23 meses, pelo
menos cerca de 24 meses, pelo menos cerca de 3 anos, ou pelo me-
nos cerca de 4 anos. Em algumas concretiza¢des, o anticorpo na for-
mulacdo é estavel a 2°C até 8°C (por exemplo, 5°C) por pelo menos
cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 8 meses, pelo menos cerca
de 10 meses, pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de 14
meses, pelo menos cerca de 16 meses, pelo menos cerca de 18 me-
ses, pelo menos cerca de 20 meses, pelo menos cerca de 21 meses,
pelo menos cerca de 22 meses, pelo menos cerca de 23 meses, ou
pelo menos cerca de 24 meses. Em algumas concretizagdes, a estabi-
lidade do anticorpo (isto €, um anticorpo mondmero) é medida por
cromatografia de exclusao por tamanho na formulacdo depois da ar-
mazenagem. Em algumas concretizagcoes, a estabilidade do anticorpo
é (isto é, um anticorpo monémero) medida por focalizacdo isoelétrica
capilar fotografada na formulacdo depois da armazenagem. Em algu-

mas concretizacdes, a percentagem de anticorpo monémero na formu-
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lacdo quando comparada com proteina total (por exemplo, incluindo
anticorpo e agregados) € maior do que cerca de 60%, cerca de 65%,
cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%, cerca de 85%, cerca de
86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de 89%, cerca de 90%, cer-
ca de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cerca de 94% ou cerca de
95% depois da armazenagem a -20C por pelo menos cerca de 6 me-
ses, pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de 18 meses,
ou pelo menos cerca de 24 meses. Em algumas concretizacdes, a
percentagem de anticorpo mondmero na formulagdo quando compa-
rada com (por exemplo, incluindo anticorpo e agregados) € maior do
gue cerca de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca
de 80%, cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%,
cerca de 89%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de
93%, cerca de 94% ou cerca de 95% depois da armazenagem a 2°C
até 8°C (por exemplo, 5°C) por pelo menos cerca de 6 meses, pelo
menos cerca de 12 meses, pelo menos cerca de 18 meses, ou pelo
menos cerca de 24 meses. Em algumas concretizacdes, a percenta-
gem de anticorpo monémero na formulacdo quando comparada com
(por exemplo, incluindo anticorpo e agregados) € maior do que cerca
de 60%, cerca de 65%, cerca de 70%, cerca de 75%, cerca de 80%,
cerca de 85%, cerca de 86%, cerca de 87%, cerca de 88%, cerca de
89%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca de 93%, cer-
ca de 94% ou cerca de 95% depois da agitacdo a temperatura ambien-
te (por exemplo, cerca de 15T a 25%C) por pelo menos cerca de 2 h o-
ras, pelo menos cerca de 4 horas, pelo menos cerca de 6 horas, pelo
menos cerca de 8 horas, pelo menos cerca de 10 horas, pelo menos
cerca de 12 horas, pelo menos cerca de 14 horas, pelo menos cerca
de 16 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo menos cerca de 20
horas, ou pelo menos cerca de 24 horas. Em algumas concretizacoes,

a percentagem de agregados totais (por exemplo, a espécie de alto
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peso molecular e espécie de baixo peso molecular) na formulacdo é
menos do que qualquer uma de cerca de 0,1%, cerca de 0,2%, cerca
de 0,3%, cerca de 0,4%, cerca de 0,5%, cerca de 0,6%, cerca de
0,7%, cerca de 0,8%, cerca de 0,9%, cerca de 1%, cerca de 2%, cerca
de 3%, cerca de 4%, cerca de 5%, cerca de 6%, cerca de 7%, cerca
de 8%, cerca de 9%, ou cerca de 10% depois da armazenagem a -
20°C por pelo menos cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 12 me-
ses, pelo menos cerca de 18 meses, ou pelo menos cerca de 24 me-
ses. Em algumas concretizacdes, a percentagem de agregados totais
(por exemplo, a espécie de alto peso molecular e espécie de baixo pe-
so molecular) na formulacédo é menos do que qualquer um de cerca de
0,1%, cerca de 0,2%, cerca de 0,3%, cerca de 0,4%, cerca de 0,5%,
cerca de 0,6%, cerca de 0,7%, cerca de 0,8%, cerca de 0,9%, cerca
de 1%, cerca de 2%, cerca de 3%, cerca de 4%, cerca de 5%, cerca
de 6%, cerca de 7%, cerca de 8%, cerca de 9%, ou cerca de 10% de-
pois da armazenagem a 2°C até 8°C (por exemplo, 5°C) por pelo me-
nos cerca de 6 meses, pelo menos cerca de 12 meses, pelo menos
cerca de 18 meses, ou pelo menos cerca de 24 meses. Em algumas
concretizacbes, a percentagem de agregados totais (por exemplo, a
espécie de alto peso molecular e espécie de baixo peso molecular) na
formulacdo € menos do que qualquer de cerca de 0,1%, cerca de
0,2%, cerca de 0,3%, cerca de 0,4%, cerca de 0,5%, cerca de 0,6%,
cerca de 0,7%, cerca de 0,8%, cerca de 0,9%, cerca de 1%, cerca de
2%, cerca de 3%, cerca de 4%, cerca de 5%, cerca de 6%, cerca de
7%, cerca de 8%, cerca de 9%, ou cerca de 10% depois da agitacéo a
temperatura ambiente (por exemplo, cerca de 15C a 25€C) por pelo
menos cerca de 2 horas, pelo menos cerca de 4 horas, pelo menos
cerca de 6 horas, pelo menos cerca de 8 horas, pelo menos cerca de
10 horas, pelo menos cerca de 12 horas, pelo menos cerca de 14 ho-

ras, pelo menos cerca de 16 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pe-
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lo menos cerca de 20 horas, ou pelo menos cerca de 24 horas. Em
gualquer uma das concretizacdes aqui, a formulacdo estavel pode ser
armazenada em um frasco de vidro, um recipiente de liga de metal, ou
uma bolsa intravenosa (IV). Em algumas concretizacdes, a liga de me-
tal € aco inoxidavel 316L ou hastelloy.

[0245] As formulacdes a serem usadas para administragao in vivo
seriam estéreis. Isso é prontamente realizado por filtracdo através de
membras de filtracdo estéril, antes de, ou apds, preparacdo da formu-
lacao.

lll. Métodos de tratamento e administracdo da formu  lacdo de anti-

corpos

[0246] A formulacédo é administrada a um mamifero que necessita
de tratamento com o anticorpo, de preferéncia um ser humano, de
acordo com métodos conhecidos, tal como administracao intravenosa
(por exemplo, como um bolus ou por infusdo continua durante um pe-
riodo de tempo), por rotas intramuscular, intraperitoneal, intracerobro-
espinhal, subcutanea, intra-articular, intrassinovial, intratecal, oral, to-
pica ou inalacdo. Em uma concretizacdo, a formulacdo é administrada
ao mamifero por administracdo intravenosa. Para tais finalidades, uma
formulacdo pode ser injetada usando-se uma seringa ou via uma linha
IV, por exemplo. Em uma concretizagdo, a formulacdo é administrada
ao mamifero por administracdo subcutanea.

[0247] A dosagem aproximada ("quantidade terapeuticamente efi-
caz") do anticorpo dependerd, por exemplo, da condi¢cdo a ser tratada,
da severidade e do curso da condicdo, se o anticorpo € administrado
para as finalidades preventivas ou terapéuticas, da terapia anterior, da
histéria clinica do paciente e da resposta ao anticorpo, do tipo de anti-
corpo usado, e da discricdo do médico atendente. O anticorpo é ade-
guadamente administrado ao paciente de uma vez ou durante uma

série de tratamento e pode ser administrado ao paciente a qualquer
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momento a partir do diagndstico para frente. O anticorpo pode ser ad-
ministrado como um Unico tratamento ou em combinacdo com outros
farmacos ou terapias Uteis no tratamento da condicdo em guestao.

[0248] Como uma proposicao geral, a quantidade terapeuticamen-
te eficaz do anticorpo administrado a um ser humano estara na faixa
de cerca de 0,01 a cerca de 50 mg/kg de peso de corpo do paciente
se por uma ou mais administracbes. Em algumas concretizacfes, o
anticorpo usado é cerca de 0,01 a cerca de 45 mg/kg, cerca de 0,01
a cerca de 40 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 35 mg/kg, cerca de
0,01 a cerca de 30 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 25 mg/kg, cerca
de 0,01 a cerca de 20 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 15 mg/kg,
cerca de 0,01 a cerca de 10 mg/kg, cerca de 0,01 a cerca de 5
mg/kg, ou cerca de 0,01 a cerca de 1 mg/kg administrado diariamente,
por exemplo. Em algumas concretizac¢des, 0 anticorpo € administrado
a 15 mg/kg, No entanto, outros regimes de dosagem podem ser (teis.
Em uma concretizacdo, um anticorpo de anti-PDL1 descrito aqui é
administrado a um ser humano em uma dose de cerca de 100 mg,
cerca de 200 mg, cerca de 300 mg, cerca de 400 mg, cerca de 500
mg, cerca de 600 mg, cerca de 700 mg, cerca de 800 mg, cerca de
900 mg, cerca de 1000 mg, cerca de 1100 mg, cerca de 1200 mg, cer-
ca de 1300 mg ou cerca de 1400 mg no dia 1 de ciclos de 21 dias. A
dose pode ser administrada como uma dose Unica ou como multiplas
doses (por exemplo, 2 ou 3 doses), tais como infusdes. A dose do an-
ticorpo administrada em um tratamento de combinacéao pode ser redu-
zida quando comparada com um tratamento simples. O progresso
dessa terapia € facilmente monitorado por técnicas convencionais.

[0249] As formulagdes contendo anticorpo de anti-PDL1 descritas
aqui podem ser usadas em uma variedade de aplicacfes terapéuticas
e diagndstico in vitro e in vivo. Por exemplo, uma formulagdo conten-

do o anticorpo pode ser administrada a um individuo ou um individuo
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para o tratamento de uma doenca ou um disturbio (por exemplo, doen-
ca ou disturbio mediada pela interacdo de PD-1 e de PD-L1).

[0250] Em algumas concretizacdes, a doenca ou a disturbio é can-
cer. Em algumas concretizacdes, o cancer é localmente avancado ou
metastatico. Em algumas concretizacdes, o cancer é selecionado do
grupo que consiste em um tumor soélido, um cancer hematolégico,
cancer de bexiga, cancer de cérebro, cancer de mama, cancer de co-
lon, cancer de colorretal, cancer gastrico, glioma, cancer de cabeca,
leucemia, cancer de figado, cancer de pulméo (por exemplo, cancer de
pulmdo de célula pequena), linfoma, mieloma, cancer de pescoco,
cancer ovariano, melanoma, cancer pancreatico, cancer renal, cancer
salivar, cancer de estbmago, cancer epitelial timico, cancer de tirdide,
e carcinoma de célula escamosa da cabeca e pesco¢o. Em algumas
concretizagdes, a pessoa ou individuo tratado tem células de cancer
positivas a PD-L1 (por exemplo, detectadas por IHC).

[0251] Em algumas concretizacdes, a doenca ou a disturbio é uma
infeccdo. Em algumas concretizacdes, a infeccdo é uma infeccéo per-
sistente. Em algumas concretizacdes, a infeccdo é uma infeccéo viral,
uma infeccao bacteriana, uma infeccdo fungica, uma infec¢do de hel-
minto, ou um infeccdo de protozoario. Em algumas concretizacfes, a
infeccdo viral é selecionada do grupo que consiste em citomegalovirus
virus de Epstein-Barr, virus de hepatite B, virus de hepatite C, virus de
herpes, virus de sarampo, influenza, virus de imunodeficiéncia de ser
humano, virus linfotropico T de ser humano, virus de coriomeningite
linfocitico, virus sincicial respiratério, e/ou rinovirus. Em algumas con-
cretizacdes, a infeccdo bacteriana é selecionada do grupo que consis-
te em Helicobacter spp, Mycobacterium spp, Porphyromonas
spp,Chlamydia  spp,Salmonella  spp,Listeria  spp,Streptococcus
spp,Haemophilus spp,Neisseria spp,Klebsiella spp,Borrelia

spp,Bacterioides spp,e Treponema spp. Em algumas concretizacdes, a
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infeccdo por protozoario é selecionada do grupo que consiste em
Leishmania spp, Plasmodium falciparum, Schistosoma
spp,Toxoplasma spp,Trypanosoma spp,e Taenia spp. Em algumas
concretizacles, a infeccao fungica é selecionada do grupo que consis-
te em blastomicose, coccidioiodmycosis, histoplamsosis, candidiasis,
croptococcose, aspergilosse, mucomicose e pneumocistose.

[0252] Em algumas concretizacdes, a doenca ou a disturbio é uma
doenca inflamatéria. Em algumas concretizacfes, a doenca inflamaté-
ria é selecionada do grupo que consiste em acute disseminatod ence-
falomielite, doenca de Addison, doenca de Alzheimer, espondilite nqui-
losante, sindrome de anticorpo de antifosfolipidio, atheroesclerose,
anemia hemolitica autoimune, hepatite autoimune, artrite, doenca de
Behcet, doenca de Berger, Bullous penfigbide, doenca de Celiaca, do-
enca de Chaga, colangite, doenca de Crohn, Dermatomiosite, Diabe-
tes melitus tipo 1, glomerulonefrite, sindrome de Goodpasture, doenca
de exerto versus hospedeiro, doenca de Graves, sindrome de Guillain-
Barré, doenca de Hashimoto, urticéria, sindrome de hiper IgE, puUrpura
trombocitopénico iodiopatico, IUpus eritematoso, IUpus nefrite, esclero-
se multipla, miastenia gravis, rejeicdo de transplante de 6rgdo, doenca
de Parkinson, pénfigo, anemia perniciosa, poliomiosite, cirrose biliar
primaria, psoriase, sindrome de Raynaud, artrite reumatoide, esclero-
derma, sindrome de Sjogren, arterite temporal, tiroidite, colite ulcerati-
va, uveite, vasculite, e granulomatose de Wegener.

[0253] Em algumas concretizagbes, uma formulagcdo contendo o
anticorpo pode ser administrada em combinagdo com um outro agente
terapéutico a uma pessoa ou um individuo para o tratamento de uma
doenca ou um disturbio. Por exemplo, para o tratamento de cancer, a
formulagc&o de anticorpo de anti-PDL1 descrita aqui pode ser adminis-
trada em combinagdo com um outro tratamento anti-cancer (por

exemplo, uma quimioterapia ou um tratamento diferente de anticorpo).
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IV. Artigos de Fabricagéo ou Kits

[0254] Em uma outra concretizacdo da invengao, um artigo de fa-
bricacdo ou um kit € provido compreendendo um recipiente que man-
tém a formulacdo farmacéutica aquosa da invencéo e opcionalmente
prové instrucdes para seu uso, Recipientes adequados incluem, por
exemplo, garrafas, frascos, bolsas e seringas, O recipiente pode ser
formado a partir de uma variedade de materiais tais como vidro, plasti-
co (tal como cloreto de polivinila ou poliolefina), ou uma liga de metal
(tal como aco inoxidavel ou hastelloy). Um recipiente exemplar € um
recipiente de liga de metal de 300 cc (por exemplo, para armazena-
gem a -20°C). Um outro recipiente exemplar pode ser um frasco de
vidro de 10-50 cc (por exemplo, para armazenagem a 2-8°C). Por
exemplo, o recipiente pode ser frascos de vidro del0 cc, 15 cc, 20 cc,
ou 50 cc. O recipiente retém uma formulagdo e o rotulo sobre o, ou
associado ao, recipiente pode indicar instrucbes para o uso. O artigo
de fabricac&o pode ulteriormente incluir outros materiais desejaveis de
um ponto de vista comercial e do usuario, incluindo outros tampdes,
diluentes, filtros, agulhas, seringas, e insertos de embalagem com ins-
trucdes para o uso. Em algumas concretizagdes. O artigo de fabrica-
¢cao ulteriormente inclui um ou mais de um outro agente (por exemplo,
um agente quimioterapéutico, um agente anti-neoplasico), Recipientes
adequados para o um ou mais agente incluem, por exemplo, garrafas,
frascos, bolsas e seringas.

[0255] O relatério descritivo é considerado como sendo suficiente
para permitir aquele versado na técnica praticar a invencdo, Varias
modificacbes da invencdo além daquelas mostradas e descritas aqui
se tornardo evidentes por aqueles versados na técnica a partir da des-
cricdo exposta acima e caem dentro do escopo das reivindicagbes
anexas, Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patentes relata-

dos aqui sao incorporados por referéncia em sua totalidade para todas
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as finalidades.

Exemplos

[0256] A invencdo sera mais totalmente entendida por referéncia
aos seguintes exemplos. Eles, no entanto, seriam interpretados como
limitante do escopo da invencdo. E entendido que os exemplos e as
concretizacOes descritas aqui sdo para finalidades ilustrativas apenas
e que varias modificacdes ou mudancas a sua luz serdo sugeridas por
pessoas versadas na técnica e devem ser incluidas dentro do espirito
e campo de acéo deste pedido e escopo das reivindicacbes anexas.
Exemplo 1: Desenvolvimento de formulacdo de um anti corpo de
anti-PDL1

[0257] Anticorpo de anti-PDL1 (a-PDL1) é um anticorpo de IgG1l
aglicosilado derivado de CHO destinado a restaurar fungéo de célula T
através de inibicdo de interacdes de PDL1/PD1, Desafios no inicio do
desenvolvimento incluiam potencial de oxidacdo e glicacdo de Trp em
ou proximas as regides de CDR e algumas oxidacdo de metionina,
Estudos de pré-robustez indicavam um pH mais alto do que anterior-
mente direcionado (pH 5,5) fosse 6timo. A administracdo dosada alvo
era uma dose fixa mas uma dose com base em peso foi também con-
templada, Estudos analiticos foram conduzidos para analisar estabili-
dade de varias formula¢gbes e uma formulagédo (60 mg/mL a-PDL1, His
AcO a 20 mM pH 5,8, sacarose a 120 mM, 0,04% de PS20) foi seleci-
onada, Estudos de formulacéo inicial suportam até trés anos de estabi-
lidade em substancia de farmaco (DS) e produto de farmaco (DS).
Métodos e Materiais

Producéo de formulacdes de a-PDL1

[0258] Material de a-PDL1 que tinha sofrido ultrafiltra-

cao/diafiltracdo foi submetido a estudos de desenvolvimento de formu-

lacdo, O material foi dialisado em vérios tampdes de formulagéo

usando-se pacotes de dialise de 10000 Dalton. Depois de dialise,
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concentracdes de proteinas foram alustadas para alcangar concentra-
¢cOes alvo e 10% de solucdo de estoque de PS20 foram adicionadas
em para conseguir concentracdo de PS20 direcionadas. Um material
de formulacédo foi introduzido asseticamente nos frascos de vidro de
Forma Vitrum de 2-cc com 1 mL de volume de carga e foram selados
com uma tampa de 13 mm de Daikyo 777-1. Amostras foram armaze-
nadas na vertical ou a 5C, 25T ou 40<C.

Cor, aparéncia e claridade(CAQC)

[0259] Cor de amostra, aparéncia, e claridade foram determinadas
visual sob uma luz de fluorescéncia branca com fundo preto e branco
a temperatura ambiente como descrito na European Pharmacopoeia
(EP) métodos (Council of Europe, European Pharmacopoeia, 2008, 7™
Ed. EP 2.2.2 e EP 2.2.1). Um frasco de vidro de 3cc foi enchido com 1
mL de cada amostra testada. Um controle negative (dgua purificada)
com o volume de amostra correspondente foi usado para comparacao.
Medicdes de concentracao de proteinas

[0260] A concentracdo de proteinas foi determinada por medigc&o
da absorbancia em um espectrofotdmetro Agilent 8453 (Santa Clara,
CA)) via diluicdo de amostra volumétrica a cerca de 0,5 mg/mL com
0,9% de solucéo salina. As amostras foram comparadas com amostras
em branco de 0,9% de solugcao salina e a absorbancia foi medida na
Anmax de cerca de 280 nm e também a 320 nm. A diferenca entre A . €
Az foi calculada para se obter a A« corrigida usada para determinar
a concentracao de proteina final com uma absortividade de 1,5 mL cm’
1 mg-ll

Medicdes de turvacao.

[0261] A densidade 6tica média a 350 nm das amostras foi medida
em uma cubeta de quartz com um comprimento de trajetéria de 1cm
em um espectrofotdmetro de Agilent 8453. Agua purificada foi usada

como um branco.Méodo de obscurecimento de luz para particulas
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subvisiveis (ensaio de HIAC)

[0262] Contagens de particulas de amostras foram realizadas
usando-se obscurecimento de luz medida pelo HIAC-Royco modelo
9703 (HACH, Loveland, CO.,). Numero cumulativos médio de particu-
las por mililitro 2 2 um, =2 5 ym, =2 10 um e = 25 pum foram tabulados
para cada amostra usando-se Pharm Spec v2,0, Quatro leituras, con-
sumindo um total de 1,6 mL de cada amostra, foram realizadas por
teste, com a primeira leitura descartada, e as e leituras restantes cal-
culadas a média.

Cromatografia de excluséo por tamanho (SEC ou SE-HP  LC)

[0263] Distribuicdo de variante de tamanho foi determinada por
cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC) usando-se uma Toso-
Haas Bioscience coluna G3000 SWXL (South San Francisco, CA,) a
30°C em uma HPLC Agilent 1200 (Santa Clara, CA,USA), Todas as
amostras foram injetadas ndo diluidas a 50 ug sobre a coluna e foram
eluidas no periodo de 60 minutos com absorcéo de UV a 280 nm, Dois
métodos de SEC diferentes foram usados para testagem de amostra,
Método 1 usava fosfato de potassio a 0,20 M, cloreto de potassio a
0,25 M, pH 6,2, enquanto método 2 usava fosfato de potassio a 0,20
M, cloreto de potassio a 0,25 M, pH 6,2 com 10% (v/v) de isopropanol
como a fase movel, Resultados séo relatados como percentagem de
pico relative da area da area total sob a curva.

Focalizacao isoelétrica capilar fotografada (ICIEF)

[0264] A distribuicdo de variantes de carga foi avaliada por iCIEF
usando-se um analisador iCE280 (Proteina simples) com um cartucho
capilar revestido por fluorocarbono (100 pm x 5 cm). A solucdo anfélita
consistia de uma mistura de 0,35% de metil celulose (MC), 0,75% de
anfolitos de veiculo Pharmalyte 3-10, 4,2% de anfolitos de veiculo
Pharmalyte 8-10,5, e 0,2% de marcador pl 7,40 e 0,15% de marcador

pl 9,77 em agua purificada, O andlito era acido fosforico a 80 mM, e o
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catolito era hidréxido de sodio a 100 mM, ambos a 0,10% de metilcelu-
lose. Amostras foram diluidas em agua purificada e CpB foi adiciona-
do a cada amostra diluida em uma enzima a razdo de substrato de
1:100 seguido por incubagéao a 37T por 20 minutos. As amostras tra-
tadas com CpB foram misturadas com uma solucéo de anfdlito e entdo
foram focalizadas por introducdo de um potencial de 1500 V por um
minuto, seguido por um potencial de 3000 V por 10 minutos. Uma ima-
gem das variantes de carga de a-PDL1 focalizadas foi obtida por pas-
sagem de luz ultravioleta de 280 nm através do capilar e na lente de
uma camera digital de dispositivo acoplado a carga. Esta imagem foi
analisada para determinar a distribuicdo das varias variantes de carga.
Mapeamento de peptideos

[0265] Uma técnica de mapeamento de peptideos foi usada para
monitorar oxidacao de triptofano (W) e metionina (M). Para gerar ma-
pas de peptideo de a-PDL1, a proteina foi digerida com tripsina depois
da exposicdo da proteina a ditiotreitol (DTT) e acido iodoacético (I1AA),
em um processo que reduz as ligacOes de dissulfeto e altera os tibis
livres resultantes para produzir derivados de carboximetila. Os pepti-
deos resultantes foram separadamente por cromatografia liquida de
alto desempenho de fase reversa (RP-HPLC) e foram monitorados a
214 nm. Massas dos peptideos tripticos foram determinas pela anali-
se de LC-MS da mistura de digestdo separada usando-se um espec-
trometro de massa ThermoFisher Scientific LTQ-Orbitrap.

Resultados

Selecdo de sistema de tampao

[0266] Durante o desenvolvimento de formulacdo, dois sistemas
de tampao foram avaliados. Um foi de acetato de histidina a 20 mM
com sacarose a 240 mM a pH 5,5, o outro um foi de succinato de argi-
nina a 200 mM a pH 5,5, O estudo de estabilidade acelerada revelou

gue a-PDL1 tinha melhor estabilidade em tamp&o de acetato de histi-
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dina comparado com tampéo de succinato de arginina (Tabela 1), Por-
tanto acetato de histidina foi escolhido para outros desenvolvimento de
formulacdes.

Tabela 1. Taxas de degradacao de ordem zero de a-PDL1 para pico
principal de ICIEF e SE-HPLC em tampdes de acetato de histidina e

de succinato de arginina a 30C.

Taxa de % de diminuicdo de pico principal

por més a 30C

Tampodes ICIEF SE-HPLC
Acetato de histidina* 5,7 1,0
Succinato de arginina** 17,6 15

Observacao: Todas as formulacdes foram paradas por até 1 més a
30<C. Andlise foi realizada usando-se ICIEF e SE-HP LC; * 150 mg/mL
de a-PDL1 em L-acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 240 mM , e
0,02% (p/v) de polissorbato 20 a pH 5,5; ** 150 mg/mL de a-PDL1 em
succinato de arginina a 200 mM, 0,02% (p/v) de polissorbato 20 a
pH 5,5.

Selecao de estabilizador

[0267] Sacarose (120 mM) foi selecionada como o estabilizador
para a formulacéo liquida de a-PDL1 com base em sua capacidade de
proteger a proteina contra agregacdo induzida por congelamen-
to/descongelamento bem como funcdo como um crioprotetor durante
armazenagem congelada de longo prazo do substancia de farmaco
(DS) e subsequente produto de farmaco (DP) subsequente armazena-
gem a 2°C-8°C.

[0268] Durante desenvolvimento de formulagcdo, a-PDL1 a
50 mg/mL em L-acetato de histidina a 20 mM, pH 5,5, 0,02% (p/v) de
polissorbato 20, e varias concentracdes de sacarose que variam de
OmMa 120 mM foram submetidas a cinco ciclos de congelamen-

to/descongelamento, Qualidade de produto foi medida por SE-HPLC
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indicava que sacarose a 60 mM era suficiente para prevenir um au-
mento induzido por congelamento/descongelamento em a-PDL1
HMWS (Tabela 2). Também, sacarose a 120 mM foi mostrado manter
estabilidade da substancia de farmaco quando foi armazenada conge-
lada a —20C por pelo menos 6 meses (Tabela 3), Po rtanto, com base
no resultado dos estudos de congelamento/descongelamento bem
como a estabilidade de longo prazo de substancia de farmaco arma-
zenada a —20C, sacarose em uma concentracédo de 120 mM foi esco-
Ihida como o crioprotetor para a formulacéo liquida de a-PDL1.

Tabela 2. Efeito de Concentracdo de sacarose na Estabilidade de a-
PDL1 SE-HPLC de percentagem de espécie de alto peso molecular

durante congelamento e descongelamento

Conc. de ciclos de SE-HPLC CAC pH
sacarose FIT % de % de Mo-
(mM) HMWS  nOémero
TO NA 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 5,6
0 mM 5 14 98,6 SY,CL,PFVP 5,7
60 mM 5 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 57
120 mM 5 1,2 98,8 SY,CL,PFVP 5,6

Observacao: Todas as formulagdes contém 50 mg/mL de a-PDL1, L-
acetato de histidina a 20 mM, 0,02% (p/v) de polissorbato 20, pH 5,5.
Analise foi realizada usando-se SE-HPLC;
F/T = congelamento/descongelamento; HMWS = espécie de alto peso
molecular; SY = levemente amarelo; CL = claro; PFVP = praticamente

livre de particulas visiveis.
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Tabela 3. Dados de estabilidade de longo prazo para carga de desenvolvimento de substancia de farmaco de

a-PDL1
Q12695
Q12631 Q12589 CE-SDS-NGS (non-(
ICIEF SEC (ndo reudizido))
Soma de pico de Soma de Pico Soma Q12708
Concentra- Regido Pico Regidao formas  mon6- Formas Soma de princi- de Pés- Poténcia
tempo pH de céo de acida principal basica de HMW mero de LMW Pré- pal picos (% relati-
Temp  (di- Q12005 Q120 Q12398 % de (% de (% de % de (% de (% de picos % % ve potén-
(T) as/meses) CAC 03 (mg/mL) area) area) area) érea) area) area) (% CPA) CPA) CPA) cia)
NA T=0/0 SY,CL,PFVP f 60,1 17,3 79,7 30 0,7 99,2 0,1 27 97,0 0,3 107
-20C 3011 SY,CL,PFVP 5,9 62,9 16,9 80,2 29 0,6 99,3 0,1 2,8 97,0 0,2 109
-20C 6112 SY,CL,PFVP 5,9 614 16,5 80,8 27 0,6 994 0,1 25 97,3 0,3 NT
-20C 913 SY,CL,PFVP 5,9 62,5 18,1 79,0 3,0 0,6 99,3 0,1 2,8 97,1 0,2 96
-20C  183/6 SY,CL,PFVP 59 61,1 17,9 79,0 31 0,6 994 0,1 31 96,6 0,3 100
5C 301 SY,CL,PFVP 5,9 61,1 18,1 79,0 29 0,7 99,2 0,1 2,6 97,0 04 101
5C 61/2 SY,CL,PFVP 59 62,3 17,4 79,8 2,8 0,8 99,2 0,1 29 96,7 04 NT
5C 91/3 SY,CL,PFVP 5,9 63,9 17,4 80,1 25 0,9 99,0 0,1 3,0 96,5 0,5 107
5C 183/6 SY,CL,PFVP 5,9 59,5 19,7 77,4 3,0 11 98,8 0,1 3,3 95,9 0,8 102

Observacao:Todas as formulagdes contém 60 mg/mL a-PDL1 em L-acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, 0,04% de

PS20, pH 5,8, Mini-latas de 316L de 25cc de acgo inoxidavel foram usados para esse estudo; NA=nao aplicavel; CAC = cor, aparén-

cia e claridade; SY=levemente amarelo, CL=claro, PFVP = particularmente livre de particulas visiveis; HMW=alto peso molecular;

LMW=baixo peso molecular; ICIEF = focalizac&o isoelétrica capilar fotografada; CE-SDS = eletroforese capilar sulfato de dodecila

de sddio; NT=n&o testado; TBD = a ser determinado.
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Estudos de robustez da pré-formulacdo: Selecdo de ¢ oncentracdo de
proteina, pH e concentracao de polissorbato 20

[0269] Um projeto factorial fracional do projeto de experiéncias (DOE)
foi usado para ulteriormente examinar os efeitos de parametros de formu-
lacdo de a-PDL1 na estabilidade de proteina. Um total de doze diferentes
formulacbes de a-PDL1 foram testadas (dez experiéncia se dois pontos
centrais). Os trés fatores variavam no estudo estavam na faixa de pH de
5,0 — 6,0 com intervalos de unidades de 0.5, faixa de concentracdo de
proteina 40 — 120 mg/mL, e faixa de concentracdo de polissorbato 20 de
0,005% - 0,06% (p/v) (Tabela 4). Todas as formula¢gdes foram tampona-
das por acetato de histidina a 20 mM com sacarose a 120 mM exceto as
duas ultimas formulac6es como indicadas na Tabela 4. A formulagéo de
acetato de histidina a 25 mM foi avaliada uma vez que foi considerada
como sendo um cenario de caso pior em termos de risco de oxidagdo. O
tampédo de acetato de sédio a 20 mM foi avaliado com um sistema back-
up de tampao e em comparacdo com tampao de acetato de histidina. As
formulagcbes foram paradas a 25C por 2 meses e 40C por 1 més. Os
dados de estabilidade oriundos dos estudos acima foram estatisticamente
analisados quanto a interacfes entre parametros de formulagdo usando-
se software JMP (JMP. verséao 9, SAS Institute Inc. Cary. NC).

Tabela 4. FormulagBes de substancia de farmaco de a-PDL1 e de pro-

duto de farmaco avaliadas no estudo de DOE

Formulagéo anti-PDL1  solugao PS20 (% His-Acetato  Sacarose
(mg/mL) pH de p/iv) (mM) (mM)
F1° 50 55 0,04 20 120
F2° 100 55 0,04 20 120
F3 40 6,0 0,06 20 120
F4 120 5,0 0,06 20 120
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Formulagéo anti-PDL1  solugao PS20 (% His-Acetato  Sacarose

(mg/mL) pH de p/iv) (mM) (mM)

F5 120 6,0 0,005 20 120

F6 40 5,0 0,06 20 120

F7 120 5,0 0,005 20 120

F8 40 6,0 0,005 20 120

F9 40 5,0 0,005 20 120

F10 120 6,0 0,06 20 120
F11° 50 5,5 0,06 25 120
F12° 50 5,5 0,04 20 (Na-Ace) 120

Observacao:  Pontos centrais; ° cenario de caso pior: baixa concentracado
de proteina, alta concentracdo de PS20, alta concentracéo de histidina; °
acetato de sodio a 20 mM (Na-Ace) buffer foi testado.

[0270] Em comparacéo com pH 5,0 e 5,5, a formulagcéao a pH 6,0 tem
taxa de perda de pico principal levemente mais lenta, como determinado
por ICIEF a 40°C e 25°C (Fig. 1A-B e Fig. 2A-B, respectivamente). Ne-
nhum impacto significativo de concentracdo na perda de pico principal foi
observado por ICIEF. Analise de formulacdo F1 mostrou que um aumento
de variante acida contribuiu principalmente para perda de pico principal
em ICIEF enquanto a contribuicdo para perda de pico por uma variante
de carga basica nao foi significativa. Sob as mesmas condicdes de arma-
zenagem, uma formulacdo a pH 6,0 também tinham uma taxa de perda
de pico de monémero mais lenta, como medida SE-HPLC a 40°C e 25°C
(Fig. 3A-B e Fig. 4A-B, respectivamente). Analise de formulacdo F1 mos-
trou que tanto formacdo de HMWS quanto LMWS constribuiram para
perda de mondémero em SEC a temperaturas elevadas (isto €, 40C e
25C). Tanto perfis de taxa de pH de SEC quanto ICI EF revelaram que
pH de 5,5-6,0 € a 6tima faixa de pH para a-PDL1. Para estar dentro da
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Otima estabilidade de proteina acima de pH 5,5 e para permitir uma faixa
de unidade de pH de £ 0,3 na substancia de farmaco formulada e produto
de farmaco, um alvo de pH 5,8 foi escolhido.

[0271] Os estudos de formulacdo acima também revelavam que 120
mg/mL de formulagbes de a-PDL1 na faixa de pH de 5,0 — 6,0 tinham
uma taxa de perda de pico de mondmero levemente mais alta mas néo
significativa devido a taxa de formag¢do de HMWS mais alta em compara-
¢ao com 40 mg/mL de formulacdes no mesmo pH, como determinado por
SE-HPLC (Fig. 3A-B e Fig. 4A-B). Com base nestes dados e para supor-
tar a formulacdo com estabilidade de produto aperfeicoada e para facilitar
administracado dosada ao paciente, a-PDL1 em uma concentracao de 60
mg/mL foi selecionada.

[0272] Nenhum impacto sobre estabilidade de proteina foi observado
com concentracdes de polissorbato 20 (PS20) que variam de 0,005%-
0,06% (p/v) como indicado na analise estatistica acima (FIGs, 1-4).

[0273] Foi conhecido que impureza de peroxido de hidrogénio contida
na matéria prima de polissorbato 20 pode causar oxidacdo de triptofano
(W) e metionina (M), L-histidina pode também aumentar o risco de oxida-
cdo acima. As amostras de piores formulacdes de cenério de caso sele-
cionadas contendo concentragcdes mais altas de polissorbato 20 e L-
histidina foram analisadas por mapeamento de peptideos. Resultados da
analise sdo mostrados que mesmo a combinacdo de concentracao de
histidina mais alta (tampao de acetato de histidina a 25 mM) e quantidade
mais alta de PS20 (0,06% de PS20) ndo demonstravam risco de oxida-
cao significativo (Tabela 5) e tampé&o de histidina € adequada para o0 uso

para formular a-PDL1.
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253

Tabela 5. Percentagem de oxidacéo de Trp e M~ em formulagdes sele-

cionadas por mapa de peptideos

Formulacg@es selecionadas % de Oxidacéo
Conc. Tampao PS20 Pontosde| WCDR WCDR WCDR LC27
(mg/mL) (mM) (%) tempo HC2 HC4 HC10 M253
His-Ace a
F1 50 0,04 TO 0,1 0,1 0,1 55
20 mM
His-Ace a
F3 40 0,06 25C, 2M 0,2 0,2 0,2 6,4
20 mM
His-Ace a
F10 120 0,06 25C, 2M 0,2 0,1 0,2 6,7
20 mM
25mM His-
F11 50 A 0,06 25C, 2M 0,2 0,2 0,2 6,6
ce

Observacdo: Todas as formulagbes foram paradas por até 1 més a 40C. Andlise foi
realizada usando-se Peptide map,

W= Triptofano; M=Metionina

[0274] Para avaliar a degradacao possivel de PS20 na formulacdo na
armazenagem, Formulacdes F1 a F10 (Tabela 4) foram paradas a 40C
por 1 més, 25T por 2 meses, 5C por 2 meses ou 5° C por 6 meses,
Nenhuma degradacao de PS20 foi na formulagcOes avaliadas em qualquer
uma das temperaturas de armazenagem elevadas (isto €, 40C e 25<C)

e 5C. Alteracao do volume de carga das formulacde s selecionadas (isto
é, F1, F2, F3, e F6) para 7 ml (carga alta) ou 4 ml (carga baixa) e entdo
armazenagem a 5C por 6 meses também teve um impacto significativo
na taxa de degradacao de PS20 (Fig. 5).

[0275] A formulacdo das particulas subvisiveis (SbVP) nas diferentes
formulagcdes quando armazenadas a 5C por 6 meses foi avaliada pelo

ensaio de HIAC como uma medida de estabilidade (Tabela 6). Nenhuma
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mudanc¢a mensuravel em SbVP foi observada na formulagéo testada.
Tabela 6. Dados de HIAC para a formacao de SbVP depois de armaze-

nagem de 6 meses a 5C

Ponto de Tamanho de particula (cont agens cumulat ivas/mL)

Amostra tempo

. 2 uM 5uM 10 uM 25 uM

(més)

0 802 193 61 5
F1

6 1190 278 80 6
- 0 799 146 43 12

6 370 112 29 2

0 485 133 34 4
F3

6 163 52 14 2

0 211 65 31 8
F4

6 181 48 8 1
- 0 872 359 195 79

6 340 89 23 1

0 233 61 16 3
F6

6 116 34 16 3

0 134 29 13 4
F7

6 144 42 9 0

0 433 118 34 1
F8

6 564 98 23 2

0 498 114 17 1
F9

6 144 21 6 0

0 610 124 23 0
F10

6 248 75 28 3

Observacéao: Dois frascos de carga de 1 mL foram combinados entre si
para realizar um ensaio de HIAC de volume pequeno.

[0276] Estabilidade das formulacdes foi ulteriormente investigada
com uma experiéncia de congelamento descongelamento. Formulaces

F1 através de F10 (Tabela 4) foram submetidas a ou cinco ciclos de con-
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gelamento e descongelamento durante a armazenagem a -20C ou foram
paradas em uma temperatura de armazenagem elevada de 5C de 0 a 6
meses e subsequentemente foram analisadas por SEC e ICIEF para per-
centagem de mondmero de a-PDL1 (Fig. 6A e B) e percentagem de pico
principal na formulagéo (Fig. 6C e D). Nenhuma mudanca significativa
em por cento de mondmero e por cento de pico principal foi observada
depois dos ciclos de congelamento e descongelamento e armazenagem
nos pontos de tempo indicados.

[0277] A estabilidade de substancia de farmaco na formulacdo de F2
(Tabela 4) foi avaliada por conducéo de ciclo ciclos de congelamento e
descongelamento durante a armazenagem em uma mini-lata de ago ino-
xidavel a -20C por até 6 meses seguido por medicdo de estabilidade por
CAC, SEC, e ICIEF (Tabela 7), Nenhuma mudanca foi observada depois
de armazenagem de 6 meses a -20<C.

Tabela 7. Estabilidade de substancia de farmaco em uma mini-lata de

aco inoxidavel armazenada a -20<C.

Q12631
Q12005 Q12589 ICIEF
Pontos de | Ciclos de CAC SEC (% de (% de pico
tempo FIT Claridade mondmero) principal)
T0 0 CL/SY 98,6 80,1
1M 1 CL/SY 98,6 79,1
2M 2 CL/SY 98,7 80,2
3M 3 CL/SY 98,8 80,9
6 M 5 CL/SY 98,6 80,2
Observacédo: F/T = congelamento/descongelamento; SY = levemente

amarelo; CL = claro.

[0278] A estabilidade de substancia de farmaco na formulacdo con-
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tendo 100 mg/mL de a-PDL1, acetato de histidina a 20 mM, sacarose a
120 mM, 0,04% de PS20, pH 5,6 foi avaliada por conducéo de trés ciclos
de congelamento e descongelamento seguido por armazenagem em uma
mini-lata de aco inoxidavel ou mini-lata de hastelloy a -20C, 5T, ou

25T por até 3 meses seguido por medicdo de estabil idade por SEC (Fig.
7A e B). Nenhuma diferenca foi observada entre armazenagem de mini-
latas de aco inoxidavel e hastelloy a pH 5,6. A substancia de farmaco era
estavel por até 3 meses a -20C depois de trés cicl os de congelamento
descongelamento. Apesar das leves diferentes em mini-latas de ago ino-
xidavel e de hastelloy, ambas eram apropriadas para 0 uso para a arma-
zenagem de substancia de farmaco.

[0279] A estabilidade de produto de farmaco na formulacdo contendo
50 mg/mL a-PDL1, acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM,
0,04% de PS20, pH 5,6 foi avaliada como armazenada como uma carga
de 16 mL em um frasco de 20cc a -5TC, 25T, ou 40C por até 3 meses
seguido por medicdo de estabilidade com SEC e ICIEF (Fig. 8A e B).
Nenhuma mudanca foi observada a 5C depois de trés meses de arma-
zenagem. A taxa de degradacédo de pH 5,6 por més a 40T foi de 0,66%
e de 22% por anélise de SEC e de ICIEF, respectivamente.

[0280] Avaliagdo do tampao na formulagédo de F12 indicava que o
tampédo de acetato de sédio proveu estabilidade de proteina similar como
tampao de acetato de histidina, com base em taxas de degradacao de
pico principal medidas por SE-HPLC e ICIEF (Tabela 8), As duas formu-
lacdes testadas foram de 50 mg/mL a-PDL1 em L-acetato de histidina a
20 mM, sacarose a 120 mM, e 0,04%(p/v) polissorbato 20 a pH5,5 e
0 mg/mL de a-PDL1 em acetato de sédio a 20 mM , sacarose a 120 mM,
e 0,04%(p/v) de polissorbato 20 a pH 5,5.
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Tabela 8. Taxas de degradacéo de ordem zero de a-PDL1 para pico prin-
cipal de ICIEF e SE-HPLC nos tampdes de acetato de histidina e de ace-
tato de sodio a 40C

Taxa de % de diminuicdo de pico principal por

Concentracdo de a- més

PDL1 (mg/mL) ICIEF SE-HPLC
Acetato de histidina 23 0,67
Acetato de sédio 21 0,74

Observacdo: Todas as formulaces foram paradas por até 1 més a 40<C.

[0281] Além de tudo, os estudos de estabilidade projetada de DoE
revelaram que a 40°C nenhum impacto significativo de concentragdo na
perca de pico principal foi observada por ICIEF, embora pH mais baixo
tenham uma perda de pico principal levemente mais baixa (Fig. 1A-B). A
40°C nenhuma interacdo significativa foi observada por qualquer SE-
HPLC, no entanto, quanto as formulagcbes de concentracdo mais alta
mostram uma perda de mondémero mais rapida (Fig. 3A-B). Foi também
encontrado que pH mais baixo tem uma perda de taxa de mondmero
mais rapida. Resultados similares foram observados a 25°C (Fig. 2A-B e
Fig. 4A-B). A andlise estatistica revelou nenhuma interagéo praticamente
significativa (ligagao) entre quaisquer parametros de formulacédo testados.

Estudos de estresse térmico e agitacao

[0282] Estabilidade do produto de farmaco na presenca de concen-
tracdes aumentadas de PS20 quando do sofrimento de estresse de agi-
tacdo em frascos de vidros foi investigada. A formulacdo contendo 57
mg/mL em acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, pH 5,5 foi
avaliada em uma carga de 1 mL em frascos de vidro de 2cc com varias
concentracdes de PS20 que variam de 0,005% a 0,06%. Frascos de vidro

foram agitados a 70 rpm por 3 dias a temperatura ambiente antes da me-
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dicdo da estabilidade por medi¢gdes de SEC (Fig. 9A) e turvacéao (Fig. 9B).
Formulacdo com niveis de PS20 entre 0,005-0,06% nao tinha nenhuma
mudanca na estabilidade durante agitacdo. No entanto, formulagdes que
carecem de PS20 mostrou um aumento na perda de mondémero devido a
um aumento de HMWS. Nesta experiéncia, 0,005% de PS20 foi suficien-
te para proteger proteina contra estresse de agitacdo em frascos de vi-
dro.

[0283] Estabilidade das formulacbes de produto de farmaco (Tabela
4) qguando armazenadas em varias temperatura e tempo e entdo sofrendo
estresse de agitagcdo em frascos de vidro foi investigada. Formulacdes
F1-F10 foram cada uma avaliadas em uma carga de 1 mL em frasco de
vidro de 2cc. Frascos de vidro foram agitados a 70 rpm por 1 dia a tem-
peratura ambiente antes da medicao da estabilidade por SEC (Fig. 10).
Nesta experiéncia, agitacdo ndo tem impacto na estabilidade do produto
de farmaco quando armazenado por um periodo de tempo a 40C, 25C

ou 5TC.

[0284] A fim de suportar o transporte de bolsa IV que frequentemente
ocorre nos ambientes hospitalares, um estudo de agitacao de bolsa IV foi
realizado com a-PDL1 formulado em acetato de histidina a 20 mM, saca-
rose a 240 mM, pH 5,5 com de 0,005%- 0,02% (p/v) de polisssorbato 20.
As bolsas IV mais comumente disponiveis de 250 mL de cloreto de poli-
vinila (PVC) ou poliolefina (PO) contendo solugéo de cloreto de sédio iso-
tonica (0,9% de NaCl) foram avaliadas por injecao de 400-600 mg de so-
lugcbes de a-PDL1 e foram agitadas usando-se agitador obital a 100rpm a
5¢C por até 6 horas. Os resultados do estudo suportavam uma adminis-
tracdo dosada com base em peso e demonstravam que um minimo de
0,015% (p/v) de polissorbato 20 na solucdo de proteina é necessaria a

fim de prevenir formacdo de particulas visiveis (relacionada com precipi-

Peticao 870160017268, de 03/05/2016, pag. 138/175



136/149

tacdo de proteina) durante o transporte (Tabela 9), além disso, para to

mitigar o risco de degradacao de polissorbato 20 no periodo de vida de

prateleira, a concentracdo de polissorbato 20 foi aumentada de 0,02%
(p/v) para 0,04%(p/v),
Tabela 9. Estudo de agitacao da bolsa IV com quantidades diferentes de
PS20 no produto de farmaco de a-PDL1

Particulas  sub-
% de SE-HPLC o
visiveis(ppmL)
PS20 Amostras CAC
% de|% de Mo-
em DP 210um [225um
HMWS [n6mero
bolsa de PO de 250 ml, TO [CO, CL, PFVP NT NT NT NT
_|Particulas visiveis
bolsa de PO de 250 ml, agi-
0,005% observadas NT NT NT NT
tacdo at 5T for 2 horas L
Experiéncia parada
bolsa de PVC de 250 ml, TO |CO, CL, PFVP NT NT NT NT
Particulas visiveis
bolsa de PVC de 250 ml,
. observadas NT NT NT NT
agitacéo a 5T por 2 horas o
Experiéncia parada
bolsa de PO de 250 ml, TO [CO, CL, PFVP NT NT NT NT
_|Particulas visiveis
bolsa de PO de 250 ml, agi-
0,01% observadas NT NT NT NT
tacdo a 5T por 2 horas L
Experiéncia parada
bolsa de PVC de 250 ml, TO |CO, CL, PFVP NT NT NT NT
bolsa de PVC de 250 ml,
. CO, CL, PFVP NT NT NT NT
agitacéo a 5T por 4 horas
bolsa de PO de 250 ml, TO  |CO, CL, PFVP 1,2 98,8 21 2
bolsa de PO de 250 ml, agi-
CO, CL, PFVP 1,3 98,7 195 19
tacdo a 5T por 4 horas
0,015% |bolsa de PVC de 250 ml, TO |CO, CL, PFVP 1,2 98,8 16 0
bolsa de PVC de 250 ml,
. CO, CL, PFVP 1,2 98,8 24 2
agitacéo a 5T por 4 horas

Observacéo: Todas as formulagdes 50 mg/mL a-PDL1 in L-acetato de
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histidina a 20 mM, sacarose a 240 mM a pH 5,5. Analise foi realizada
usando-se SE-HPLC, NT= nao testado; CAC = cor, aparéncia e clarida-
de; CO=Incolor; CL=Claro; PFVP = Particularmente livre de particulas vi-
siveis,

Avaliacdo de estabilidade das formulagcdes de  a-PDL1

[0285] Uma triagem de pH adicional foi conduzida sobre os materiais
produzidos a partir de um Banco de Células mestre (" Master Cell Bank")
e um Banco de Células de Trabalho ("Working Cell Bank") através de
uma faixa de pH de 5,2 a 6,3 na formulacédo contendo acetato de histidina
a 20 mM, sacarose a 120 mM, e 0,04% de PS20 (Tabela 10). Andlise por
SE-HPLC e ICIEF mostravam que pH 5,7 -6,3 era quimicamente e fisica-
mente razoavelmente estavel e uma faixa permitida de pH 5,5 -6,3 na
formulacédo era apropriada (Fig. 11A e B). Taxas de degradacao de pico
principal e mondémero de pH mais alto, com taxas que se fixam entre cer-
cade pH 5,7 € 6,3.

Tabela 10. Triagem de pH das Formulagdes

Concentracdo | pH recipiente Tempera- | Pontos de te m-

(mg/mL) tura (C) po

120 5,2, 5,7, 6,0, | carga de 1mL em | 40 TO, 1 semana, 2
6,3 frasco de 2cc semanas, 1 més

40 5,2, 5,7, 6,0, | carga de 1mL em | 40 TO, semana, 2
6,3 frasco de 2cc semanas, 1 més

[0286] O efeito de experiéncias de formulacdo na oxidagao de tripto-
fano (W) e metionina (M) nas formulagbes de a-PDL1 formulagdes foi in-
vestigado. Mapeamentos de peptideos mostraram que nao havia ne-
nhum aumento de oxidacéo significativa. Formulagbes contendo acetato
de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, 0,04% de PS20 com um pH de

solugéo de 5,8 mostrou nenhum aumento de oxidagao de triptofano e me-
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tionina evidente quando uma formulacao foi armazenada por um més a
temperaturas elevadas ou para o produto de farmaco ou substancia de
farmaco (Tabela 11),

Tabela 11. Percentagem de oxidacdo de Trp, M®* e M**® nas formula-

cOes selecionadas por mapa de peptideos

% de Oxidacao
Amostra W CDR | W CDR | W CDR MZS | 20
H2 H4 H10
DP, 50 mg/mL, TO 0,35 0,26 0,12 4,86 |0,92
DP, 50 mg/mL, 40<C,
0,63 0,26 0,31 585 |1,10
T=1M
DS, 100 mg/mL, SS, 25T,
TZ1M 0,52 0,27 0,28 561 | 1,17

Observacéo: Todas as formulagdes de a-PDL1 continham L-acetato de
histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, 0,04% de PS20, pH 5,8.
[0287]

estatistica, uma formulacéao liquida que consiste em 60 mg/mL de a-PDL1

Com base no resultado estes estudos de formulacéo e analise

em acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, 0,04% de polissor-
bato 20 com um alvo pH 5,8 foi selecionado para os estudos clinicos.
[0288]

uma dose fixa de 1200 mg de a-PDL1 por paciente. Uma configuracao de

A dosagem para experiéncias clinicas sera conduzida como

frasco de carga nominal de 20 mL (1200 mg de a-PDL1) em um frasco de
vidro de 20cc foi selecionada para satisfazer o perfil de produto alvo.
[0289]

com a formulacdo pretendida contendo 60 mg/mL de o-PDL1 em L-

Estudos de congelamento/descongelamento foram conduzidos
acetato de histidina a 20 mM, sacarose a 120 mM, e 0,02% (p/v) de polis-

sorbato 20 a pH 5,8. Resultados de ensaio depois de cinco ciclos de con-

gelamento/descongelamento confirmaram 120 mM de sacarose protegi-
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am a-PDL1 contra agregacdo induzida por congelamen-
to/descongelamento (Tabela 12). Similarmente a estabilidade de longo
prazo da formulacdo de liquido pretendida indicava que é estavel por um
periodo de 6 meses a 2-8°C (Tabela 13). Monitoramento continuo no pe-
riodo de 36 meses estd a caminho para essa formulacdo. Formulacéo
alvo e faixas de estudo testadas para produto de farmaco e substancia de

farmaco de a-PDL1 sdo mostradas na Tabela 14.
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Tabela 12. Dados de estabilidade de congelamento/de

desenvolvimento de substancia de farmaco de a-PDL1

scongelamento r epresentativos para carga de

CE SDS NGS
ICIEF SE-HPLC (n&o reduzido)
Soma Soma
de de Soma Soma
formas Formas |de de
Regido | Pico Regiéo |de de Pré- |Pico Pés- | Poténcia
No. Ciclos de acida |principal |basica |HMW | Mondmero |LMW |picos |principal |picos |(%  ativi-
congelamento- Concentragdo % de|(% de|(% de|(% de|(% de|(% de|(% (% % dade es-
descongelamento CAC (mg/mL) pH |area) |éarea) area) |area) |area) area) |CPA) [CPA) CPA) | pecifica)
NA CL/SY/PFVP 60,1 59 19 78 3 0,5 994 0,1 29 97,0 0,1 107
5 CL/SY/PFVP 62,0 59 20 77 3 0,5 994 0,1 2,7 97,1 0,2 111

Observacao: Carga PP400L-02142013 contém 60 mg/mL de a-PDL1 em L-acetato de histidina a 20 mM,

sacarose a 120 mM, e 0,04%(p/v) de polissorbato 20 a pH 5,8, CL=Claro; SY=Levemente amarelo;

PFVP = Particularmente livre de particulas visiveis; NA = ndo aplicavel, ICIEF = focalizacao isoelétrica

capilar fotografada; CE-SDS = eletroforese capilar sulfato de dodecila de sddio; HMW=alto peso molecu-

lar; LMW=Dbaixo peso molecular.
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Tabela 13. Dados de estabilidade para carga de desenvolvimento de farmaco de a-PDL1

Particulas sub-

CE SDS NGS visiveis®
clEF fotografado SE-HPLC (ndo reduzido) (ppmL)
Soma Potén
Soma de cia
de For- (% de
Pico formas pico de mas Pico ativid-
Regido princi- Regido de mond-  de Soma princi- Soma ade
tempo Concen- &cida pal basica HMW mero LMW  de Pré- pal de Pos- es-
Temp |(dias/ tracéo % de (% de (% (% de (% de (% de picos (% picos pecifi-
(C) |meses) CAC pH (mg/mL) area) é&rea) é&rea) area) area) area) (%CPA) CPA) (%CPA) ca) 210um =25um
NA T=0/0 SY/CL/PFVP 5,9 59,9 18,1 78,9 29 0,6 99,3 0,1 2,7 97,0 0,3 99 37 30
5 30/1 SY/CL/IPFVP 5,9 59,9 18,3 78,6 31 0,6 99,3 0,1 2,7 96,9 04 NT 26 2
5 61/2 SY/CL/IPFVP 59 61,7 18,4 78,9 2,7 0,7 99,3 0,1 2,8 96,9 04 NT 3 0
5 91/3 SY/CL/IPFVP 59 61,7 17,1 80,1 2,8 0,7 99,2 0,1 2,7 970 04 102 18 3
5 183/6 SY/CL/PFVP 59 60,8 18,4 78,6 3,0 0,7 99,2 0,1 31 96,5 04 101 3 0

Carga PP400L-02142013-DP contém 60 mg/mL de a-PDL1 em L-acetato de histidina a 20 mM, sacarose
a 120 mM, e 0,04%(p/v) polissorbato 20 a pH 5,8, NA=ndo aplicavel; CAC = cor, aparéncia e claridade;

SY=levemente amarelo, CL=claro, PFVP = particularmente livre de particulas visiveis; HMW=alto peso

molecular; LMW=baixo peso molecular; ICIEF = focalizacdo isoelétrica capilar fotografada; CE-SDS =

eletroforese capilar sulfato de dodecila de sédio, NT=nao testado.
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Tabela 14. Faixas de formulacdo alvo e estudo testado para produto de

farmaco e substancia de farmaco de a-PDL1

Faixa de formul a-

Parametro Alvo céo testada
concentracdo de a-PDL1 60 mg/mL |40-120 mg/mL
concentracdo de L-Acetato de histidina |20 mM 20 mM

pH da solucéao 5,8 5,0-6,0
Concentracéo de sacarose 120 mM |0-240 mM

concentracdo de Polissorbato 20 (p/v) [0,04% 0,005%-0,06%?

[0290] Uma vez que o produto de farmaco de a-PDL1 (60 mg/mL)
sera administrado por infusdo depois da diluicdo na solucéo de cloreto de
sédio isotdnica (0,9% NacCl), compatibilidade e estabilidade do ingredien-
te ativo foram tesadas sob as seguintes condicbes de administracao e
preparacdo simuladas: 1) Diluicdo produto de farmaco de a-PDL1 em
bolsas de infusdo contendo 0,9% de NaCl na faixa de 2,4 — 9,6 mg/ml de
(concentracao nominal depois da diluicdo) para cobrir a faixa de dose ci-
clo estudo clinico; 2) Exposic¢do de longo prazo a bolsas de infusédo con-
tendo solucdo de cloreto de sdédio isotbnica (material de superficie de
contato de produto de bolsa que consiste em PVC ou Poliolefina); 3) Uso
de linhas de infusédo IV com (superficies de contato de produto de PVC ou
poliolefina); e 4) Uso de filtros em série de 0,2 um (membrana de filtro de
PES),

[0291] Amostras foram testadas depois de 24 horas de armazenagem
a 2C—-8T ou depois de 24 horas a 30T com exposica o a luz difundida.
As amostras foram testadas usando-se estabilidade apropriada que indi-
ca métodos incluindo: pureza por SE-HPLC e ICIEF, concentracdao de
proteinas (por UV), particulas subvisiveis por obscurecimento de luz, co-

lor, claridade/opalescéncia, e pH (Tabela 15).
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Tabela 15. Estabilidade de a-PDL1 diluido e armazenado a 5¢C ou 30 por 24 hor as em 0,9% de NaCl

bolsas de infusdo com e sem filtros em série de 0,2 ym

ICIEF SE-HPLC i
Particulas (con-
Concen- % de % de
tagens/mL)
tracdo Turva- % de Pico % de % de Mond % de
Amostra CAC (mg/mL) c&oAssp Acido principal Basic HMWS mero LMWS pH 2=10um =225um
2,4 mg/mL em bolsa de PVC, TO CL, CO, PFVP 2,1 0,01 19,5 75,7 4,8 04 995 0,1 59 25 1
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
i ) . CL,CO,PFVP 2.2 0,02 19,6 75,5 49 04 995 0,1 58 32 0
t=5°C, 24 hrs depois da infusédo
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
CL, CO, PFVP 2,2 0,01 19,3 76,6 41 0,3 995 0,1 58 32 0

t=30°C, 24 hrs depois da infuséo
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
t=5°C, 24hrs, passando através
CL, CO, PFVP 2,1 0,04 19,5 76,4 4.1 0,4 99,5 0,1 58 44 1
de sistema de infusdo sem filtro
em série
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
t=5°C, 24hrs, passando através
] ] ] CL, CO, PFVP 2,1 0,01 19,3 76,7 4.1 0,3 99,5 0,1 59 4 0
de sistema de infusdo com filtro
em sérier
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
t=30°C, 24hrs passando através
CL, CO, PFVP 2,1 0,02 20,0 75,7 4.3 0,3 99,6 0,1 59 29 0
de sistema de infusdo sem filtro
em série
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
t=30°C,24hrs passando através

CL, CO, PFVP 2,0 0,04 19,5 76,4 4.1 0,3 99,6 0,1 60 5 0
de sistema de infusdo com filtro

em sérier

6vT/EVT
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Tabela 15 (cont.): Estabilidade de a-PDL1 diluido e armazenado a 5C ou 30T por 24 hor as em 0,9%

NaCl bolsas de infusdo with and without 0,2 ym in-lina filters

ICIEF SE-HPLC
Particulas
Concen- % de
x - (ppmL)
tracdo Tur- % Pico % % de % de % de —_—
Amostra CAC (mg/mL) vagdoAsse Acido principal Basic HMWS Mondémero LMWS pH  210um 225um
2,4 mg/mL em bolsa de PO, TO CL, CO, PFVP 2,1 0,01 18,6 77,3 41 04 99,5 0,1 6,1 5 0
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
{=5°C, 24 hrs depois da infusio CL, CO, PFVP 2,1 0,03 17,8 77,8 44 04 99,5 0,1 59 3 0
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
CL, CO, PFVP 2,1 0,02 20,6 75,3 41 0,3 99,5 0,1 59 8 0
t=30°C, 24 hrs depois da infuséo ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
=50, 4
(=5°C, 24hrs, passando alraVes o ooy 5 0,01 205 753 42 04 995 01 59 48 0
de sistema de infusdo sem filtro
em série
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
=50, 4
(=5°C, 24hrs, passando alraVes o o ooy 5 0,02 210 748 43 04 995 01 59 1 0
de sistema de infusdo com filtro
em sérier
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
=300 A
(=30°C, 24hrs passando arAVES o oy 5 0,01 187 769 44 03 995 01 59 22 0
de sistema de infusdo sem filtro
em série
2,4 mg/mL em bolsa de PO,
t=30°C,24h do atravé
caNls passando aliaves o) oq pryp 5 g 0,01 212 739 49 04 995 01 60 O 0
de sistema de infusdo com filtro
em sérier

6vTivY1

CO=Incolor, CL=Claro, PFVP = Particularmente livre de particulas visiveis, Asso=absorbancia a 350 nm
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Tabela 15 (cont.): Estabilidade de a-PDL1 diluido e armazenado a 5C ou 30T por 24 hor as em bolsas

de infusdo de 0,9% NaCl com e sem filtros em série de 0,2 ym

ICIEF SE-HPLC
Concen- Tur- % de ’
particulas (ppmL)
tracéo vagdo % Pico % % de % de % de
Amostra CAC (mg/mL) Aszso  Acido principal Basic HMWS Monémero LMWS pH  2=10um 225um
9,6 mg/mL em bolsa de PVC, TO CL, CO, PFVP 87 0,05 183 773 44 04 99,5 0,1 59 35 0
9,6 mg/mL em bolsa de PVC, t=5°C,
) i . CL, CO, PFVP 8,6 0,03 190 768 42 04 9,5 0,1 59 6 1
24 hrs depois da infusédo
9,6 mg/mL em bolsa de PVC, t=30°C,
CL, CO, PFVP 85 0,05 189 77,0 41 04 99,5 0,2 59 10 0

24 hrs depois da infusédo

9,6 mg/mL em bolsa de PVC, t=5°C,

24hrs, passando através de sistema CL, CO, PFVP 88 0,03 19,2 76,4 4.4 0,3 99,6 0,1 6,0 29 0
de infusdo sem filtro em série

9,6 mg/mL em bolsa de PVC, t=5°C,

24hrs, passando através de sistema CL, CO, PFVP 8,7 0,06 190 77,1 3,9 0,3 99,6 0,1 59 18 0
de infusdo com filtro em sérier

9,6 mg/mL em bolsa de PVC, t=30°C,

24hrs passando através de sistema CL, CO, PFVP 8,1 0,04 19,1 76,6 4.3 0,4 99,5 0,2 6,0 8 0
de infusdo sem filtro em série

9,6 mg/mL em bolsa de PVC,

t=30°C,24hrs passando através de

sisterma. de infusdo com filtro em sé. CL, CO, PFVP 8,38 0,04 196 76,4 40 0,3 99,6 0,1 59 19 2

rier

6vT/avl
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Tabela 15 (cont.): Estabilidade de a-PDL1 diluido e armazenado a 5C ou 30C para 24 ho ras em bol-

sas de infusdo de 0,9% de NaCl com e sem filtros em série de 0,2 ym

ICIEF SE-HPLC Particulas  (con-
Concen- Tur- tagens/mL)
tracéo vacdo % % de Pico % % de % de % de
Amostra CAC (mg/mL) Asso Acido  principal Basic HMWS Monémero LMWS pH 210um =25um
CL, CO,
9,6 mg/mL em bolsa de PO, TO PEVP 84 0,03 18,6 78,0 34 04 99,5 0,1 58 33 2
9,6 mg/mL em bolsa de PO, t=5°C, CL, CO,
] ) 8,6 0,04 19,2 76,4 4.4 04 99,5 0,1 59 32 0
24 hrs depois da infusédo PFVP
9,6 mg/mL em bolsa de PO, CL, CO,
) ] 8,7 0,04 19,3 76,7 4,0 04 99,5 0,1 59 18 0
t=30°C, 24 hrs depois da infusdo  PFVP
9,6 mg/mL em bolsa de PO, t=5°C, oL co
24hrs, passando através de siste- PF;/P "85 0,05 19,8 75,8 45 04 99,5 0,1 5,9 38 1
ma de infusdo sem filtro em série
9,6 mg/mL em bolsa de PO, t=5°C, oL co
24hrs, passando através de siste- PF;/P "82 0,04 18,6 77,2 43 0,3 99,5 0,1 5,8 8 0
ma de infusdo com filtro em sérier
9,6 mg/mL em bolsa de PO,
t=30°C, 24hrs passando através CL, CO,
) ] ] 85 0,03 19,4 76,0 46 04 99,5 0,1 59 48 7
de sistema de infusdo sem filtro PFVP
em série
9,6 mg/mL em bolsa de PO,
t=30°C,24hrs passando através de CL, CO,
) ] ] 8,0 0,05 19,7 76,1 42 0,3 99,5 0,1 5.8 10 0
sistema de infusdo com filtro em PFVP
sérier

CO=Incolor, CL=Claro, PFVP = Particularmente livre de particulas visiveis, Assp=absorbancia a 350 nm
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Tabela 16. Estabilidade de agitacdo de a-PDL1 diluida em bolsas de infusdo de 0,9% NaCl a 5C por até

6 horas
ICIEF SE-HPLC i
particulas (con-
Concen- % de
tagens/mL)
tracéo Turvagdo % Pico % % de % de % de

Amostra CAC (mg/mL) Asso Acido principal Béasico HMWS  Mondémero LMWS pH =10um =25um
2,4 mg/mL em bolsa de PO, TO CL, CO, PFVP 2,13 0,02 175 79,1 34 0,8 99,1 0,1 59 3 0
2,4 mg/mL em bolsa de PO,

o CL, CO, PFVP 2,09 0,01 17,1 79,8 31 0,8 99,1 0,1 59 113 2
agitacéo por 2 hrs
2,4 mg/mL em bolsa de PO, CL, CO,PFVP 2,12 0,02 17,3 79,6 31 0,8 99,1 0,1 59 31 0
agitacéo por 4 hrs
2,4 mg/mL em bolsa de PO, CL, CO,PFVP 2,02 0,02 16,8 79,6 3,6 0,8 99,1 0,1 59 4 1
agitacéo por 6 hrs
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,
0 CL, CO, PFVP 242 0,02 17,9 78,6 35 0,8 99,1 0,1 59 6 0
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,

o CL, CO, PFVP 2,04 0,02 17,6 79,2 3,2 0,8 99,1 0,1 59 22 1
agitacéo por 2 hrs
2,4 mg/mL em bolsa de PVC,

) CL, CO, PFVP 2,10 0,03 18,5 78,0 3,6 0,8 99,1 0,1 59 22 1
agitacéo por 4 hrs
2,4 mg/mL em bolsa de PVC, CL, CO, PFVP 2,05 0,01 18,6 78,2 33 0,8 99,1 0,1 59 10 0
agitacéo por 6 hrs

CO=Incolor, CL=Claro, PFVP = Particularmente livre de particulas visiveis, Azss=absorbancia a 350 nm
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[0292] O produto testado nos estudos de administracdo simulados
como descritos acima foi fisicamente e quimicamente estavel como
descrito acima sob as condicfes testadas. Bolsas de infuséo, sistema
de infusdes, filtros, e/ou auxiliares de administracdo de IV constituidos
de diferentes materiais de contato de produto s&o adicionados na qua-
lificacdo com sucesso.

[0293] Além da estabilidade estatica, um estudo de bolsa de agita-
cao IV é realizado com a-PDL1 formulado em acetato de histidina a 20
mM, sacarose a 120 mM , pH 5,8 com 0,02% de PS20, que é potenci-
almente o nivel de PS20 mais baixo que poderia ser observado em um
produto de farmaco no periodo de vida de prateleira. A agitacéo é rea-
lizada a 2-8C com agitador orbital a velocidade de 100 rpm. Os dados
sugerem gue com 0,02% de PS20 no produto de farmaco, a-PDL1 é
estavel na agitacdo a 5C depois da diluicdo nas bolsas IV (Tabela
16).

[0294] Sequéncias dos anticorpos usadas nos Exemplos

Regido variavel de cadeia leve de a-PDL1
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQK-
PGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS-
LQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 7)

Regido variavel de cadeia pesada de a-PDL1
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVR-
QAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAY-
LOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTK
(SEQ ID NO: 8)

Cadeia leve completa de a-PDL1
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWYQQK-
PGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISS-
LQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPS-
DEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTE-

Peticao 870160017268, de 03/05/2016, pag. 151/175



149/149

QDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNR-
GEC (SEQ ID NO: 9)

Cadeia pesada de complete de PDL1
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVR-
QAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTISADTSKNTAY-
LOMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKG-
PSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL-
TSGVHTFPAVLQSSGLISLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNT-
KVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS-
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE-
QYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA-
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN-
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN-
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG (SEQ ID NO: 10)
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REIVINDICACOES

1. Formulacdo farmacéutica aquosa estavel, caracterizada
pelo fato de que compreende

o dito anticorpo monoclonal de anti-PDL1 em uma
guantidade de 60 mg/mL, acetato de histidina em uma concentracao de
20 mM, sacarose em uma concentracédo de 120 mM, e polissorbato 20
em uma concentracao de 0,04% (p/v), e um pH de 5,8,

em que o dito anticorpo monoclonal compreende uma regiao
variavel de cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO:7, e uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:32; e € um anticorpo
humanizado de IgG1.

2. Formulacdo, de acordo com a reivindicagcdo 1,
caracterizada pelo fato de que o dito anticorpo monoclonal ndo esta
sujeito a liofilizag&o anterior.

3. Formulacdo, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizada pelo fato de que o dito anticorpo monoclonal compreende
uma cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO:9, e uma cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:10.

4. Formulagcdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que o dito anticorpo
monoclonal é armazenado em um frasco de vidro ou um recipiente de
liga de metal, opcionalmente sendo que a liga de metal € de aco
inoxidavel 316L ou hastelloy.

5. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a formulagédo é
estavel a 2-8°C por pelo menos 6 meses, pelo menos 12 meses, pelo
menos 18 meses ou pelo menos 24 meses.

6. Formulagdo, de acordo com a reivindicacdo 5,
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caracterizada pelo fato de que o anticorpo na formulacdo retém pelo
menos cerca de 80% de sua atividade biolégica depois da
armazenagem.

7. Formulacdo, de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizada pelo fato de que a atividade biologica € medida por ligacéo
de anticorpo a PD-L1.

8. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que € estéril.

9. Formulacdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que é adequada para
ser administrada a um individuo, opcionalmente para uma
administracéo intravenosa (1V).

10. Artigo de fabricacédo, caracterizado pelo fato de que
compreende um recipiente que retém a formulacdo farmacéutica
aquosa estavel, como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a
9.

11. Artigo, de acordo com a reivindicagao 10, caracterizado
pelo fato de que o recipiente é um frasco de vidro ou um recipiente de
liga de metal, opcionalmente sendo que a liga de metal € aco inoxidavel
316L ou hastelloy.

12. Composigéo para o tratamento de uma doenga ou um
distdrbio em um individuo, caracterizada pelo fato de que compreende
uma quantidade eficaz da formulagao, como definida em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 9, sendo que a doenca ou disturbio € selecionado
do grupo que consiste em infeccéo, cancer, e doenca inflamatoria.

13. Formulagdo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizada pelo fato de que o anticorpo
monoclonal compreende uma substituicdo de N297A ou D265A/N297A
na regido constante, e a numeracao do residuo é aquela do indice EU

como em Kabat.
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14. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizada pelo fato de que a dita formulacdo comprende anticorpo
monoclonal em uma concentragao de cerca de 60 mg/mL, acetato de
histidina em uma concentracdo de 20 mM, sacarose em uma
concentragdao de cerca de 120 mM, polissorbato 20 em uma
concentracao de 0,04% (p/v), e tem pH de 5,8; em que o dito anticorpo
monoclonal compreende uma cadeia leve compreendendo a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO:9, e uma cadeia pesada compreendendo
a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

15. Uso de um anticorpo monoclonal de anti-PDL1, de um
acetato de histidina ou acetato de sédio, de sacarose, e de polissorbato,
caracterizado pelo fato de que é para fabricacdo de uma formulacéo
farmacéutica aquosa estavel, como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 9 e 12 a 14, para o tratamento de uma doenga ou um
disturbio em um individuo, sendo que a doenca ou disturbio é
selecionado do grupo que consiste em infeccdo, cancer, e doenca

inflamatoria.
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% de mudancas de monémero

FIG. 10
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